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A  Allgemeine Einleitung

Noch im 19. Jahrhundert als ,,Nebenprodukte des Stoffwechsels” bezeichnet, sind heute weit
mehr als 200.000 sekundare Pflanzenstoffe mit z.T. hoch interessanten physiologischen
Eigenschaften bekannt, Tendenz steigend.’ Sowohl ihre groBe Anzahl als auch ihre
Variabilitat sind eine Konsequenz des evolutiondren Drucks, dem die Pflanzenwelt durch ihre
meist sessile Lebensweise und ihre Stellung als Primarproduzenten am Anfang nahezu jeder
Nahrungskette dieser Erde ausgesetzt ist.>2 Sekundire Pflanzenstoffe oder
Sekundarmetabolite sind, anders als die im Grundstoffwechsel vorkommenden
Primdrmetabolite wie Zucker, Lipide oder Aminosduren, zwar nicht essentiell fiir das
unmittelbare Uberleben einer Pflanze nétig, leisten aber verschiedenste 6kochemische
Aufgaben fur die Pflanze bei ihrer Interaktion mit der Umwelt, haufig als Abwehrstoffe gegen
FraRfeinde. Sekundarmetabolite entwickelten sich so in Coevolution mit Herbivoren und

3458 gchitzungsweise codieren bis zu 25% der 20.000-60.000 Gene einer

Pathogenen.
Pflanze fur Enzyme, die am Sekundirstoffwechsel beteiligt sind.” Die sich aus dem
Primarstoffwechsel ableitenden Sekundarmetabolite sind aufgrund ihrer Abwehrfunktion
haufig physiologisch hoch aktiv und werden, je nach Struktur, verschiedenen Stoffgruppen
zugeordnet. Grob lassen sich drei grolRe Gruppen von Sekundarstoffen unterscheiden: Zum
einen die Phenylpropanoide und phenolische Verbindungen, deren urspriingliche Vertreter
Abkémmlinge des Shikimatwegs darstellen, wobei aber auch Kombinationen mit anderen
Stoffwechselwegen, wie dem Acetat-Malonat-Weg oder dem Terpenoidstoffwechsel
vorkommen. Zum anderen die Gruppe der Alkaloide, die sich biogenetisch von Aminosduren
ableitet und einige der physiologisch potentesten sekundaren Pflanzenstoffe beinhaltet. Und
schliefRlich die wohl gréRte Gruppe der Terpenoide, die sich alle von einem einzigen Baustein

8910 yijele

dem Isopren ableiten lassen und daher auch Isoprenoide genannt werden.
Vertreter dieser groRen Stoffgruppen oder deren Untergruppen kommen nicht ubiquitar im

Pflanzenreich vor, sondern lassen sich mit der Zugehorigkeit einer Spezies zu einem Taxon

! Hartmann 2007

% Hartmann 2004

® Frohne und Jensen 1998
* Buchanan et al. 2000

® Wink 2003

® Bresinsky et al. 2008

7 pichersky und Gang 2000
& Buchanan et al. 2000

° Hansel und Sticher 2007
1% Bresinsky et al. 2008



korrelieren, was auf die Evolution der Biosynthesewege hinweist. So besitzt jede Spezies ein
charakteristisches Inhaltssoffspektrum an sekundaren Pflanzenstoffen, eine Tatsache, die zu
chemotaxonomischen Untersuchungen benutzt wird, auch wenn das Inhaltstsoffspektrum
als phanotypisches Merkmal, inkonsistent sein kann.** Im Verlauf der Evolution lassen sich
bestimmte Trends im Inhaltsstoffspektrum beobachten. So kann man bei den Angiospermen
eine Abnahme der Abkdommlinge des Shikimatwegs von urspriinglichen hin zu abgeleiteten
Gruppen erkennen. In den basalen Gruppen der Magnoliaceae, Annonaneae und Lauraceae
dominieren kondensierte Gerbstoffe, Lignine (auch als FralRschutz bedeutend), Lignane und
Benzylisochinolinalkaloide, deren Biosynthese auf die Shikimisaure zurlickzuflihren ist. Bei
starker abgeleiteten, ,moderneren” Gruppen tritt der Shikimatweg zunehmend in den
Hintergrund und es finden sich vermehrt Sekundarstoffe, die zumindest teilweise aus dem
Terpenoidstoffwechsel stammen, wie z.B. Iridoide, Steroidalkaloide und —saponine und
schliefRlich, bei den am hochsten entwickelten Angiospermen, den Apiales und Asterales, die
Polyine und die Sesquiterpenlactone (SL).****

Die Gruppe der Terpenoide ist mit Gber 40.000 bekannten Verbindungen die groBte der
Sekunddarmetabolite. Zu ihnen zdhlen fir die Pflanze essentielle Verbindungen wie die u.a.
an der Photosynthese beteiligten Carotinoide und das Phytol, die Elektronencarrier
Ubiguinon und Plastoquinon oder die Phytohormone Abszisinsdure oder die Gibbereline.
Aber auch Lock- und FraBschutzstoffe, Gifte und antibiotisch wirkende Verbindungen finden
sich in dieser Gruppe. Zu den Terpenoiden zdhlen auch fir uns Menschen bedeutsame
Verbindungen, wie z.B. der Kautschuk, das gegen Malaria wirksame Artemisinin, die in
atherischen Olen enthaltene Duftstoffe wie das Menthol oder das Limonen und das in der
Krebstherapie eingesetzte Paclitaxel. Nicht nur beziglich ihrer Anwendung oder
physiologischen Wirkung sondern auch physiko-chemisch besitzen die Terpenoide eine
groRe Bandbreite von Eigenschaften. So finden sich cyclische und acyclische, flichtige und
nicht-fliichtige, lipohile und hydrophile, chirale und achirale Vertreter.***>*®

Der Terpenoidstoffwechsel nimmt seinen Anfang in zwei isomeren Cs-Korpern dem

Isopentenylpyrophosphat (IPP) und dem Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) (vgl.

Abbildung 1). Beide Molekile koénnen in der Pflanze in zwei unterschiedlichen

! Wink 2003

" Frohne und Jensen 1998

3 Bresinsky et al. 2008

" McGarvey und Croteau 1995
> Bohlmann und Keeling 2008
'8 Bresinsky et al. 2008



Stoffwechselwegen gebildet werden, zum einen Uber den cytoplasmatischen Acetat-
Mevalonat-Weg (MVA-Weg), zum anderen Uber den plastidaren 1-Desoxy-D-Xylose-Weg
(DXP-Weg), auch Methylerythritol-Phosphat-Weg genannt. Beim MVA-Weg werden drei
Aquivalente Acetyl-CoA, die aus dem Zuckerpool der Pflanze stammen, durch die 3-Hydroxy-
3-methylglutaryl-CoA-Synthase (HMG-CoA-Synthase) zu 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
verkniipft, welches mittles NADPH/H® und unter Abspaltung des Coenzyms durch das
Schliisselenzym HMG-CoA-Reduktase (HMGR) zur Mevalonsaure reduziert wird. Diese wird
durch weitere Enzyme unter ATP-Verbrauch und Decarboxylierung in IPP umgewandelt. IPP
kann, katalysiert durch die IPP-DMAPP-Isomerase, zu DMAPP isomerisieren. Im plastidaren
DXP-Weg werden die beiden, ebenfalls aus dem Zuckerpool stammenden Molekiile Pyruvat
und D-3-Phosphoglycerinaldehyd unter Decarboxylierung und Katalyse durch die 1-Desoxy-
D-Xylose-5-phosphat-Synthase zum  Zwischenprodukt 1-Desoxy-D-xylose-5-phosphat,
welches anschlieend unter Mitwirkung der 1-Desoxy-D-xylose-5-phosphat-Reduktase zum
IPP umgewandelt wird. IPP bzw. DMAPP kdnnen nun entweder selbst zu Hemiterpenen (Cs)
umgewandelt werden oder mit Hilfe von Prenyltransferasen und Anlagerung weiterer
Isopreneinheiten zu Monoterpenen (Cy), Sesquiterpenen (Cis), Diterpenen (Cy),
Triterpenen (Czp), Tetraterpenen (Cyo) oder Polyterpenen (C.s) verknipft werden. Vorerst
bildet sich dabei durch sog. Kopf-an-Schwanz-Kondensation der Cig-Korper
Geranlypyrophosphat (GPP), das Vorlaufermolekiil aller Monoterpene, auf den dann ein IPP
Ubertragen wird, wodurch sich der Cis-Kérper Farnesylpyrophosphat (FPP) bildet.
17,18,19,20,21,22 Abbildung 1 zeigt schematisch die Verkniipfung dreier Cs-Bausteine iber GPP zu
FPP, dem Ausgangsmolekil fir die Bildung von Sesquiterpenen und Sesquiterpenlactonen,
der Gruppe von Naturstoffen, mit der sich diese Arbeit vorrangig beschaftigt. Die
Sesquiterpene wiederum sind eine Stoffgruppe, die sich ebenfalls in zahlreiche
Untergruppen einteilen lasst, wovon hier aber nur einige wenige kurz angesprochen werden

sollen.”®
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Verkniipfung von 2 Cs-Bausteinen, dem Isopentenylpyrophosphat
(IPP) und dem Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) zum C,o-KGrper Geranylpyrophosphat (GPP) welches unter
Anlagerung eines weiteren IPP zum C;5-KOrper Farnesylpyrophosphat (FPP) reagiert, dem Vorldufermolekil der
Sesquiterpene und Sesquiterpenlactone.

OPP

Werden zwei FPP verknlpft, bildet sich der Cso-Korper Squalen, das Vorlaufermolekil der
Triterpene. Addiert ein IPP  an FPP, bildet sich ein Cy-Korper, das
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP), woraus die Gruppe der Diterpene gebildet wird. Zwei
GGPP bilden schlieBlich die Tetraterpene mit 40 C-Atomen. Durch die Verknipfung vieler,
z.T. tausender Isopreneinheiten entstehen schlieflich Polyterpene, wie Kautschuk oder

24,25

Guttapercha. Es wird vermutet, dass Tetra-, Di-, Mono- und Hemiterpene eher in

Plastiden gebildet werden, also (iber den DXP-Weg, wahrend Sesquiterpene und Triterpene

im Zytoplasma Uber den Acetat-Mevalonat-Weg entstehen.?®?’

Dagegen sprechen allerdings
Untersuchungen von Adam & Zapp (1998). Sie zeigten, dass bei der Biosynthese der
Sesquiterpene der Kamille das GGP aus dem plastiddaren DXP-Weg stammt, das IPP, welches
an das GGP addiert, aber gemischten Ursprungs ist. Das Sesquiterpen Ricciocarpin A aus

Ricciocarpos natans hingegen wird ausschlieBlich via Acetat-Mevalonat-Weg gebildet.zg’29 E

s
ist also duchaus moglich, dass jede Pflanzengruppe oder sogar jede Art unterschiedliche
Biosynthesewege wahlt. Der nachste Schritt in der Biosynthese der Sesquiterpene ist die

Zyklisierung des azyklischen FPPs durch Sesquiterpen-Synthasen, welche in verschiedenen

* Dingermann et al. 2004

* Bresinsky et al. 2008

*® Bohlmann und Keeling 2008
7 Kirby und Keasling 2009

% Adam und Zapp 1998
 Adam et al. 1998



Formen in unterschiedlichen Arten vorkommen. Durch die Vielfalt dieser Terpensynthasen,
aber auch durch deren raumliche und zeitliche Regulation in der Pflanze, ist u.a. die enorme

Vielfalt der Sesquiterpene und der Terpene allgemein begrindet.***"*

Der erste Schritt ist
immer eine lonisierung des FPPs zum Farnesylkation, einem Carbokation, welches hierauf
einen Ringschluss zum Germacren A oder Germacran eingeht.33 Germacran wiederum ist die
Ausgangsstruktur der wichtigsten Klassen der Sesquiterpene, namlich die vom Germacran-,
Eudesman-, Guaian- und Pseudoguaian-Typ. Dabei entsteht durch Zyklisierung zwischen C-5
und C-10 das Eudesman bzw. durch Zyklisierung zwischen C-1 und C-5 das Guaian. Das

Pseudoguaian entsteht wiederum aus dem Guaian durch einen Methylshift von C-4 an C-5

(Abbildung 2).3*%*

Germacran

H.c Guaian
14
Eudesman
0 CHy
1
3 8
5
7 CH;
CH
HsC " 3
315 13 CHj CHj
| g

HsC Pseudoguaian

HsC CHy
HaC
Abbildung 2: Bildung der wichtigsten Sesquiterpene ausgehend vom Germacran. Der Eudesman-Typ entsteht

durch Zyklisierung zwischen C-5 und C-10, der Guaian-Typ durch Zyklisierung zwischen C-1 und C-5 und der
Pseudoguaian-Typ aus dem Guaian durch Methylshift von C-4 an C-5.

30 McGarvey und Croteau 1995
*! Tholl 2006

*? Degenhardt et al. 2009

* Degenhardt et al. 2009
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Diese Ringschliisse werden wohl auch auf dem Weg zu den entsprechenden Lactonen
vollzogen und fiihren so zu den wichtigsten Sesquiterpenlactongruppen (Abbildung 3).

Die Bildung dieser Sesquiterpenlactone geht vermutlich vom Germacran aus, welches
schrittweise an C-12 liber eine Alkohol- und Aldehydvorstufe zur Germacransaure oxidiert
wird. Dabei ist das NADPH/H*-NADP*-Redoxsystem und molekularer Sauerstoff nétig und die
Reaktionen werden von Cytochrom P450-Enzymen und Dehydrogenasen katalysiert. Die
Germacransidure wiederum wird von einem NADPH/H*- und O,-abhingigen Cytochrom
P450-Enzym, der Costunolidsynthase, an C-6 hydroxyliert (alternativ ware auch Position 8
denkbar, wodurch die 8-Lactone entstehen). Carboxylgruppe und Hydroxylgruppe bilden
dann unter Wasserabspaltung den intramolekularen Ester, den Lactonring zum (+)-
Costunolid. Costunolid wird als Ausgangsstoff der Germacranolide, Guaianolide und wohl
auch der Eudesmanolide angesehen, welche iber Epoxid-Zwischenstufen gebildet werden.
Diese Ergebnisse stammen aus der Forschung an Cichorium intybus (Asteraceae), jedoch
wird davon ausgegangen, dass dieser Biosyntheseweg auch fiir andere Asteraceen Gliltigkeit
besitzt. Abbildung 3 zeigt schematisch den angenommenen Verlauf der Biosynthese der
Geramcranolide, Eudesmanolide, Guaianolide und der Pseudoguaianolide. Letztere bilden
sich aus den Guaianoliden. Neben der Lactonbildung Uber C-6 ist auch jeweils die

Ringbildung tiber C-8 méglich.36’37’38’39’40

% de Kraker et al. 2002
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CHg COOH

CHz
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des vermutlichen Biosynthesewegs vom Germacran U(ber die
Germacransaure zum einfachsten Germacranolid, dem (+)-Costunolid. Alternativ ist neben der Lactonisierung
Uber C-6 auch eine Ringbildung liber C-8 moglich. Vom Costunolid ausgehend bilden sich andere wichtige
Sesquiterpenlacton-Grundstrukturen, wie Eudesmanolide und Guaianolide. Pseudoguaianolide entstehen
vermutlich aus Guaianoliden durch Methylshift.

Sesquiterpenlactone finden sich hauptsachlich bei den Asteraceae, in deren Trichomen sich
viele der an diesen Reaktionen beteiligten Enzyme befinden.*! Aber auch in Apiaceae sind
u.a. Germacranolide, Eudesmanolide und Guaianolide zu finden, allerdings weisen die
Strukturen dort eine andere Stereochemie auf, was auf eine unterschiedliche Biosynthese

hinweist und zwar vermutlich schon sehr frih, bei der Bildung des Precursors, dem FFP.

* Lange und Turner 2013



Die Guaianolide der Apiaceae werden wahrscheinlich auch nicht iber eine Germacran-
Zwischenstufe gebildet, sondern liber das Guaian, das danach oxidiert und lactonisiert
Wi rd .42,43,44,45,46

Neben ihrer Bedeutung fir die Chemosystematik, sind Sesquiterpenlactone aufgrund
unterschiedlichster biologischer Aktivitaten auch von pharmakologischem sowie
chemoodkologischem Interesse. So besitzen die haufig bitter schmeckenden SL in Pflanzen
Funktionen wie z.B. den Schutz gegen Herbivoren, wirken aber auch antimikrobiell oder
allelopathisch. Es wurde auch eine Fille von Effekten im Menschen beschrieben, wie z.B.
anti-Krebs und anti-inflammatorische Wirkung oder die Wirkung gegen Parasiten wie den
Malaria-Erreger, um nur einige wichtige zu nennen.*”*®%%% wihrend im Jahre 1986 etwa

51,52

2000 Sesquiterpenlactone bekannt waren, sind es heute mehr als 5000. Bedingt durch
die groRe Zahl bekannter Verbindungen und den rasanten Zuwachs neuer Strukturen, hinkt

die Datenmenge (iber deren biologische Funktionen weit hinterher.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war den pharmakologischen und chemodkologischen
Wissensstand Uber Sesquiterpenlactone aus den bekannten Arzneipflanzen Kamille
(Matricaria recutita L.), Schafgarbe (Achillea millefolium L.) und Arnika (Arnica montana L.)
zu erweitern. Neben der Optimierung ihrer Isolierung wurden anschliefend
pharmakologische Untersuchungen zur Entziindungshemmung einer Untergruppe der
Guaianolide, den Proazulenen, durchgefiihrt, die in Form von Matricin und &hnlicher
Verbindungen in Kamille und Schafgarbe vorkommen. Zusatzlich wurde das Chamazulen, ein
Abbauprodukt des Matricins, untersucht. Der zweite Teil der Arbeit beschéftigt sich mit dem
Einfluss von Umweltfaktoren auf die Zusammensetzung und den Gehalt der
gualitdtsbestimmenden Helenanolide bei Arnica montana. Dazu wurden sowohl Proben aus
Populationen in Rumadnien analysiert, als auch Stressexperimente an Arnikaklonen

durchgefiihrt.

* Holub und Bud&insky 1986
* Holub et al. 1987

“ Frohne und Jensen 1998
* Drew et al. 2009

*® Drew et al. 2012

4 Seaman 1982

* Zidorn 2008

* Picman 1986

*® Chadwick et al. 2013

*! picman 1986

*2 Chadwick et al. 2013



B Phytochemische und pharmakologische Untersuchungen von

Proazulenen aus Kamille und Schafgarbe

B.1 Einleitung

B.1.1 Artbescheibung der Kamille

B.1.1.1Botanik der Kamille

Der wissenschaftliche Artname der echten Kamille Matricaria recutita L. (syn. Chamomilla
recutita L. (RAUSCHERT), Matricaria chamomilla L.) leitet sich von (lat.) ,,mater” =, Mutter”
bzw. von (lat.) ,,matrix“ =, Gebdarmutter” ab und bezieht sich damit auf die urspriingliche
Verwendung der Kamille bei Erkrankungen gebdrender Frauen. Der Name ,chamomilla®
stammt aus dem Griechischen ,,chamaimelon” = ,niedrig oder auf dem Boden wachsender
Apfel”, zusammengesetzt aus ,chamai” =, niedrig, am Boden” und ,mélon” = ,Apfel”. Dies
ist mit dem apfelartigen Geruch der Kamille zu erkldren.>® Systematisch wird die Kamille
innerhalb der Familie der Asteraceae in die Unterfamilie der Asteroideae eingeordnet, die
sich u.a. durch den Besitz von Réhrenbliten im Zentrum des Képfchens und das Fehlen von
Milchsaft von der Unterfamilie der Lactucoideae (Cichorioideae) unterscheidet. Innerhalb
der Unterfamilie wird die Kamille zusammen mit der Schafgarbe (Achillea sp.) und auch dem
Beiful’ (Artemisia sp.) in den Tribus Anthemideae (111 Gattungen, ca. 1800 Arten) gestellt.
Die Arten des Tribus zeichnen sich meist durch den Besitz randstdndiger Zungenbliten,
einen trockenhdutigen Rand der Hdllblatter, das Fehlen eines Pappus und einen
aromatischen Geruch aus. AulRerdem ist flir die Anthemideae der Besitz von Acetylenen,
Sesquiterpenlactonen und Flavonoiden von taxonomischer Relevanz. Die Gattung Matricaria
L. umfasst insgesamt 6 nordhemispharisch verbreitete Arten.>**°

Die Kamille ist ein annuelles, 10-55 cm (bis 80 cm) hohes, aufrecht stehendes Kraut mit 2-3
fach gefiederten Blattern. Die zahlreichen Kopfchen sitzen einzeln, besitzen einen
Durchmesser von 15-25 mm und bestehen aus 5-zdhnigen, goldgelben Réhrenbliten im
Zentrum und weilen, spater zuriickgeschlagenen, randstandigen Zungenbliiten. Der anfangs
flache Kopfchenboden wolbt sich spater kegelférmig auf und wird hohl. Das Involucrum

besteht aus fast einreihig stehenden, griinen Hiillblattern mit braunem Hautrand.

** Hegi 1954
** Danert und Fukarek 1994
** Kadereit und Jeffrey 2007



Die Achanen (0,8-2,0 mm lang) besitzen keinen Pappus. Abbildung 4 zeigt den Habitus der

Kamille.

56,57

Abbildung 4: Habitus der Kamille (Matricaria recutita L.).

Die Bliitezeit reicht von Mai bis September. Als Hauptbestduber werden Dipteren-Arten

58,59 | 60

angesehen. AuBerdem gilt die Kamille als Akkumulatorpflanze fiir Cadmium und Nicke
lhre bevorzugten Standorte sind Acker, Brachen und Wegrinder, also eher ruderale
Standorte. Sie bevorzugt stickstoffsalzreiche, lehmige und kalkarme Boden. Dabei steigt sie
bis etwa 1500 Hohenmeter. Das Verbreitungsgebiet erstreckt sich lGber ganz Europa mit
Gronland, Sibirien und Nordafrika tiber Vorderasien bis in die obere Gangesebene in Indien.
In Nord- und Sliidamerika, Australien und Neuseeland wurde sie eingeschleppt. Die Heimat
der Kamille ist in Stidosteuropa und Vorderasien zu finden, sie gilt aber in Mitteleuropa

61,62,63

wegen der Jahrhunderte zurlickliegenden Einblrgerung als Archdaophyt. Heute wird die

Kamille weltweit angebaut. Hauptanbauldnder sind Frankreich, Belgien, England,
WeiRrussland, Ukraine, Tschechien, Polen, Ungarn, Agypten aber auch Argentinien, Chile,

Deutschland (Thiiringen) und Osterreich.®*®>%°

*® www.Floraweb.de 2013

> Wurzer 1994

*® Hegi 1954

> Carle 2007

% Kovatik et al. 2009

® Hegi 1954

¢ Aichele und Schwegler 2000
% Sebald et al. 1996

® Dingermann et al. 2004

& Hoppe 2012

% Carle 2007
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B.1.1.2Phytochemie der Kamille

Wie in den meisten Pflanzen finden sich auch in der Kamille ubiquitar vorkommende
Inhaltsstoffe wie Lipide, Phytosterole, Cholin, Aminosauren, mineralische Bestandteile und
Polysaccharide (u.a. Fructan vom Inulintyp, wobei Inulin typisch fir Asteraceae ist). Die
Schleimstoffe der Kamille sind v.a. zusammengesetzt aus D-Galacturonsaure, Xylose,
Arabinose, Galactose, Glucose und Rhamnose.®” AuRerdem finden sich Phenolcarbonsiuren

wie Kaffeesdure, Vanillinsaure, Syringasaure und Anissdaure (Abbildung 5).%8

2
R
1 3
R R
HO
/ COOH COOH
HO
Verbindung | R' R’ R’
Syringasaure | OMe OH OMe
Kaffeesiure Vanillinsdure | H OH OMe
Anissaure H OMe H

Abbildung 5: In Kamillenbliten vorkommende Phenolcarbonsauren nach Luppold (1984).

Auch lieRen sich die Cumarine Umbelliferon und Herniarin aus der Kamille isolieren

(Abbildung 6).

RO O O

Verbindung | R
Herniarin Me
Umbelliferon | H

Abbildung 6: Cumarine aus Kamillenbliten.

Desweiteren wurden in der Kamille Gber 20 Flavonoide nachgewiesen. Hauptflavonoide sind

das Apigenin und das Apigenin-7-O-B-glucosid. Daneben finden sich instabile Acylderivate

¢ Janecke und Weisser 1964
® Luppold 1984
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wie z.B. das Apigenin-7-0-B-D (6°-O-acetyl)-glucosid, Quercetin- und Luteolin-glykoside und
methoxylierte, lipophile Flavonoide. Abbildung 7 undAbbildung 8 zeigen die Flavonoide der

69,70

Kamille.

Verbindung R! R’ R® R
Luteolin H H OH OH
Luteolin-7-O-glucosid OGlu H OH OH
Luteolin 4-O-glucosid H H OGlu OH
Luteolin-7-O-rutinosid OGlu-Rham H OH OH
6-Hydroxy-luteolin-7-0-glucosid OGlu OH OH OH
Chrysoeriol OH H OH OMe
Chrysoeriol-7-O-glucosid OGlu H OH OMe
Apigenin OH H OH H
Apigenin-7-0O-glucosid OGlu H OH H
Apigenin-7-0-(6‘-O-acetyl)-glucosid OGlu-ac H OH H
Apigenin-7-0-(6‘-O-apiosyl)-glucosid | OGlu-Apio H OH H
Apigenin-7-O-rutinosid OGlu-Rham H OH H

Abbildung 7: Die in Kamillenbliten vorkommenden Flavonoidglykoside (alle B-glykosidisch verkniipft) und
deren Aglyka nach Luppold (1984).

® |uppold 1984
7 Schilcher 1987
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Verbindung R R R R R
Quercetin OH H OH OH OH
Isorhamnetin OH H OH OH OMe
Quercetin-7-0-glucosid OGlu H OH OH OH
Quercetin-3-0-rutinosid (Rutin) OH H OGlu-Rham OH OH
Quercetin-3-0-galactosid (Hyperosid) | OH H OGal OH OH
Isorhamnetin-7-O-glucosid OGlu H OH OH OMe
6-Methoxy-kampferol OH OMe OH OH H
Eupaletin OMe OMe OH OH H
Patuletin OH OMe OH OH OH
Patuletin-7-O-glucosid OGlu OMe OH OH OH
Axillarin OH OMe OMe OH OH
Spinacetin OH OMe OH OH OMe
Eupatoletin OMe OMe OH OH OH
Chrysolenol OMe OMe OMe OH OH
Chrysoplenetin OMe OMe OMe OH OMe
Jaceidin OH OMe OMe OH OMe

Abbildung 8: In Kamillenbliiten vorkommende Flavonolglykoside (alle B-glykosidisch verkniipft)

Aglyka nach Luppold (1984).

Im atherischen Ol der Kamille finden sich die Polyine Z- und E-Spiroether (Abbildung 9), die
Terpene Farnesen, Myrcen, Cadinen und Geraniol, der Sesquiterpenalkohol (-)-a-Bisabolol

und dessen Oxidationsprodukte (-)-a-Bisabololoxid A, B und C und das (-)-a-Bisabolonoxid A

(Abbildung 10).

H;C

Z-Form

E-Form

Abbildung 9: Z- und E-Spiroether (En-In-Dicloether) aus der Kamille.
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HsC H3C

H;C CHs3

HO

HsC CHs3 HsC CHs3

(-)-a-Bisabolol (-)-a-Bisabololoxid A (-)-a-Bisabololoxid B

H;C

HsC CHs3

(-)-a-Bisabololoxid C (-)-a-Bisabolonoxid A

Abbildung 10: Im Kamillendl enthaltene Bisaboloide.
Ebenfalls im atherischen Ol enthalten sind Spathulenol, das rote Chamaviolin und die aus

dem Proazulen Matricin durch Wasserdampfdestillation entstehenden Verbindungen

Chamazulencarbonsaure und Chamazulen (Abbildung 11).

0 )
HsC HsC i

HyC CHs HOOC CH3 CH, CHj

3 3 3

Spathulenol Chamazulencarbonsaure Chamazulen Chamaviolin

Abbildung 11: Weitere Terpenoide im dtherischen Ol der Kamille.
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Zu den nicht-fliichtigen terpenoiden Inhaltsstoffen zdhlen die beiden Sesquiterpenlactone

Matricarin und Matricin. Die Bestandteile des atherischen Ols und Matricin werden in den

Driisenschuppen der Képfchen angereichert (Abbildung 12).”%7%7>74

Matricarin Matricin Driisenschuppe

Abbildung 12: Die beiden in Kamillenbliiten enthaltenen Guaianolide Matricarin (links) und Matricin (Mitte)
und eine Asteraceen-Driisenschuppe (rechts), unter deren Cuticula das dtherische Ol sezerniert wird.

B.1.2 Artbeschreibung der Schafgarbe

B.1.2.1Botanik der Schafgarbe

Der wissenschaftliche Artname der Gewohnlichen oder Wiesen-Schafgarbe Achillea
millefolium subsp. millefolium L. leitet sich vom Helden des trojanischen Krieges ,Achilles”
ab und wurde schon von Hippokrates fiir diese Pflanze benutzt. Der Beiname , millefolium*“
setzt sich zusammen aus (lat.) ,mille” = ,tausend” und (lat.) ,folium“ =, Blatt” und bezieht
sich auf die sehr feine Fiederung der Laubblatter.” Abbildung 13 zeigt den Habitus der

Schafgarbe.

! Schilcher 1987

72 Frohne und Jensen 1998
”® Hansel und Sticher 2007
’* Dingermann et al. 2004
> Hegi 1954
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Seclafgarbe — Achillea millefolium

Abbildung 13: Habitus von Achillea millefolium, der Gewdhnlichen Schafgarbe.m‘77

Wie die Kamille wird auch die Gattung Achillea innerhalb der Familie der Asteraceae in die
Unterfamilie der Asteroideae und in den Tribus Anthemideae eingeordnet.”®’® Die
taxonomische Abgrenzung der verschiedenen Spezies der Gattung Achillea erweist sich
jedoch als sehr schwierig. Hegi (1954) sieht auch A. asplenifolia, A. setacea, A. tanacetifolia
als Unterarten von A. millefolium bzw. als Uberginge zu A. millefolium an, behilt sie jedoch
als eigenstandige Arten bei. Als Subspezies von A. millefolium sieht er folgende an: subsp.
millefolium (L.) HAYEK, subsp. sudetica Opiz, subsp. collina BECKER (leitet zu A. setacea (iber)
und subsp. pannonica (SCHEELE) HAYEK.2® Man spricht daher auch vom Achillea millefolium
agg. (Aggregat). Das A. millefolium-Aggregat ist durch Polyploidisierungen und
Hybridisierungen hoch polymorph, 6kologisch divers und nach wie vor in Radiation begriffen.
Beschrankt man sich auf die diploiden (2x) Vertreter der Gruppe, belduft sich deren Zahl auf
etwa 7, berlicksichtigt man auch, tetra-, hexa-, und octoploide (4x, 6x, 8x) Arten, erh6ht sich
diese Zahl auf etwa 20-40 (Klein)arten. Andere Autoren fassen alle Kleinarten in einer
riesigen Sammelart A. millefolium (sensu latissimo) zusammen.® Auf jeden Fall wird A.

millefolium agg. als monophyletische Gruppe und als ,crown group” der Gattung Achillea

76 www.ramusverlag.com 2013

7 www.gardencoachpictures.files.wordpress.com 2011
78 Danert und Fukarek 1994

7 Kadereit und Jeffrey 2007

¥ Hegi 1954

® Jurenitsch 2007
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angesehen.®” Als basal gelten die diploiden (2x) Vertreter A. setacea WALDST. & KIT.
(pontisches Gebirge, Anatolien, Zentralalpen), A. aspleniifolia VENT. (pannonische Ebene), A.
roseo-alba EHReEND. (Norditalien), A. ceretanica SENNEN (Pyrenden), A. asiatica SERG. (Altai,
Mongolei, Nordost-China) und A. cuspidata WALL.. Eine noch groRere Variabilitat eroffnet
sich beim Betrachten der tetraploiden (4x) eurasischen Mitglieder des A. millefolium-
Aggregats. Hierzu zéhlen A. ceretanica (4x) (Zentralfrankreich), A. pratensis SAUKEL & LANGER
(Mitteleuropa), A. styriaca SAUKEL & DANIHELKA INED. (Steiermark bis Tschechien), A. collina
BECKER EX HEIMERL (Zentral und Sidosteuropa), A. euxina KLok. und A. inundata KONDR.
(Ukraine), A. stepposa KLok. & KRyTzKA (6stlich des Dnjepr), A. submillefolium KLok. & KRYTzKA
(Osteuropa bis Sibirien) und A. asiatica (4x) (Zentral- bis Ostsibirien). Zu den hexaploiden
Arten zahlt Achillea millefolium s.s (sensu stricto), welche die groRten Gemeinsamkeiten mit
A. submillefolium (4x) und A. asiatica (4x) aufweist. Das natirliche Verbreitungsgebiet von A.
millefolium s.s erstreckt sich durch Nord-Eurasien von Island bis zur Kamtschatkahalbinsel
und mittlerweile weltweit als Kulturfolger. Weitere hexaploide Vertreter sind A. distans
WALDST. Ex KIT. Ex WILD. (Alpen, Karpaten, Balkan und Apennin), A. stricta SCHLEICHER EX GREMLI.
(Hybrid aus A. millefolium und A. distans) und A. schmakovii Kupr. (Altai). Zu den octoploiden
(8x) Mitgliedern zdhlen u.a. A. monticola MARTRIN-DONOS (lberische Halbinsel) und A.
pannonica SCHEELE. Auch in Nordamerika befindet sich das A. millefolium-Aggregat in einem
starken Radiationsprozess, ausgehend von einem A. asiatica (4x) dhnelnden Vorfahren.
Horizontale Hybridisierungen (zwischen Arten gleicher Ploidiestufe) und vertikale
Hybridisierungen (zwischen Arten unterschiedlicher Ploidiestufe) sind haufig und tragen zur
Variabilitat des Aggregats bei. All diese Erkenntnisse stiitzen sich auf DNA-Sequenzierungen

8384 Etwas Ubersichtlicher

und AFLP-Analysen (amplified fragment-length polymorphism).
und daher fiir diese Arbeit relevanter gliederten Saukel & Langer (1992) folgende Kleinarten
in das A. millefolium-Aggregat ein: A. setacea, A. roseo-alba, A. asplenifolia, A. collina, A.
pannonica, A. distans, A. stricta, A. millefolium, A. millefolium subsp. sudetica und A.
ceretanica.®

Im Folgenden wird wegen der Schwierigkeit der taxonomischen Abgrenzung der Kleinarten,

auch in der arzneilichen Verwendung, nur das Achillea millefolium-Aggregat behandelt, ohne

auf die inhaltstofflichen Besonderheiten der einzelnen Subspezies ndher einzugehen. Dies ist

& Enhrendorfer und Guo 2006
# Guo et al. 2008

# Ehrendorfer und Guo 2006
& saukel und Langer 1992
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auch dadurch gerechtfertigt, als dass das Arzneibuch die als Droge verwendete Art nicht
naher differenziert. Es wird lediglich indirekt iber die Blaufirbung des dtherischen Ols ein
Mindestgehalt an Proazulenen in der Bliten- als auch der Krautdroge gefordert, wodurch die
alleinige Verwendung der nahezu proazulenfreien, hexaploiden A. millefolium s.s praktisch
ausgeschlossen wird und proazulenhaltige Unterarten wie A. asplenifolia, A. roseo-alba, A.
pannonica, A. collina und A. setacea zumindest beigemischt sein missen 2888

Die Schafgarbe ist eine 8-80 cm (bis 100 cm) hohe, aromatisch duftende, ausdauernde
Pflanze mit 2-3 fach gefiederten Blattern. Der Durchmesser der Képfchen liegt zwischen 0,4-
1,0 cm. Sie stehen zu mehreren endstdndig verzweigt in einer Ebene (doldenartige Rispe).
Zumindest der obere Teil der verzweigten Stengel ist wollig behaart. Die Képfchen bestehen
aus meistens 5 weiblichen, randstindigen, weiRlichen, seltener rosa oder rétlichen
Zungenbliten und zwischen 2-9 zwittrigen, weilllichen Réhrenbliten. Das Involucrum ist
mehrreihig, bestehend aus gelbgriinen, hellbraunen bis schwarzen, meist hautig berandeten
Hallblattern. Die etwa 2 mm langen, silbergrauen Achdnen tragen keinen Pappus. Die
BlUtezeit von A. millefolium erstreckt sich etwa von Juni bis November. Als Hauptbestduber
gelten Dipteren. A. millefolium benétigt stickstoffsalzhaltige, nicht zu feuchte Lehmbdden.
Man findet sie auf Fettwiesen, Trocken- und Halbtrockenrasen, an Wegrandern, auf Weiden
und ruderalen Standorten. Bei Einbeziehung aller Kleinarten (also A. millefolium agg.) kann

89,90,91 :
Die

man von globaler Verbreitung sprechen. Der Schwerpunkt liegt jedoch in Eurasien.
Droge stammt aus Kultur und Wildbestanden v.a. aus Landern Std- und Slidosteuropas, aber

auch aus Osteuropa und Deutschland.®?

B.1.2.2Phytochemie der Schafgarbe

Wegen der duRerst schwierigen taxonomischen Einordnung der Schafgarbe und aufgrund
der nur teilweise klaren Artbeschreibung in der Literatur zur Phytochemie, fallt es sehr
schwer hier eine eindeutige Auflistung der Inhaltstoffe zu liefern. Grundsatzlich kann man

das Aggregat aber in proazulenhaltige und -freie Sippen einteilen, wobei ein Zusammenhang

® Jurenitsch 2007

¥ Europiisches Arzneibuch 2011
% Stahl-Biskup 2011

® Hegi 1954

% Aichele und Schwegler 2000

*! Sebald et al. 1996

%2 Jurenitsch 2007
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zur Ploidiestufe besteht. So gelten tetraploide und einige diploide Vertreter als

proazulenhaltig, nicht jedoch hexa- und octaploide (Tabelle 1). %

Tabelle 1: Einordnung der Kleinarten des A. millefolium-Komplexes aufgrund ihres Ploidiegrades und der
Proazulenfiihrung nach Orth et al. (1994).94

Ploidiestufe proazulenfrei proazulenhaltig
diploid A. setacea A. asplenifolia
A. roseo-alba

tetraploid A. pratensis A. collina

A. roseo-alba*

A. collina*
hexaploid A. millefolium s. s. A. millefolium s.s.**
octaploid A. pannonica

*  Moglicherweise handelt es sich hierbei um A. pratensis
** Ausnahmefall beschrieben bei Michler et al. (1992)”

Die hexaploide Achillea millefolium s.s. ist eigentlich proazulenfrei.96 Da sich das Europadische
Arzneibuch beziglich der genauen taxonomischen Einordnung der Stammpflanze fir
Millefolii herba bedeckt hélt, es aber einen Mindestgehalt von Proazulenen von 0,02%
(berechnet als Chamazulen) fordert, kann man davon ausgehen, dass das als Droge
verwendete Pflanzenmaterial zumindest Beimischungen proazulenfihrender Kleinarten
enthalt.”” Im Folgenden wird daher eine kurze Ubersicht zur Phytochemie der Sammelart A.
millefolium agg. gegeben.

Es wird das Vorkommen von Gerbstoffen, Cumarinen, Sterolen wie B-Sitosterol und
Triterpenen und cyanogenen Glycosiden wie dem D-Prunasin beschrieben. Weiterhin finden
sich Phenylcarbonsauren wie Kaffeesdure, Chlorogensaure, Ferulasdaure, Mandelsdure und

Salicylsdure (Abbildung 14).

% Kastner et al. 1992¢

* Orth et al. 1994

% Michler et al. 1992

% Bracher et al. 2004

o Européisches Arzneibuch 2011
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NC O-p-D-Glucose HO COOCH
OCHg3
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D-Prunasin Mandelsdure Ferulasaure

Abbildung 14: Das in Schafgarbe vorkommende cyanogene Glycosid D-Prunasin und die u.a. in Schafgarbe
vorkommenden Phenolcarbonsduren Mandel- und Ferulasdure.

AuBerdem finden sich die Methylester der Capryl,- Linolen und Undecylensdure, das Phenol
Catechol und von Aminosduren abgeleitete, stickstoffhaltige Verbindungen wie Cholin,

Betain, Stachydrin, Betonicin (Achillein) in der Schafgarbe (Abbildung 15).%%:100,101,102,103

H;C  CHj
A Verbindung | R
Ho s N .COO" Stachydrin | H
3 \N+ coo” Betonicin OH
/ ~~"
H3C R
Betain

Abbildung 15: Von Aminosduren abgeleitete, stickstoffhaltige Verbindungen aus Achillea millefolium.

104

Die Amide sind v.a. in der Wurzel enthalten.” Einige Flavonoide und deren Glycoside

wurden fur das A. millefolium-Aggregat beschrieben u.a. Apigenin, Luteolin und deren 7-O-
Glucoside, Vitexin, Isovitexin, Orientin, Rutin, Artemetin, Casticin, Chrysoeriol, Jeceidin,

Centaureidin und Quercetagetin-3,3‘-dimethylether (Abbildung 16). 105,106,107,108,109,110,111

% Orth et al. 1994

* Tundn et al. 1994

1% Bracher et al. 2004
Glasl et al. 2002

Hansel und Sticher 2007
1% 5j et al. 2006

1% Jurenitsch 2007

Orth et al. 1994

Bracher et al. 2004

1% pires et al. 2009

% Huo et al. 2013
Csupor-Loffler et al. 2009
0 Glasl et al. 2002

! Benedek et al. 2007a

101
102

105
106

109
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R 0 Casticin ' OMe OH
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MeO OMe
OH (@]

Abbildung 16: In Schafgarbe vorkommende, mehrfach methoxylierte Flavonoide.

Ferner enthalten sind Cynarosid, Luteolin-7-O-B-malonyl-glucosid, Cosmosiin, Apigenin-7-O-
B-malonyl-glucosid, 5-Hydroxy-3,6,7,4'-tetramethoxyflavon, Schaftosid, Isoschaftosid,
Vicenin-2, Isoorientin-7-methlyether und Luteolin-4‘-O-glucosid.**?

Zu den Polyinen zdhlen Ponticaepoxid und cis-trans-Matricariaester (Abbildung 17)113 ,

welche in der Wurzel zu finden sind.***

N
N

J
/)

Ponticaester cis-trans-Matricariaester

Abbildung 17: In Schafgarbe vorkommende Polyine.

Auch die Zusammensetzung des dtherischen Ols der Schafgarbe ist duerst komplex. Eine

gute Ubersicht findet sich bei Hofmann et al. (1992), die in tetra-, hexa-, und octoploiden

"2 5j et al. 2006
B 0Orth et al. 1994
™ Jurenitsch 2007
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Individuen insgesamt 149 Verbindungen nachweisen konnten.'*> Hier seien nur einige der
Verbindungen exemplarisch erwdhnt. Beschrieben sind u.a. die Monoterpene a-und B-Pinen,
Sabinen, 1,8-Cineol, y-Terpinen, Linalool, a-Thujon, Campher, Borneol, 4-Terpineol, a-
Terpineol, Bornylacetat, die Sesquiterpene a- und B-Caryophyllen, a-Farnesen, cis- und
trans-Nerolidol, Caryophyllenoxid, Bisaboloide und Germacren D, Longipinenon und

116,117,118,119

Hydroxylongipinenon. In proazulenfiihrenden Sippen finden sich auBerdem

Chamazulen und Guajazulen, welche beide bei der Wasserdampfdestillation aus Proazulenen

entstehen. 2%

Der Proazulengehalt kann dabei erheblich schwanken. So steigt er wahrend
der Entwicklung der Pflanze stark an, erreicht sein Maximum kurz vor der Bliite und sinkt
danach wieder ab. AuRerdem finden sich Proazulene nur in den Driisenhaaren und nicht in
Exkretgangen.'®® In einigen Sippen kommt auBerdem das irreguldr gebaute Artemisiaketon

vor (Abbildung 18).123

H;C
CHs3
=
Q  CcH,
H,C HsC
3 CHj CHj
H;C CHs3 H;C H;C CHs3

Germacren D Guajazulen Artemisiaketon

Abbildung 18: Eine Auswahl der im atherischen Ol der Schafgarbe enthaltenen terpenoiden Verbindungen.

Im Aggregat A. millefolium wurden zahlreiche Sesquiterpenlactone des Guaianolid-,
Germacranolid-, und Eudesmanolidtyps gefunden, auflerdem noch einige ungewdhnlich
gebaute SL. Die folgende, tabellarische Auflistung (Tabelle 2,Tabelle 3,Tabelle 4,Tabelle 5

undTabelle 6) versucht eine Ubersicht (iber die in der Literatur angegebenen SL zu geben

> Hofmann et al. 1992

Rohloff et al. 2000
Bracher et al. 2004
Todorova et al. 2007
9 Fischer et al. 2001

2 Michler et al. 1992
Suleimenov et al. 2001
Jurenitsch 2007

Orth et al. 1994

116
117
118

121
122
123
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und nimmt eine gewisse strukturelle Gliederung der Verbindungen vor. Es sei darauf

hingewiesen, dass einige (gekennzeichnete) Verbindungen als Artefakte angesehen werden.

Tabelle 2: In A. millefolium agg. gefundene, ungewdhnlich gebaute Sesquiterpenlactone.m’125

Ungewohnlich gebaute Sesquiterpenlactone

Achimillsdureester A, B,C (Tozyo et al. 1994)

Hemiacetale von 2,3-seco-Guajanolide (Todorova et al. 2007), evtl. Artefakte

Tabelle 3: In A. millefolium agg. gefundene Sesquiterpendilactone.126

Sesquiterpendilactone

Paulitin (Csupor-Loffler et al. 2009)

Isopaulitin (Csupor-Loffler et al. 2009)

Psilostachyin (Csupor-Loffler et al. 2009)

Tabelle 4: In A. millefolium agg. gefundene Eudesmanolide, 7128129130

Eudesmanolide

Dihydroreynosin (Ulubelen et al.1990; Todorova et al. 2007)

Tauremisin (Glasl et al. 1999a)

Arglanin (Glasl et al. 1999a)

4-epi-Arglanin (Glasl et al. 1999a)

4-Hydroperoxy-arglanin (Glasl et al. 1999a)

Santamarin (Glasl et al. 1999a)

11a,13-Dihydrosantamarin (Todorova et al. 2007)

11-epi-Artesin (Todorova et al. 2007)

1B-Hydroxy-11-epi-colatrin (Todorova et al. 2007)

8-Acetylartapshin (Mustakerova et al. 2002)

Artapshin (Mustakerova e tal. 2002)

8a-Hydroxy-11B,13-dihydrobalchanin (Mustakerova et al. 2002)

124

Tozyo et al. 1994
Todorova et al. 2007

126 Csupor-Loffler et al. 2009
27 Ulubelen et al. 1990
Todorova et al. 2007

2 Glasl et al. 1999a

3% Mustakerova et al. 2002

125

128
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. . . 131,132,133,134,135,136,137,138,139
Tabelle 5: In A. millefolium agg. gefundene Germacranolide.

Germacranolide

Achillifolin (Ulubelen et al. 1990)

Millefin (Kasymov & Sidyakin 1972; Konovalov & Chelombit'ko 1991)

Dihydroparthenolid (Ulubelen et al.1990; Mustakerova et al. 2002; Todorova et al. 2007)

Balchanolid (Mustakerova et al. 2002)

3B-Hydroxy-11a,13-dihydrocostunolid (Glasl et al. 2002)

8a-Acetoxy-3B-hydroxy-11(aH),13-dihydrocostunolid (Trendafilova et al. 2006)

3B-Hydroxy-13-acetoxygermacra-1(10)E,4E,7(11)-trien-12,6a-olid (Trendafilova et al. 2006)

Sintenin (Csupor-Loffler et al. 2009)

13-Acetoxy-3B-isovaleroyloxygermacra-1(10)E,4E,7(11)-trien-12,6a-olid (Todorova et al.
2006)

13-Acetoxy-3B-(2-methylbutyroyloxy)-germacra-1(10)E,4E,7(11)-trien-12,6a-olid (Todorova
et al. 2006)

13-Hydroxy-3B-isovaleroyloxygermacra-1(10)E,4E,7(11)-trien-12,6a-olid (Todorova et al.
2006)

13-Hydroxy-3B-(2-methylbutyroyloxy)-germacra-1(10)E,4E,7(11)-trien-12,6a-olid (Todorova
et al. 2006)

3B-Isovaleroyloxy-8a-hydroxy-11(aH],13-dihydrocustunolid (Todorova et al. 2006)

3B-(2-Methylbutyroyloxy)-8a-hydroxy-11(aH),13-dihydrocustunolid (Todorova et al. 2006)

Artabin (Todorova et al. 2007)

1B-Hydroxy-6BH,7aH,11aH-germacra-4(5),10(15)-dien-6,12-olid (11-epi-Gallicin) (Todorova
et al. 2007)

3B-(2-Methylbutyroyloxy)-9B-hydroxy-germacra-1(10),4-dienolid (Todorova et al. 2007)

8a-Tigloyloxy-11B,13-dihydroparthenolid (Mustakerova et al. 2002)

8-Acetylshonachalin (Mustakerova et al. 2002)

1B-Hydroperoxy-8a-hydroxygermacra-4,10(14)-dien-6B,7a,11BH-12,6-olid (Mustakerova et
al. 2002)

8a-Hydroxy-4a,5B-epoxy-11BH-germacr-1(10)-en-12,6a-olid (Mustakerova et al. 2002)

Lanuginolid (Mustakerova et al. 2002)

Shonachalin A (Mustakerova et al. 2002)

B! Ulubelen et al. 1990

Kasymov und Sidyakin 1972

133 Konovalov und Chelombit'ko 1991
3% Mustakerova et al. 2002

% Todorova et al. 2007

' Glasl et al. 2002

Trendafilova et al. 2006
Csupor-Loffler et al. 2009
Todorova et al. 2006

132

137
138
139
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Tabelle 6: In A. millefolium agg. gefundene Guaianolide eingeteilt in Proazulene und ,nicht azulenogene”
Guaianolide. Beide Gruppen lassen sich weiter unterteilen. ** Literaturangaben am Tabellenende. Zahlen in
Klammern verweisen auf die jeweiligen Strukturen.

Guaianolide

Proazulene ohne besondere funktionelle Gruppen

Achillicin (1) (8a-Acetylartabsin bzw. 8a-Acetoxy-10-epi-artabsin, z.T. widersprichliche
Literaturangaben) (Banh-Nhu et al. 1979; Kastner et al. 1991a,b,c; Kastner et al. 19923;
Schroder et al. 1994; Glasl et al. 1999a; Trendafilova et al. 2006; Todorova et al. 2007;)
8a-Angeloxyartabsin  (2) (bzw. 8a-Angeloxy-10-epi-artabsin, z.T. widerspriichliche
Literaturangaben) (Kastner et al. 1991b,a,c; Kastner et al. 1992a; Schroder et al. 1994; Glasl
et al. 1999a; Todorova et al. 2007; Trendafilova et al. 2006)

8a-Tigloxyartabsin ~ (3)  (bzw.  8a-Tigloxy-10-epi-artabsin,  z.T.  widersprichliche
Literaturangaben) (Kastner et al. 1991a,b,c; Kastner et al. 1992a; Schroder et al. 1994; Glasl
et al. 1999a; Trendafilova et al. 2006; Todorova et al. 2007)

Matricin (4) (Trendafilova et al. 2006; Todorova et al. 2007)

8-Desacetyl-8-tigloylmatricin (5) (Kastner et al. 1991b; Kubelka et al. 1999)

4-epi-Matricin (6) (Trendafilova et al. 2006; Todorova et al. 2007)

8-Desacetyl-4-epi-matricin (7) (Kastner et al. 1992a,b)

8-Desacetyl-8-tigloyl-4-epi-matricin (8) (Kastner et al. 1991b; Kubelka et al. 1999;
Trendafilova et al. 2006)

8-Desacetyl-8-angeloyl-4-epi-matricin (9) (Todorova et al. 2006; Trendafilova et al. 2006)
8a-Acetoxytannunolid B (10) (Todorova et al. 2006; Trendafilova et al. 2006)
8a-Acetoxy-6-epi-tannunolid B (11) (Todorova et al. 2006; Trendafilova et al. 2006)
8a-Angeloyloxytannunolid B (12) (Todorova et al. 2006, Todorova et al. 2007 evtl. Artefakt)
8a-Angeloyloxy-6-epi-tannunolid B (13) (Todorova et al. 2006)
8a-Angeloyloxy-11-epi-tannunolid C (14) (Todorova et al. 2006)
8a-Acetoxy-11-epi-tannunolid C (15) (Trendafilova et al. 2006)
20,8a-Dihydroxy-1a,5a,6B,7a,11BH-guaja-3,10(14)-dien-12,6-olid (16) (Glasl et al. 1999b)
8a-Acetoxy-2a-hydroxy-1a,5a,6B,7a,11BH-guaia-3,10(14)-dien-12,6-olid (17) (Glasl et al.
1999b)

8a-Angeloxy-2a,4a,10B-trihydroxy-6pBH,7aH,11BH-1(5)-guaien-12,6a-olid (18) (Glasl et al.
2001a,b)

2,3-Dihydrodesacetoxymatricin (19) (Verzar-Petri et al. 1979)

Proazulenogene Diepoxyguaianoilde (evtl. Artefakte nach Todorova et al. 2007)
la,2a,40,5a-Diepoxy-8a-angeloyloxy-10B-hydroxy-6B8H,7aH,11BH-12,6a-guaianolid (20)
(Todorova et al. 2006; Trendafilova et al. 2006)
1B,2P,4B,5B-Diepoxy-8a-angeloyloxy-10B-hydroxy-6BH,7aH,11BH-12,6a-guaianolid (21)
(Glasl et al. 2001; Trendafilova et al. 2006; Todorova et al. 2007)

la,2a,40,5a-Diepoxy-8a-tigloyloxy-10B-hydroxy-6B8H,7aH,11BH-12,6a-guaianolid (22)
(Trendafilova et al. 2006)
1B,2B,3B,4B-Diepoxy-8a-tigloyloxy-10B-hydroxy-6BH,7aH,11BH-12,6a-guaianolid (23)
(Trendafilova et al. 2006)
1la,2a,3a,4a-Diepoxy-8a-tigloyloxy-10B-hydroxy-6B8H,7aH,11BH-12,6a-guaianolid (24)

(Trendafilova et al. 2006)
1la,2a,3a,4a-Diepoxy-8a-angeloyloxy-10B-hydroxy-6B8H,7aH,11BH-12,6a-guaianolid (25)
(Trendafilova et al. 2006)
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8a-lsobutyryloxy-11(BH),13-dihydro-10-epi-tanaparthin-a-peroxid (26) (Trendafilova et al.
2006)

8a-Tigloyloxy-11(BH),13-dihydro-10-epi-tanaparthin-a-peroxid (27) (Trendafilova et al. 2006)
7,8-Guaianolide
4a-Hydroxy-6a-angeloxy-9a-acetoxy-5aH,7aH,8BH,11aH-guai-1(10),2-dien-7,8-olid (28)
(Kastner et al. 1992b)

4a-Hydroxy-6a-tigloxy-9a-acetoxy-5aH,7aH,8BH,11aH-guai-1(10),2-dien-7,8-olid (29)
(Kastner et al. 1992b)
4a-Hydroxy-6a-acetoxy-9a-acetoxy-5aH,7aH,8BH,11aH-guai-1(10),2-dien-7,8-olid (30)

(Kastner et al. 1992b)
4B-Hydroxy-6a-angeloxy-9a-acetoxy-5aH,7aH,8BH,11aH-guai-1(10),2-dien-7,8-olid (31)
(Kastner et al. 1992b)

Nicht-azulenogene Guaianolide |
Ohne besondere funktionelle Gruppen

Achillin (Glasl et al. 2002; Todorova et al. 2007)

8-Angeloxyachillin (Glasl et al. 2002)

Leucodin (Glasl et al. 2002)

Dehydroleucodin (Trendafilova et al. 2006, Todorova et al. 2007)

8-Angeloxyleucodin ( Glasl et al. 2002)

8-Desacetylmatricarin (Konovalov und Chelombit’ko 1991; Glasl et al. 1999a; Glasl et al.
2001a; Glasl et al. 2002; Todorova et al. 2007; Csupor-Loffler et al. 2009)

Matricarin (Konovalov und Chelombit’ko 1991; Glasl et al. 1999a; Trendafilova et al. 2006;
Todorova et al. 2007)

5a-Hydroxymatricarin (Trendafilova et al. 2006)

11,13-Dehydro-desacetylmatricarin (Zitterl-Eglseer et al. 1991; Kubelka et al. 1999; Todorova
et al. 2007)

40,10B-Dihydroxy-8a-tigloyloxy-2-oxo-6BH, 7aH, 11BH-1(5)-guajen-12,6a-olid

(Trendafilova et al. 2006)

8a-Angeloyloxy-4a-methoxyguaia-1(10),2-dien-12,6a-olid (Todorova et al. 2006)
8a-Angeloyloxy-4B-methoxyguaia-1(10),2-dien-12,6a-olid (Todorova et al. 2006)
5a-Hydroxy-8-desacetyl-8-tigloylmatricarin (Kastner et al. 1991a)

8a-Hydroxyachillin (Todorova et al. 2007; Konovalov und Chelombit’ko 1991)
8a-Angeloxy-4a,10B-dihydroxy-2-oxo-6H,7aH, 11BH-1(5)-guajen-12,6a-olid (Glasl et al.
2001a,b)

3-Oxa-guaianolide

3-Oxa-achillicin (Kastner et al. 1991a; Ochir et al. 1991; Schroder et al. 1994; Glasl et al.
1999; Todorova et al. 2007; Trendafilova et al. 2006)

8a-Tigloxy-3-oxa-artabsin (Kastner et al. 1991a; Schroder et al. 1994; Glasl et al. 1999a;
Todorova et al. 2007; Trendafilova et al. 2006)

8a-Angeloxy-3-oxa-artabsin (Kastner et al. 1991a; Ochir et al. 1991; Schroder et al. 1994;
Glasl et al. 1999a; Todorova et al. 2007; Trendafilova et al. 2006)

Guaianolidperoxide

a-Peroxyachifolid (Ricker et al. 1990; Hausen et al. 1991)

B-Peroxyachifolid (Ricker et al. 1990)

Isoapressin (Ricker et al. 1993)

10-Isovaleroyldesacetylisoapressin (Ricker et al. 1993)

10-Angeloyldesacetylisoapressin (Riicker et al. 1993)
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8-Tigloyldesacetylezomontanin (Ricker et al. 1993)

8a-Isobutyryloxy-11(BH),13-dihydro-10-epi-tanaparthin-a-peroxid
(Trendafilova et al. 2006; Todorova et al. 2007)

8a-Tigloyloxy-11(BH),13-dihydro-10-epi-tanaparthin-a-peroxid
(Trendafilova et al. 2006 ;Todorova et al. 2007)

8a-Angeloxyartabsin-1,4-endoperoxid (Kubelka et al. 1999)

8a-Tigloxyartabsin-1,4-endoperoxid (Kubelka et al. 1999)

Mit a-Methylen-y-Lactonstruktur

Rupicolin A und B (Zittler-Eglseer et al. 1991; Kubelka et al. 1999)

2B,3B-Epoxy-1a,4B,10a-trihydroxyguai-11(13)-en-12,6a-olid (Achillinin A) (Li et al. 2011)

Dimere Guaianolide

Achicollinolid (Trendafilova et al. 2006)

Achillinin B und C (Li et al. 2012)

**|jteratu r140,141,142,143,144,145,146,147,148,149,150,151,152,153,154,155,156,157,158,159,160,161,162,163,164,165

Die Abbildung 19,Abbildung 20 undAbbildung 21 zeigen die Strukturen einiger der in Tabelle

6 aufgefiihrten Verbindungen.
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Abbildung 19: In der Schafgarbe vorkommende Guaianolide (vgl.Tabelle 6)
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Abbildung 20: Weitere in der Schafgarbe vorkommende Guaianolide (vgl.Tabelle 6)
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Verbindung | R Konfiguration Verbindung | R Konfiguration

20 Angeloyl 1a, 2a, 4a,5a-diepoxy 23 Tigloyl 1B, 2B, 3B, 4B-diepoxy
21 Angeloyl 1B, 2B, 4B, 5B-diepoxy 24 Tigloyl la, 20, 3a,4a-diepoxy
22 Tigloyl 1a, 2a, 4a,50-diepoxy 25 Angeloyl 1a, 2a, 3a,4a-diepoxy

HyC OH

..-nllOR
O, \

--nllIICH
HsC 3 CHg

CH3

Isobutyryl

Verbindung | R
Isobutyryl
Tigloyl

26
27

Verbindung | R Verbindung | R

28 Angeloyl 31 | Angeloyl
29 Tigloyl

30 Acetyl

Abbildung 21: In der Schafgarbe vorkommende Guaianolide mit Epoxid und Peroxid Substitutionen sowie C-8
Lactone (vgl.Tabelle 6)
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Aufgrund der zahlreichen Kleinarten des A. millefolium-Aggregats, kann diese Liste keinen
Anspruch auf Vollstandigkeit erheben.
Die Schafgarbe ist aulRerdem eine Akkumulatorpflanze fiir Schwermetalle, v.a. fir Cu und Pb,

fiir die sie sogar als Monitor der Luftkonzentration dienen kann.*°®

B.1.3 Einfiihrung zur Pharmakologie von Proazulenen aus Kamille und Schafgarbe

%7 Ihre

Die Kamille wurde bereits von den Menschen des Altertums als Heilpflanze geschatzt.
Verwendung ist seit etwa 2500 Jahren belegt und schon im Jahr 1488 erwdhnte Saladin von
Asculum das blaue &therische Ol der Kamille. Auch Sebastian Kneipp und viele weitere
Autoren aus dem Bereich der Phytotherapie berichten Uber die Heilwirkung von
Kamillenzubereitungen.'®® Die Anwendungsbereiche der Kamille und ihrer Zubereitungen
sind vielfaltig. Meist wird sie als Tee oder in Form eines der zahlreichen erhiltlichen
alkoholischen Ausziige, wie z.B. Kamillosan®, verabreicht.*®®

Kamillenzubereitungen werden innerlich u.a. bei von Krampfen begleiteten, entziindlichen
Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts angewandt. AuRerlich finden sie Anwendung bei
Haut- und Schleimhautentziindungen, auch in der Mundhohle, als Inhalation bei
enziindlichen Erkrankungen und Reizzustanden der Atemwege, als Bader und Spiilungen bei
Erkrankungen im Genital- und Analbereich und das Kamillendl v.a. bei unterschiedlichen
Hauterkrankungen.170’171’172 Dabei ist wichtig zu erwdhnen, dass das Extraktionsmittel
naturlich groRen Einfluss auf die Zusammensetzung des Extraktes hat. So enthalt Kamillentee
nur einen kleinen Teil des in den Bliten enthaltenen &therischen Ols, dafiir hohere
Konzentrationen wasserloslicher Flavonoide, die einen Beitrag zur entziindungshemmenden
und krampflésenden Wirkung leisten. In ethanolischen Ausziigen wie Kamillosan® sind
hingegen lipophilere Substanzen wie a-Bisabolol, Bisabololoxid, Spiroether und das

173

Proazulen Matricin in gréBeren Mengen enthalten.””~ Am Beispiel von HeilBwasserausziigen

der Schafgarbe wurde jedoch nachgewiesen, dass auch in Teezubereitungen nennenswerte

166
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Dingermann et al. 2004
Hansel und Sticher 2007
Schilcher 1987

167

171
172
173

31



174,175

Mengen von Proazulenen vorhanden sein kodnnen. Das ebenfalls therapeutisch

eingesetzte dtherische Ol der Kamille, welches durch Wasserdampfdestillation gewonnen
wird, enthalt u.a. das blau gefarbte Chamazulen, ein aus dem instabilen Matricin durch

Abspaltung von Essigsdure, Wasser und anschliefender Decarboxylierung entstehender,

176,177,178,179
ff.

aromatischer Kohlenwassersto Es wurde schon in der ersten Halfte des 20.

Jahrhunderts gezeigt, dass Chamazulen nicht genuin in der Kamille vorkommt, sondern aus

einem Vorgangermolekil einem , Azulenbildner” oder ,,Proazulen” entsteht, 180181182183 1954

wurde dann das Guaianolid Matricin als Vorstufe des Chamazulens entdeckt und Isoliert.*®*

Verschiedene Wirkungen sind fur Kamillenzubereitungen bzw. fiir die darin enthaltenen

Einzelsubstanzen nachgewiesen, wobei man davon ausgeht, dass es sich um synergistische

185

Effekte der verschiedenen Inhaltsstoffe handelt.”™ Die wichtigsten sind die antiphlogistische,

186

spasmolytische und antibakterielle bzw. antifungale Wirkung.”™ Letztere wird v.a. den

lipophilen Bestandteilen des &therischen Ols der Kamille wie dem Bisabolol und den

187,188,189,190,191

Spiroethern, aber auch dem Chamazulen, zugeschrieben. Die spasmolytische

Wirkung von Kamillenextrakten wird v.a. durch Flavonoide, wie das Apigenin, aber auch

192,193,194.19 vjgle weitere Wirkungen

durch das &therische Ol und durch Cumarine bewirkt.
der Kamille sind bekannt und es wiirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen, auf alle ndher
einzugehen, daher seien hier nur einige kurz erwadhnt. Unter anderem wurde von
immunmodulatorischer, antihyperglykdmischer, Juckreiz mindernder, wundheilender, Stress

196

mindernder, antidepressiver und anxiolytischer Aktivitat berichtet.””” Auch krebshemmende

Wirkung und eine Verminderung der Entwicklung einer Morphinabhdngigkeit bei Ratten

174

Zitterl-Eglseer et al. 1991
Eglseer et al. 1990

Stahl 1954a

77 Stahl 1954b

1% Stahl 1954c¢

17 Schilcher 1987
Ruhemann und Lewy 1927
'8 Koch 1942

182 Neuwald 1948

183 Wegner 1950

184 Cekan et al. 1954
Ammon und Kaul 1992
Hansel und Sticher 2007
Schilcher 1987

Morgan 1996

McKay und Blumberg 2006
*® Hansel und Sticher 2007
! Gupta et al. 2010
Schilcher 1987

Avallone et al. 2000
Hansel und Sticher 2007
1% Maschi et al. 2008

1% Gupta et al. 2010

175
176

180

185
186
187
188
189

192
193
194

32



197198 £iir den Inhalt dieser Arbeit ist jedoch v.a. die anti-inflammatorische

wurde beobachtet.
Aktivitat der Kamille (und auch der Schafgarbe) von Interesse. Die antiphlogistische Wirkung
wird einer Vielzahl von Stoffgruppen zugeschrieben darunter Flavonoiden, dabei
hauptsichlich dem Apigenin, aber auch Bestandteilen des dtherischen Ols, wie dem a-
Bisabolol, den Spiroethern und auch dem hier untersuchten Chamazulen und dessen

Precursor, dem Sesquiterpenlacton Matricin.'?%2%°

Die Forschungsergebnisse zur anti-inflammatorischen Wirkung von Matricin und
Chamazulen sind allerdings z.T. sehr widerspriichlich, was die im Folgenden erwdhnten
Untersuchungen exemplarisch verdeutlichen sollen. Sehr friih schon zeigten Heubner &
Albath (1939) mittels in vivo Studien eine entzindungshemmende Wirkung des

201 £ Neuwald (vgl. Jakolev et al. 1983) schrieb in einer Publikation von 1948

Chamazulens.
aufgrund seiner Beobachtungen ebenfalls dem Chamazulen die anti-inflammatorische
Wirksamkeit zu, wahrend andere, wie H. Janistyn (vgl. Jakolev et al. 1983) oder auch Oettel
& Wilhelm-Kollmannsperger (1955) keine Wirkung des Chamazulens beobachteten bzw.
dem Proazulen gréBere Wirksamkeit zuschrieben.?®*?% Jjakolev et al. (1983) beschreiben in
ihrer Publikation eingangs die widerspriichliche Datenlage beziiglich der anti-
inflammatorischen Aktivitdt von Matricin und Chamazulen und zeigen dann an einer eigenen
in vivo Untersuchung die stdrkere Wirksamkeit von Matricin im Vergleich zum
Chamazulen.”® Safayhi et al. 1994 berichten wiederum von einem hemmenden Einfluss von
Chamzaulen auf den proinflammatorischen Arachidosaurestoffwechsel, nicht jedoch von
Matricin. Bei der Matricindegradation entsteht auf dem Weg zum Chamazulen eine weitere

205

tiefblaue Verbindung als Zwischenprodukt, die Chamazulencarbonsaure. Mit dieser

Verbindung wurde relativ aktuell die beobachtete antiphlogistische Wirkung des Matricins
erklart, welches sukzessive  Chamazulencarbonsdaure durch  Wasserabspaltung

206,207

nachliefert. In einigen in vivo-Untersuchungen wurde eine Odemhemmung durch

Matricin beschrieben, in einer in vitro-Studie zeigte sich jedoch, dass Matricin und
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Strukturverwandte den u.a. proinflammatorischen NF-kB-Weg nicht inhibieren
konnten 208,209,210

Da sich die meisten aktuellen Studien zur Kamille entweder mit Kamillenextrakten, mit an
unterschiedlichen Substanzklassen angereicherten Fraktionen, bzw. dem Apigenin oder dem
Chamazulen befassen und kaum mit dem Matricin, ist weiterhin relativ unklar, ob Matricin

nun anti-inflammatorische Aktivitit besitzt, oder nicht.**!

Die Klarung einer potentiellen
Wirksamkeit des Matricins ist jedoch wischenswert, da es ein wichtiger/typischer
Bestandteil in Kamillenextrakten ist. AuRerdem handelt es sich bei den vorhandenen
Untersuchungen zu Matricin und anderer Proazulene und Chamazulen hauptsachlich um in
vivo Studien a&lteren Datums, deren Aussagekraft zu den moglichen molekularen
Wirkmechanismen stark begrenzt ist. Daher sind pharmakologische in vitro Experimente

notig, die eine genauere Eingrenzung der molekularen Targets erlauben. Dieses flr Matricin

und Chamazulen zu tun war u.a. Ziel dieser Arbeit (siehe auch Zielsetzung B.1.5).

Doch das Matricin ist nicht das einzige Proazulen, welches eine entziindungshemmende
Aktivitat zeigt. Auch andere, mit dem Matricin verwandte Proazulene, wie z.B. das Achillicin
oder dessen Angeloyl- bzw. Tigloylderivate, die in der ebenfalls zu den Asteraceae
gehoérenden Schafgarbe (Achillea millefolium L.) vorkommen, wurden auf ihre anti-

212 Einige dieser Proazulene erwiesen sich als aktiv, was

inflammatorische Aktivitat getestet.
die Verwendung der Schafgarbe in der Volksmedizin u.a. bei Entzindungen und Wunden

rechtfertigt.213

Die Schafgarbe ist, wie die Kamille, ebenfalls eine seit langer Zeit verwendete Arzneipflanze.
Seit mindestens 3000 Jahren (nach Mitich, 1990) hat diese Pflanze ihren Platz bei den
Heilkundigen, eventuell auch schon viel langer, denn bereits in einem 65.000 Jahre alten
Grab eines Neanderthalers konnten Schafgarbenpollen nachgewiesen werden.?*?"
AuBerdem ist diese Sammelart, die aus zahlreichen schwer voneinander abzugrenzenden

Kleinarten besteht, sehr weit verbreitet und wurde neben den Menschen im antiken Europa

208
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auch schon von den indigenen Vélkern Nordamerikas arzneilich genutzt.?***'’ Die

Schafgarbe ist in ihrer Anwendung der Kamille sehr dhnlich.”*® Wie bei der Kamille, werden
auch von der Schafgarbe v.a. wassrige oder alkoholische Ausziige verwendet und innerlich
bei krampfartigen Magen-Darm-Beschwerden, bei Appetitlosigkeit und als Choleretikum
eingesetzt. AuRerlich werden die Zubereitungen v.a. zur Behandlung von Wunden und
Entziindungen der Haut angewandt.219'220

Apllequist & Moerman (2011) geben eine aktuelle Ubersicht der Datenlage zu den
Wirkungen von Achillea millefolium. Sie erwadhnen u.a. antibakterielle Aktivitdt von
Schafgarbenextrakten, z.B. auch gegen das Magengeschwiire auslésende Bakterium
Helicobacter pylori, sowie die ebenfalls antibakterielle Wirkung des dtherischen Ols. Des
Weiteren berichten sie Giber antifungale Aktivitat, Wirkung gegen parasitare Sporozoen, eine
krampflosende Wirkung des Rohextrakts und flavonoidreicher Fraktionen, antioxidative

221 Anti-inflammatorische Aktivitit wurde z.B.

Aktivitat und Wirksamkeit gegen Krebszellen.
fliir einen methanolischen Extrakt und fir flavonoid- bzw. dicaffeoylchinasdurereiche
Fraktionen gezeigt.”*> Auch von Sesquiterpenlactonen aus der Schafgarbe ist
antiphlogistische Aktivitdit bekannt. So hemmten der Extrakt und verschiedene
sesquiterpenlactonreiche Fraktionen der Schafgarbe den sog. ,oxidativen burst” bei
humanen Neutrophilen, eine Reaktion von Immunzellen auf z.B. bakterielle Infektionen, die

223

bei chronischem Auftreten aber Schaden im Gewebe verursachen kann.”* AulRerdem erwies

sich ein Sesquiterpenlacton vom Germacran-Typ in vivo als entz'undungshemmend.224 Einige
v.a. in vivo-Studien zeigten fir die im Achillea millefolium-Aggregat zahlreich vorkommenden

Proazulene anti-inflammatorische Wirkung.2**226:227,228
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Trotzdem wurde auch bei der Schafgarbe auf den Abbau der Proazulene Uber
Chamazulencarbonsdure zum Chamazulen verwiesen und den Abbauprodukten und nicht
den Proazulenen die entziindungshemmende Wirkung zugesprochen.zzg’zao’231

Diese momentan vorherrschende, eher unbefriedigende, weil widerspriichliche Datenlage
bezlglich der anti-inflammatorischen Wirksamkeit von Proazulenen war u.a. Motivation

dieser Arbeit mit dem Ziel, die Datenlage zu bereichern und damit zur Kldrung einiger

Widerspruchlichkeiten beitragen zu kénnen.

B.1.4 Kurze Einfiihrung zur Molekularbiologie von Entziindungsprozessen

Um die potentiell entziindungshemmende Wirkung von Matricin, Chamazulen bzw.
Schafgarbenextrakt zu testen, wurden in dieser Arbeit verschiedene in vitro Methoden
angewendet. Die molekularen Hintergriinde und der jeweilige Bezug zur
Entzindunghemmung werden hier fir jede Methode kurz beschrieben. Damit soll ein

ausschnittsweiser Uberblick Giber das sehr komplexe Entziindungsgeschehen geben werden.

B.1.4.1Entziindungsprozesse und die Rolle des Adhasionsmolekiils ICAM-1

Die physiologische Aufgabe einer Entziindung besteht in der Regel darin, ins Gewebe
eingedrungene Mikroorganismen oder andere Noxen zu bekdmpfen oder zu beseitigen.
Dazu ist eine komplexe Kette verschiedener Ereignisse notig, beginnend mit der
Wahrnehmung und ,Meldung” des pathogenen Geschehens bis hin zur Migration von
Immunzellen aus den BlutgefaBen ins betroffene Gewebe, die den Kampf z.B. mit

232233 Dieser hochkomplexe Vorgang soll hier nur

pathogenen Mikroorganismen aufnehmen.
grob umrissen werden. Leukozyten rollen innerhalb des BlutgefalRes am Endothel entlang
(,rolling“). Die Haftung vermittelt dabei v.a die Wechselwirkung von auf der
Leukozytenmembran exprimierten Integrinen (B,-Integrin) und L-Selektin mit dem auf
Endothelzellen befindlichen P-Selektin und E-Selektin. Liegt eine Entziindung in der Nadhe
eines BlutgefalRes vor, so werden die dortigen Endothelzellen durch proinflammatorische

Cytokine wie z.B. Interleukin-1 (IL-1) oder TNF-a, die von Gewebe-Makrophagen

ausgeschittet werden, oder von bakteriellen Endotoxinen zur vermehrten Bildung von P-
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Selektin und E-Selektin stimmuliert, was das ,Rollen” verlangsamt und die
Leukozytenmembran in engeren Kontakt zur Endothelmembran bringt. Zusatzlich
exprimieren stimulierte Endothelzellen vermehrt interzellulare Adhdsionsmolekile wie
ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1), ICAM-2 oder VCAM-1 (Vascular cell adhesion
molecule-1). ICAM-1 (auch CD54 genannt), ein Glykoprotein mit einer Molekilmasse von
55.000 Da, bewirkt durch die Wechselwirkung mit dem B,-Integrin CD11a,b/CD18 der
Leukozyten deren Adhdsion an der Endothelzellmembran. Damit wird die Migration der
Leukozyten durch das Endothel ins Gewebe eingeleitet. Auch an der Migration der
Leukozyten, die entweder durch die Endothelzellen selbst oder aber zwischen ihnen
hindurch erfolgen kann, ist ICAM-1 beteiligt.”****>*%?3’ Dje |CAM-1-Expression in
Endothelzellen kann durch verschiedenste Mediatoren bzw. Substanzen stimuliert werden,
wie z.B. durch TNF-q, IL-1, IL-6, Thrombin, IFN-y, Substanz P, Estradiol, LPS und Endothelin,
aber auch durch Scherwirkungen, UV-Strahlung, oxidiertes LDL (low density lipoprotein),
Phorbolester, Metallionen wie Ni** und Co?* oder H,0,. Die unterschiedlichen Stimuli wirken
an unterschiedlichen Rezeptoren und beeinflussen die Expression von ICAM-1 durch die
Aktivierung verschiedener Signaltransduktionswege. Abbildung 22 gibt einen kurzen

Uberblick tiber das Geschehen,*2%%2%

4 Cronstein und Weissmann 1993

33 | ey et al. 2007

Chavakis et al. 2009

Van de Stolpe und Van der Saag 1996
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Abbildung 22: Ubersicht der Signaltransduktionswege, die zu einer vermehrten ICAM-1-Expression fiihren. Die
Cytokine TNF-a (Tumornekrosefaktor alpha) und IL-1 (Interleukin-1) aktivieren ICAM-1 Uber den
Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear factor kappa B). NF-kB, bestehend aus den Untereinheiten p50 und p65,
wird dabei wird Uber eine Phosphorylierungskaskade aus seinem Signalosomkomplex freigesetzt. Nach
Translokation in den Zellkern bindet es an seine Promotorsequenz und ermoglicht so die Transkription. Das
Interferon IFN-y aktiviert ebenfalls Gber Phosphorylierungskaskaden sog. Januskinasen (JAK), die wiederum
STAT (signal transducers and activators of transcription) phosphorylieren, die darauf als Hetero- oder
Homodimere in den Kern translozieren, wo sie ebenfalls durch Bindung an den entsprechenden Promotor die
Transkription von ICAM-1 aktivieren konnen. LPS (Lipopolysaccharid) aktiviert beide Rezeptortypen. Eine
Aktivierung findet auBerdem Uber den AP-1 (activator protein 1) und MAP-Kinase (mitogen-activated protein)
Weg statt. Der Transkriptionsfaktor AP-1, welcher direkt an den ICAM-1-Promotor bindet, ist entweder ein
Homodimer aus Jun oder ein Heterodimer aus Fos und Jun. Die Untereinheiten entstehen lber die Aktivierung
verschiedener MAP-Kinase-Signalwege (mitogen-activated protein). Abgewandelt nach Roebuck & Finnegan
(1999).2*

Die wichtigsten Signalwege fiir die ICAM-1 Expression sind der NF-kB-Signalweg (nuclear
factor kappa B), aktiviert Uber TNF-a und IL-1 und der JAK/STAT-Signalweg (Januskinase/
signal transducers and activators of transcription), aktiviert Giber IFN-y. Dabei ist ein
synergistischer Effekt von TNF-a und IFN-y zu beobachten. TGF-B (Transforming growth
factor B), IL-4, IL-10 und Glucocorticoide vermindern hingegen die ICAM-1-Expression. Der
komplexe Promotor des ICAM-1-Gens auf Chromosom 19 besitzt u.a. Bindungsstellen fir die

Transkriptionsfaktoren NF-kB, AP-1, STAT, C/EBP (CCAAT-enhancer-binding proteins) ,Ets

241

Roebuck und Finnegan 1999

38



(erythroblast transformation specific Transkriptionsfaktor) und SP1 (specificity protein 1)
und es hat sich gezeigt, dass ICAM-1 v.a. auf der Ebene der Transkription und weniger

posttranskriptional reguliert wird.2*>?*

Neben der physiologisch sinnvollen Entziindungsreaktion auf pathogene Mikroorganismen
stellen chronische Entziindungen jedoch ein Problem dar, weil dadurch das betroffene
Gewebe geschadigt werden kann. ICAM-1 ist an der Entstehung verschiedener (Autoimmun-
JErkrankungen wie z.B. Asthma, Arteriosklerose, chronisch entzindlicher Darm-
erkrankungen wie Colitis ulcerosa und Morbus Crohn, Psoriasis, Multipler Sklerose oder
rheumatoider Arthritis involviert. Eingriffe in die von ICAM-1 beeinflusste Adhasions-Kaskade

kdnnte bei chronische entziindlichen Erkrankungen von Bedeutung sein 244245246247

B.1.4.2Entziindungsprozesse und die Rolle der Translokation von NF-kB

Wie oben bereits erwdhnt, spielt die Translokation von Transkriptionsfaktoren vom
Zytoplasma in den Zellkern eine zentrale Rolle im Entziindungsgeschehen (siehe Abbildung
22). Der induzierbare Kernfaktor NF-kB besteht aus den beiden Untereinheiten p50 (50 kDa)
und p65 oder RelA (65 kDa) und liegt im Zytoplasma assoziiert mit dem regulatorischen
Protein I-kB (Inhibitor of kB) in inaktiver Form vor. Durch Stimuli, wie z.B. TNF-a, IL-1 oder
LPS, wird dieser Proteinkomplex aktiviert, indem sich I-kB von NF-kB |6st. Dazu
phosphoryliert IKK (I-kB-Kinase-Komplex) den Inhibitor I-kB, welcher daraufhin ubiquitiniert
wird. Dies fiihrt zum Abbau von I-kB durch das 23S-Proteasom und damit zur Freisetzung von
NF-kB. IKK selbst kann u.a. von NIK (NF-kB-inducing Kinase) aktiviert werden.

NF-kB transloziert daraufhin in den Zellkern, bindet an entsprechende Promotoren und
aktiviert damit die Transkription bestimmter Gene, wie z.B. von proinflammatorischen
Cytokinen (TNF-a, IL-1B, IL-6 und IL-8), Chemokinen, Adhesionsmolekiilen (ICAM, VCAM,
Selektine) und pro-inflammatorischen Enzymen wie MMPs (Matrix-Metalloproteasen), COX-

2 (Cyclooxygenase 2) und iNOS (induzierbare Stickstoffmonoxid (NO)-Synthase),

2 Roebuck und Finnegan 1999

Tak und Firestein 2001

Cronstein und Weissmann 1993

3 Chavakis et al. 2009

8 Roebuck und Finnegan 1999

Van de Stolpe und Van der Saag 1996
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welche alle in Entziindungsprozesse involviert sind.248249:2°0,251,252,253,254

Wie in Abbildung 22 gezeigt, ist auch der Transkriptionsfaktor AP-1 (activating protein 1) am

255 AP-1 kann z.B. als Heterodimer aus den Proteinen Jun

Entziindungsgeschehen beteiligt.
(z.B. c-Jun) und Fos (z.B. c-Fos) vorliegen und die Transkription proinflammatorischer Gene
fordern (z.B. das von ICAM-1 oder VCAM-1).2%%72% Es werden auch noch weitere
proinflammatorische Gene von AP-1 aktiviert, wie z.B. IL-6 oder MMP-9.2%%° Ein
entscheidender Schritt des Wirkmechanismus von NF-kB und c-Jun ist deren Translokation
vom Zytoplasma in den Zellkern. Eine mogliche Hemmung dieser Translokation durch
Testsubstanzen kann immunfluoreszenzmikroskopisch untersucht werden, indem der
jeweilige Transkriptionsfaktor mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern angefarbt wird und
daraufhin die Fluoreszenz, die nun proportional zur vorhandenen Menge des
Transkriptionsfaktors ist, im Zytoplasma und im Zellkern stimulierter bzw. nicht stimulierter,
behandelter Zellen bestimmt wird. Aus dem Verhiltnis bzw. der Differenz der gemessenen
Fluoreszenz in den beiden Kompartimenten ldsst sich ein Transport des Transkriptionsfaktors

ableiten. Abbildung 23 gibt einen stark vereinfachten, schematischen Uberblick tiber den NF-

kB-Signalweg, vom Stimulus bis zur Genexpression.
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Abbildung 23: Stark vereinfachte Ubersicht iiber den NF-kB-Weg. Durch Cytokine oder Stressfaktoren
vermittelte Phophorylierungskaskaden setzen NF-kB aus seinem inhibitorischen Komplex mit I-kB frei. Dadurch
kann NF-kB in den Zellkern translozieren, wo er an Promotoren auf der DNA bindet, wodurch u.a. die
Transkription proinflammatorischer Gene ausgeldst wird. TRAF (TNF receptor associated factors) NIK (NF-kB-
inducing Kinase), I-kB (Inhibitor of kB), IKK (I-kB-Kinase-Komplex), TNF-a (Tumornekrosefaktor alpha), IL
(Interleukin) GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor), RANTES (Regulated on Activation,
Normal T Cell Expressed and Secreted), MIP (Macrophage Inflammatory Protein), MCP (Monocyte Chemotactic
Protein), VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule), ICAM (Intercellular Adhesion Molcule), iNOS (Induzierbare
NO-Synthase), COX (Cyclooxygenase), und PLA, (Phospholipase A,). Abgewandelt nach Luo et al. (2005).%%

Inhibitoren des NF-kB-Wegs, verhindern beispielsweise die Translokation von NF-kB in den
Zellkern oder die Bindung des Transkriptionsfaktors an die DNA und vermindern damit die
Transkription proinflammatorischer Gene. Das Sesquiterpenlacton Parthenolid (Abbildung
24) beispielsweise verhindert sowohl die DNA-Bindung von NF-kB, als auch dessen

Freisetzung durch Hemmung von IKK, 25253264
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Parthenolid

Abbildung 24: Das Germacranolid Parthenolid, ein Sesquiterpenlacton aus Tanacetum parthenium.

B.1.4.3Die Rolle von NO-Radikalen im Enziindungsgeschehen

Aufgrund der sehr komplexen Zusammenhange und seiner z.T widersprichlichen Aufgaben
ist es nicht moglich ein einfaches Bild der Rolle von NO im Organismus zu geben. Daher wird
hier lediglich versucht eine knappe Ubersicht darzustellen. Die Mechanismen sind bei Maus
und Mensch in etwa identisch, jedoch werden hier hauptsachlich die Mechanismen fiir
murine Makrophagen beschrieben. NO wird von NO-Synthasen (NOS) gebildet, wobei die
neuronale NOS (nNOS) und die endotheliale NOS (eNOS) konstitutiv exprimiert werden, die
induzierbare NOS (iNOS) jedoch, wie der Name schon sagt, induzierbar ist. Alle 3 Isoformen
katalysieren die gleiche Reaktion, namlich die Umsetzung von L-Arginin und molekularem
Sauerstoff zu N“-Hydroxy-L-arginin und weiter zum Citrullin und NO. Je nach Lokalisation im
Gewebe kommen dem NO unterschiedliche Rollen zu. Das von den Endothelzellen durch die
eNOS gebildete NO dient z.B. der GefdRrelaxation. Im Entziindungsgeschehen ist jedoch v.a.
das von Makrophagen durch die iNOS gebildete NO relevant, das in hohen Konzentrationen
abgegeben wird. Hohe NO-Bildungsraten durch die iNOS erfordern eine hohe extrazellulare
Argininkonzentration und die Aufnahme der Aminosdure durch die Transporter CAT1 und
CAT2A (y*-System), welche in Makrophagen durch die Stimulierung mit LPS aktiviert werden.
Die extrazelluldare Argininkonzentration ist wiederum stark abhangig von der Aktivitat der
Arginase, welche Arginin zu Ornithin umsetzt und dadurch die NO-Produktion durch iNOS
indirekt verringern kann. Die Bildung der iNOS wird v.a. von Cytokinen (IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-
2, IL-10, IFN-aB, MIF (migration inhibitory factor)) induziert, aber auch von LPS, einem
Bestandteil der bakteriellen Zellmembran. LPS und IFN-y wirken dabei synergistisch durch
die Aktivierung zweier Promotor Regionen up-stream des iNOS-Gens. Partizipierende
Transkriptionsfaktoren sind u.a. NF-kB, AP-1, STAT-1, IRF-1 (interferon regulatory factor-1)

und NF-IL-6 (nuclear factor interleukin-6). iNOS ist nur als Homodimer aktiv, dessen Bildung
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Calmodulin erfordert. Stabilisiert wird das Dimer aullerdem durch den Cofaktor BH.
(Tetrahydrobiopterin) und durch das iNOS-Substrat L-Arginin. Die Dimerisierung und
Aktivitat von iNOS kann durch das Makrophagenprotein NAP110 und durch das ZNS-Protein
Kalirin gehemmt werden. Abbildung 25 zeigt eine schematische Ubersicht der Regulierung

der NO Synthese in murinen Makrophagen. 265,266,267,268
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Abbildung 25: Ubersicht der Regulierung der NO-Synthese durch iNOS in murinen Makrophagen. Verschiedene
Cytokine, aber auch LPS, spielen eine wichtige Rolle bei der NO-Synthese. Essentiell ist der Transport von L-Arg
(L-Arginin) durch CAT (cationic amino acid transporter) in das Zellinnere. L-Arginin wird durch die iNOS zu NO
umgesetzt oder durch die Arginase in einer Konkurrenzreaktion zu Ornithin. Wichtig fiir die Stabilitat der iNOS
ist auBerdem der Cofaktor BH, (Tetrahydrobiopterin). Die Vielzahl der Einflussfaktoren verdeutlicht die
Komplexitat des Vorgangs. AS (Argininosuccinat-Synthase), AL (Argininosuccinat-Lyase). Abgewandelt nach
Bogdan (2001).”%°

NO besitzt mehrere wichtige physiologische Funktionen, wie z.B. die bereits oben erwdhnte
Funktion der Vasodilatation oder, in hohen Konzentrationen, die der unmittelbaren

Bekdampfung von pathogenen Mikroorganismen und Tumorzellen durch Makrophagen. NO

% | owenstein et al. 1993
%% Nussler und Billiar 1993
Clancy et al. 1998

%8 Bogdan 2001

*%° Bogdan 2001
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wirkt aber auch als als Signalmolekil und Immunmodulator. NO kann beispielsweise in
Endothelzellen die TNF-a vermittelte Aktivierung von NF-kB hemmen und damit die
Expression einiger pro-inflammatorischer Gene wie z.B. die von Adhdsionsmolekiilen oder
COX-2 hemmen.?’%%’* NO ist aber auch fihig NF-kB zu aktivieren.?’? Hier zeigt sich die
widersprichliche Wirkweise von NO. Die Toxizitat fir Mikroorganismen beruht auf der
mutagenen Wirkung von NO bzw. Hemmung der DNA-Reparaturmechanismen, Hemmung
der Proteinbiosynthese oder Inaktivierung von Enzymen. Als weiteres bakteriozides Molekil
gilt Peroxynitrit (ONOQ’), das sich aus dem NO-Radikal und O, bilden kann. Neben der
Bekdampfung von Mikroorganismen ist die iNOS jedoch auch an Gewebeschadigung und an
der Entstehung von Entziindungen und Autoimmunerkrankungen Uber die Produktion des
zytotoxischen NO beteiligt. Eine vermehrte NO-Produktion wurde bei Krankheiten wie
Sepsis, Colitis ulcerosa, Psoriasis, Arthritis, multipler Sklerose oder Typ 1 Diabetis
beobachtet. NO hat aber auch anti-inflammatorische Wirkung indem es z.B. die Adhasion
von Leukozyten hemmt. Die Wirkweisen von NO sind hoch komplex und noch wenig
verstanden. So wurden etwa 200 Gene gefunden, die durch die Aktivitat der iNOS reguliert
werden, darunter Gene mit Bezug zur Entziindung, Infektion und Apoptose. Die jeweilige

Funktion von NO ist vom zelluliren Kontext und der Konzentration abhangig.?’>2’427>276:277
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B.1.5 Zielsetzung

Folgende Ziele wurden im ersten Teil der vorliegenden Arbeit verfolgt:

- Die Optimierung der Isolierung von Proazulenen vor allem fir das Matricin aus der Kamille

und flir dessen Derivate aus der Schafgarbe.
- Die pharmakologische in vitro-Testung bezlglich potentieller entzindungshemmender
Aktivitat des Proazulens Matricin und dessen Abbauprodukt Chamazulen. Dabei sollte auch

versucht werden, den molekularen Wirkmechanismus naher aufzuklaren.

- Die bioaktivitatsgeleitete Fraktionierung eines Schafgarbenextrakts und das lIsolieren

anderer potentiell wirksamer Inhaltsstoffe.
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B.2 Material und Methoden

B.2.1 Praparativ-analytischer Teil

B.2.1.1Isolierung und Identifizierung von Matricin aus Kamillenbliiten

Die von einigen Autoren beschriebene Methode der Extraktion und Aufreinigung von
Matricin ber eine Vielzahl von Flissig-Flussig-Verteilungsschritten erwies sich als eher
unpraktikabel, da sich beim Ausschitteln der Petroletherphase mit KHCOs-Losung nur
juRerst langsam eine dann unscharfe Phasentrennung einstellt.>’®?’%%% per Schritt der
FlUssig-Flussig-Verteilung wurde daher durch chromatographische Verfahren ersetzt. Die
Herstellung und Aufarbeitung des Extraktes erfolgte abgewandelt nach der von Ramadan et

al. (2006) beschriebenen Methode.?!

B.2.1.1.1 Herstellung eines Kamillenbliitenextrakts

Herstellung des Rohextrakts

500 g Kamillenbliten (Flores Chamomillae, PH.EUR.6.0, Caelo) wurden fir 1,5h mit 3,51
Dichlormethan (DCM) bei Raumtemperatur (RT) unter gelegentlichem Umriihren mazeriert.
Nach Abnutschen des Lésungsmittels wurde die Droge dreimal mit je 11 DCM gewaschen.
Nach Abdestillieren des Losungsmittels am Rotationsverdampfer (35 °C) blieben 19,0 g einer
braun-griinen Masse (Rohextrakt). Diese wurde zur weiteren Aufarbeitung in zwei gleiche

Teile geteilt, die im weiteren Verlauf gleich behandelt wurden.

Entfernung hydrophiler Substanzen

Die beiden Halften des Rohextrakts wurden jeweils in etwas DCM gel6st und unter Riihren in
300 ml Petroleumbenzin mit einer Temperatur von 40 °C eingegossen. Sofort bildete sich
dabei ein Niederschlag hydrophiler Substanzen. Dieser wurde Uber Celite® 560 und Seesand
abgenutscht und verworfen. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer (35 °C)

abdestilliert. Der Riickstand wurde weiter aufgearbeitet.
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Entfettung des Extrakts

Der so erhaltene Rickstand wurde mit 200 ml Methanol (MeOH) versetzt und fir 20 min im
Ultraschallbad belassen. Es bildete sich ein unloslicher Niederschlag aus Wachsen. Dieser
wurde Uber wenig Celite® 560 und Seesand abgenutscht und mit wenig MeOH gespiilt. Der
Niederschlag wurde verworfen. Das Filtrat wurde am Rotationsverdampfer (35 °C)

eingeengt. Der so entfettete Extrakt wurde fiir die Chromatographie verwendet.

B.2.1.1.2 Chromatographische Isolierung des Matricins

Die Isolierung von Matricin erfolgte ausgehend vom behandelten Extrakt mit Hilfe dreier
aufeinanderfolgender Flash-Chromatographie-Schritte. Beginnend mit einer Flash-
Chromatographie an Kieselgel, folgte ein Wechsel der stationaren Phase zu Aluminiumoxid
und schliellich zu RP-18-Kieselgel. Matricinhaltige Fraktionen wurden mit Hilfe von

Normalphasen-Diinnschichtchromatographie (NP-DC) identifiziert.

Diinnschichtchromatographie (DC)

Soweit nicht anders erwahnt wurden fiir alle Normalphasen-Diinnschichtchromatographien
Kieselgelplatten (Silicagel 60, Merck) verwendet. Die mobile Phase bestand aus DCM/tBME
(tert-Butylmethylether) im Verhéltnis 5:1. Die Laufstrecke betrug etwa 8 cm. Nach
Entwicklung der Platte wurde das verbleibende FlieBmittel im Luftstrom verflichtigt. Zur
Derivatisierung wurde Anisaldehyd (AA)-Reagenz benutzt (Anisaldehyd: 0,5 ml, Essigsaure:
10 ml, Methanol: 85 ml, Schwefelsdure: 5 ml). Nach Bespriihen mit AA-Reagenz wurde die
Platte bei etwa 100 °C fur 1-2 min erhitzt. Matricin erschien als blau-violette Bande bei
einem Rg-Wert von etwa 0,3 +0,08. Der Ri-Wert schwankte bedingt durch die hohe

Flichtigkeit des FlieBmittels.

Kieselgel-Flash-Chromatographie

Der entfettete Extrakt wurde in etwas MeOH gelost und unter Abdestillieren des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer (35°C) an die zweifache Masse Kieselgel
(Gerduran®, Si60) adsorbiert. Das so erhaltene Pulver wurde auf eine mit dem gleichen
Kieselgel befiillte Flash-Chromatographiesaule (GroRe 1: 18,5 cm x 4 cm) gegeben und nach

folgender Methode einer Flash-Chromatographie unterzogen (Tabelle 7):
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Tabelle 7: Parameter fiir die Kieselgel-Flash-Chromatographie des behandelten Kamillenextraktes.

Parameter:

Stationare Phase 90 g Kieselgel (Gerduran® Si60, Merck)
FlieBmittel DCM/tBME 7:1

Fluss 50 ml/min

Fraktionsvolumen 20 ml

Mittels DC wurden die matricinhaltigen Fraktionen identifiziert und vereinigt. Nach
Abdestillieren des Losungsmittels am Rotationsverdampfer (35 °C) wurde der Riickstand

einer Flash-Chromatographie mit Aluminiumoxid als stationdrer Phase unterzogen.

Aluminiumoxid-Flash-Chromatographie

Dieser Chromatographieschritt orientierte sich an der Methode von Schmidt & Ness
(1993).%®2 Die vereinigten, matricinhaltigen Fraktionen aus der oben beschriebenen
Kieselgel-Flash-Chromatographie wurden in etwas MeOH gelést und an die zweifache
Menge Al,0s; (neutral, Aktivitatsstufe IV) unter Abdestillieren des Losungsmittels am
Rotationsverdampfer (35 °C) adsorbiert. Das so erhaltene Pulver wurde auf eine mit Al,Os
(neutral, Aktivitatsstufe 1V) befillte Flash-Chromatographiesdule (GréBe 2: 12 cm x 2,8 cm)

aufgegeben und nach folgender Methode chromatographisch fraktioniert (Tabelle 8).

Tabelle 8: Parameter fiir die Aluminiumoxid-Flash-Chromatographie der vereinigten, matricinreichen
Fraktionen aus der vorangegangenen Kieselgel-Flash-Chromatographie.

Parameter:

Stationare Phase 65 g Al,0O3 (neutral, Aktivitatsstufe IV)
FlieRmittel DCM/MeOH 99:1

Fluss 20 ml/min

Fraktionsvolumen 5ml

Mittels DC wurden die matricinhaltigen Fraktionen identifiziert und vereinigt. Nach
Abdestillieren des Losungsmittels am Rotationsverdampfer (35 °C) wurde der Rickstand

einer RP-18-Flash-Chromatographie unterzogen.
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RP-18-Flash-Chromatographie

Dieser Aufreinigungsschritt orientierte sich ebenfalls an der Methode von Schmidt & Ness
(1993)*®%. Die vereinigten, matricinhaltigen Fraktionen aus der oben beschriebenen
Aluminiumoxid-Flash-Chromatographie wurden in etwas MeOH geldst und an die dreifache
Masse RP-18-Kieselgel (LiChroprep®, Merck) unter Abdestillieren des Losungsmittels am
Rotationsverdampfer (35 °C) adsorbiert. Das so erhaltene Pulver wurde auf eine mit RP-18-
Kieselgel befiillte Flash-Chromatographiesdule (GroRe 2) aufgegeben und wurde nach

folgender Methode chromatographisch fraktioniert (Tabelle 9):

Tabelle 9: Parameter fir die RP-18-Flash-Chromatographie der vereinigten, matricinreichen Fraktionen aus der
vorangegangenen Aluminiumoxid-Flash-Chromatographie.

Parameter:

Stationare Phase 30 g RP-18-Kieselgel (LiChroprep®, Merck)
FlieRmittel ACN/MeOH/H,0 12 :38:50

Fluss 20 ml/min

Fraktionsvolumen 5ml

Mittels DC wurden die matricinhaltigen Fraktionen identifiziert und vereinigt. Nach
Abdestillieren der organischen Losungsmittel Acetonitril (ACN) und Methanol (MeOH) wurde
die verbleibende Wasserphase (ca. 30 ml) dreimal mit je 30 ml Diethylether (Et,0)
ausgeschittelt und die Etherphasen vereinigt. Nach Abdampfen des Losungsmittels im
Stickstoffstrom blieben weil3-gelbe Kristalle zuriick. Die Vollstandigkeit der Extraktion der

Wasserphase wurde durch DC kontrolliert.

B.2.1.1.3 Identifizierung des Matricins

Die Identifizierung des isolierten  Matricins  erfolgte durch die durch
Dinnschichtchromatographie ermittelten Re-Werte und der beobachteten Farbreaktionen
mit Sprithreagenzien bzw. durch Massenspektrometrie und *H-NMR-Spektroskopie und dem

Vergleich der jeweiligen Ergebnisse mit entsprechenden Literaturwerten.
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Diinnschichtchromatographische Identifizierung

Zur ldentifizierung mittels DC wurden zwei in der Literatur beschriebene Methoden gewahlt
(vgl. auch Tabelle 17).284285,286,287,288 6|5 FlieRmittel wurde entweder DCM/tBME 5:1 oder
DCM/Aceton 9:1 verwendet. Es wurden jeweils zwischen 5-10 pl einer methanolischen
Matricinlosung einer Konzentration von etwa 0,05 mg/ml aufgetragen. Die Laufstrecke
betrug etwa 8 cm. Nach Besprihen mit dem jeweiligen Spriihreagenz wurden die DC-Platten
2-5 min bei etwa 100 °C erhitzt, bis sich keine Anderung der Farbreaktion mehr ergab. Die
mit Essigsdure-Phosphorsdure-Reagenz (EP-Reagenz: 4-Dimethylaminobenzaldehyd: 0,25 g,
Essigsdure: 50g, 85%Phosphorsdure: 5 g, Wasser: 20 ml) bespriihten Platten wurden nach
dem Erhitzen zur Farbverstirkung zusitzlich mit Ethanol (EtOH) bespriht.?®® Die

derivatisierten Platten wurden unter Weil3licht mittels CAMAG-Reprostar 3 dokumentiert.

Diinnschichtchromatographie-Massenspektrometrie (DC-MS)

Zur ldentifizierung der DC-Banden, wurde ein Massenspektrum der entsprechenden Bande
aufgenommen. Dazu wurden 30 ul einer methanolischen Matricinldsung einer Konzentration
von etwa 0,05 mg/ml auf eine NP-DC (Bandenldnge 1 cm) aufgetragen (CAMAG Linomat 5)
und entwickelt (FlieBmittel DCM/tBME 5:1, Laufhohe: 8 cm, keine Kammersattigung). Die
Platte wurde nicht derivatisiert, die Banden unter UV-Licht (254 nm) mit Bleistift markiert
und mit Hilfe einer DC-MS Kopplung (CAMAG TLC-MS Interface, Eluent: MeOH + 5mM
NH;0Ac/H,0 80:20) in das Massenspektrometer (ThermoQuest Finnigan, TSQ 7000) injiziert.
Es wurde ein niedrig aufgelostes Elekrospray-lonisations (ESI)-Massenspektrum

aufgenommen.

'H-NMR-Spektroskopie

Zur Aufnahme eines Protonenspektrums wurden etwa 10 mg des isolierten Matricins in
700 pl deuteriertem Methanol (CD30D) gelost, in ein NMR-Rdhrchen (Norell 507-HP)
Uberfuhrt und an einem 300 MHz NMR-Spektrometer (Avance 300, Bruker BioSpin GmbH)
mit 64 Scans bei 295 Kelvin vermessen. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm

MestReNova 6.0.2-5475 (Mestrelab Research).

%4 Ramadan 2005

%% Glasl et al. 2001b

%8 Glasl et al. 1999a

¥ Glasl et al. 2001a

% Glasl et al. 1999b

?*9 Banh-Nhu et al. 1979
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B.2.1.1.4 Reinheitsbestimmung des Matricins

Die Reinheitsbestimmung des isolierten Matricins erfolgte mittels analytischer
Hochleistungsfliisigkeitschromatographie (HPLC) (Hitachi Elite LaChrom, VWR) mit UV-
Detektor. Als Probenlosung diente eine methanolische Matricinlosung der
Massenkonzentration 0,1 mg/ml. Die verwendeten Lésungsmittel hatten HPLC-Qualitat und
wurden vor der Messung 20 min im Ultraschallbad entgast. Die Chromatogramme wurden
bei einer Wellenldinge von 242nm ausgewertet und die Bestimmung der
chromatographischen Reinheit erfolgte mit Hilfe der Sofware EZchromElite® prozentual nach
dem Verfahren der Normalisierung. Die Messungen wurden als Triplikate durchgefiihrt.

Tabelle 10 beschreibt die Parameter der HPLC-Analyse.

Tabelle 10: HPLC-Parameter zur Reinheitsbestimmung des Matricins.

Parameter:

Verwendete Saule Hibar® 250-4, Purospher® STAR, RP-18e, 5 um (Merck)
FlieRmittel ACN/MeOH/H,0 12:38:50, isokratisch
Injektionsvolumen 10 pl

Ofentemperatur 30°C

Flow 1,0 ml/min

B.2.1.2Chamazulen

Chamazulen ist nicht genuin in Kamillenbliten enthalten sondern entsteht u.a. bei der
Wasserdampfdestillation aus dem Proazulen Matricin unter Abspaltung der Acetylgruppe,
Eliminierung von Wasser und schlielllich einer Decarboxylierungsreaktion. Eine
Zwischenstufe ist dabei die Chamazulencarbonsaure (Abbildung 11). Durch Ausbildung eines
delokalisierten, m-Elektronensystems absorbieren Chamazulencarbonsdure und Chamazulen

290 chamazulen ist bei

im langwelligen Bereich, wodurch die tiefblaue Farbung zu erklaren ist.
RT flussig. Das fiir die pharmakologischen Untersuchungen benutzte Chamazulen wurde von
der Firma PhytoLab GmbH & Co. Kg (Deutschland) bezogen und hatte eine Reinheit von 97%
(GC). Es wurde eine ethanolische (EtOH, p.a.) Stammlosung der Konzentration 100 mM

hergestellt.

> Hansel und Sticher 2007
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B.2.1.3 Aktivitadtsgeleitete Fraktionierung eines Schafgarbenbliitenextrakts

B.2.1.3.1 Herstellung eines Schafgarbenbliitenextrakts

Herstellung des Rohextrakts

250 g Schafgarbenbliten (Flores Millefolii gerebelt, Caelo) wurden mit etwa dem gleichen
Volumen Seesand vermischt und, auf 2 Portionen verteilt, in einer Glassdaule mit insgesamt
8 | DCM bei RT perkoliert. Die Verweildauer von je einem Liter Losungsmittel pro Durchlauf
betrug etwa 10 min. Nach dieser Zeit wurde das Losungsmittel mit Hilfe einer
Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Das Losungsmittel wurde bei max. 35 °C am
Rotationsverdampfer bis zur Gewichtskonstanz eingeengt. Der braun-griine, 6lige Riickstand

hatte eine Masse von 19,4 g.

Entfettung des Rohextrakts

Der so erhaltene Rohextrakt wurde mit 250 ml MeOH versetzt und fiir 20 min im
Ultraschallbad belassen. Es bildete sich ein unloslicher Rickstand, der mit Hilfe eines
Papierfilters (Sartorius) abgetrennt wurde. Der Filter wurde mit etwas MeOH gesplilt. Der
Rickstand wurde verworfen. Das Filtrat ergab nach Abdestillieren des Losungsmittels den

entfetteten Rohextrakt.

B.2.1.3.2 Fraktionierung des Schafgarbenbliitenextrakts

Der entfettete Extrakt wurde auf 6 Portionen aufgeteilt und jeweils einer Flash-
Chromatographie mit Kieselgel als stationdrer Phase unterzogen. Dazu wurde der Extrakt in
etwas MeOH geldst und unter Abdestillieren des Losungsmittels am Rotationsverdampfer
(35°C) und einem Kieselgel-Extraktverhaltnis von 2:1 an Kieselgel (Gerduran® Si60)
adsorbiert. Das so erhaltene Pulver wurde auf eine mit Kieselgel befillte Flash-
Chromatographiesaule (GroRe 1) gegeben und nach folgender Methode chromatographisch

fraktioniert (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Parameter der Kieselgel-Flash-Chromatographie zur Fraktionierung des behandelten
Schafgarbenblitenextrakts.

Parameter:

Stationare Phase 90 g Kieselgel (Gerduran® Si60)
FlieBmittel A DCM
FlieBmittel B Aceton
Gradient:

t=0 0% B

t =60 min 20% B
t=70 min 100% B

t =85 min 100% B
Fluss 30 ml/min
Fraktionsvolumen 25 ml

Die durch die einzelnen Flash-Chromatographiedurchldufe erhaltenen Fraktionen wurden
mittels DC auf Ahnlichkeit bzw. Ubereinstimmung der Zusammensetzung iberpriift. Maximal

dhnliche Fraktionen nach Derivatisierung mit AA-Reagenz wurden vereinigt.

B.2.1.4lIsolierung von 8-Desacetyl-8-angeloyl-4-epi-matricin

B.2.1.4.1 Herstellung eines Schafgarbenkrautextrakts

200 g Schafgarbenkraut der Firma Bombastus wurden in einer Glassaule mit 1,3 | Et,0 (mit 5
Tropfen 25% NHs-Losung versetzt) flir 1 h mazeriert. Nach Abnutschen des Losungsmittels
wurde das Drogenmaterial noch zweimal mit je 1 | und einmal mit 0,7 | Et,0 (jeweils versetzt
mit einigen Tropfen NHs-LOsung) gewaschen. Dazu wurde das Drogenmaterial mit
Losungsmittel bedeckt, etwa 5 min mazeriert und dann abgenutscht (gesamt 41 Et,0).
Mittels DC (NP-DC, FlieBmittel: DCM/Aceton 9:1, EP-Reagenz, Erhitzen und anschlieRend
Bespriihen mit EtOH) wurde auf Vollstandigkeit der Extraktion der Proazulene kontrolliert.
Nach Abdestillieren des Losungsmittels bei 35 °C Badtemperatur blieb eine zdhe, braun-

griine Masse (4,1 g) zurlick (Rohextrakt).

Entfettung des Schafgarbenkrautextrakts

Der Rohextrakt wurde mit 200 ml MeOH versetzt und fiir 20 min im Ultraschallbad belassen.
Es bildete sich ein unl&slicher Riickstand. Dieser wurde liber Celite® 560 und Seesand
abgenutscht. Das Filtrat ergab nach Abdestillieren des Losungsmittels am
Rotationsverdampfer (35 °C) den entfetteten Extrakt, der zur Chromatographie verwendet

wurde.
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B.2.1.4.2

Kieselgel-Saulenchromatographie

Chromatographische Aufarbeitung des Schafgarbenkrautextrakts

Zur ersten Fraktionierung wurde der entfettete Extrakt in 2 Portionen geteilt und (iber eine

offene Saule chromatographiert. Tabelle 12 gibt die entsprechenden Parameter wieder.

Tabelle 12: Parameter der Kieselgel-Sdulenchromatographie des entfetteten Schafgarbenkrautextrakts
aufgeteilt auf zwei Durchgédnge B-K1 und B-K2.

Parameter: B-K1 B-K2

Extraktmasse 16¢g 1,7¢g

Siule 50 cm Lange, @ 3 cm Ldnge 50 cm, @ 3 cm

Stationare Phase 116 g Kieselgel (Gerduran® Si60) 121 g Kieselgel (Gerduran® Si60)
FlieRmittel DCM/Aceton 9:1 + 5 Tropfen 25% DCM/Aceton 9:1 + 5 Tropfen 25%

FlieBgeschwindigkeit
Fraktionsvolumen
Totvolumen

NH;-Losung/|
2,0 ml/min

4 ml

85 ml

NH;-Lésung/|
2,1 ml/min
5,5 ml

75 ml

Nach der in Tabelle 12 beschriebenen Chromatographie wurde die jeweilige Saule mit
400 ml EtOAc und danach mit 400 ml MeOH gespiilt. Ahnliche Fraktionen wurden mittels
NP-DC (DCM/Aceton 9:1, EP-Reagenz, Erhitzen und anschlieRend Besprihen mit EtOH)
identifiziert, die entsprechenden Fraktionen von B-K1 und B-K2 zu B-K vereinigt und das

Losungsmittel am Rotationsverdampfer bei 30 °C Badtemperatur abdestilliert.

Aluminiumoxid-Saulenchromatographie
Zur weiteren Auftrennung der Fraktion B-KIV der Kieselgel-Sdulenchromatographie wurde
eine Aluminiumoxid-Saulenchromatographie mit einer offenen Sdule und den in Tabelle 13

beschriebenen Parametern durchgefiihrt.

Tabelle 13: Parameter der Aluminiumoxidsdule (A) zur weiteren Auftrennung der Fraktion B-KIV aus der
Kieselgel-Saulenchromatographie.

Parameter:
Extraktmasse Fraktion B-KIV 120 mg
Siule Ldnge 50 cm, @ 1,2 cm

Stationare Phase 55,6 g Al,O3 (N, Aktivitatsstufe 1V)

FlieRmittel Hexan/Aceton 7:3, + 5 Tropfen 25% NH3-
Losung/I

FlieRgeschwindigkeit 0,5 ml/min

Fraktionsvolumen 1ml

Totvolumen 18,5 ml
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Die Auftrennung wurde mittels NP-DC (Hexan/Aceton 6:4, EP-Reagenz, Erhitzen und
anschlielend Bespriihen mit EtOH) kontrolliert, die entsprechenden Fraktionen vereinigt

und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer bei 30 °C Badtemperatur abdestilliert.

Semi-praparative HPLC

Zur weiteren Aufreinigung der Fraktionen der Aluminiumoxid-Saulenchromatographie wurde
eine semi-praparative RP-18 HPLC (Varian, Prostar mit UV-Detektor) mit den in Tabelle 14
beschriebenen Parametern durchgefiihrt. Die verwendeten Ldsungsmittel hatten HPLC-

Qualitat und wurden vor der Messung 20 min im Ultraschallbad entgast.

Tabelle 14: Parameter zur Aufreinigung der Fraktion B-KIV-All mit der semiprédparativen HPLC.

Parameter: Einstellungen:

Saule Varian, Dynamax 250x10 mm, Pursuit XRs 5 C18
Injektionsvolumen je 50 ul (3x)

Probemenge 9 mg (je 3 mg geldst in MeOH, 3x)
Temperatur RT (20 °C)

FlieBmittel A H,0

FlieRmittel B ACN/MeOH 12:38

Gradient:

t=0 50% B

t =45 min 100% B

t =50 min 100% B

t=52min 50% B

t =45 min 50% B

Flow 4 ml/min

A 238 nm

Die ahnlichen Fraktionen der 3 Durchldufe wurden durch den UV-Detektor ermittelt,
vereinigt und die organische Losungsmittelphase am Rotationsverdampfer bei 30 °C
Badtemperatur abdestilliert. Die wassrige Phase wurde wie beim Matricin beschrieben mit

Et,0 extrahiert und das Losungsmittel abdestilliert (vgl. B.2.1.1).

B.2.1.4.3 Identifizierung von 8-Desacetyl-8-angeloyl-4-epi-matricin

DC-MS
Zur ldentifizierung der EP-positiven (proazulenhaltigen) DC-Banden des Schafgarbenkraut-
extrakts, wurde ein Massenspektrum der entsprechenden Bande aufgenommen. Dazu

wurden 3 Banden a 15 pl einer Et,0-Losung des Rohextrakts auf eine NP-DC (Bandenldnge
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1,2 cm) aufgetragen (CAMAG Linomat 5) und entwickelt (FlieRmittel: DCM /Aceton 9:1,
Laufhoéhe: 8 cm, keine Kammerséattigung). Eine Bande wurde von der Platte abgetrennt, mit
EP-Reagenz deriavtisiert und mit der nicht derivatisierten verglichen. Die zu analysierende
Bande wurde mit einem Spatel von der nicht derivatisierten Platte gekratzt in MeOH
aufgenommen und der Uberstand mit einem Spritzenvorsatzfilter (Titan Syringe Filter, RC,
0,2 um, Sun Sri) filtriert. Von der Probe wurde ein ElektronenstoRionisations-

Massenspektrum (EI-MS) (70 eV) vermessen (Finnigan, MAT SSQ 710 A).

Massenspektrometrie
Von der durch semiprdpatartive HPLC aufgereinigten Fraktion B-KIV-All-HPLC wurde ein
hochaufgeldstes ESI-Massenspektrum aufgenommen (Agilent, Q-TOF 6540 UHD) und die

Summenformel bestimmt.

'H-NMR-Spektroskopie
Die Fraktion B-KIV-AlI-HPLC wurde in ca. 600 ul CD;0D geldst und ein *H-Spektrum 600 MHz
Spektrometer (Avance Ill 600 Kryo, Bruker) bei 295 Kelvin vermessen. Die Auswertung

erfolgte mit dem Programm MestReNova 6.0.2-5475 (Mestrelab Research).

B.2.2 Pharmakologischer Teil
B.2.2.1Degradationskontrolle von Matricin in Zellkulturmedium

B.2.2.1.1 Wiederfindung von Matricin in Zellkulturmedium

Um bei der nachfolgenden Degradationskontrolle eine ausreichend groRe Wiederfindung
von Matricin aus Zellkulturmedium nach der Aufarbeitung fir die HPLC-Analyse zu
gewadhrleisten, wurde folgender Versuchsansatz gewahlt:

Es wurden je 500 ul Matricinlésung einer Konzentration von je 100 uM mit PBS (A) und
ECGM (Endothelial Cell Growth Medium mit Supplements) (B) hergestellt. Dabei wurde die
gleiche Matricin Stammlésung verwendet (100 mM, DMSO). A und B wurden zur
Proteinfallung jeweils mit 500 pl eiskaltem MeOH versetzt, 2 min intensiv geschiittelt und
10 min bei 4 °C und 14000 U/min in 1,5 ml ReaktionsgefaRen (Eppendorf) zentrifugiert. Vom
Uberstand wurden je 300 pl abgenommen und 60 min bei 4 °C und 14000 U/min durch

Nanoseps zentrifugiert. Die so filtrierten, klaren Losungen von A und B wurden in Duplikaten
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mit der analytischen HPLC mit UV-Detektor (Hitachi Elite LaChrom, VWR) mit der Methode
der Reinheitsbestimmung von Matricin (Tabelle 10) vermessen und die Peak-Flachen von

Matricin in den Proben A und B verglichen.

B.2.2.1.2 Degradationskontrolle

Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Degradationskontrolle war die oben beschrieben
Wiederfindung von Matricin in ECGM. Um festzustellen, ob Matricin unter
Zellkulturbedingungen stabil ist und somit als wirksames Prinzip gelten kann, wurde eine
Degradationskontrolle in ECGM durchgefiihrt, angelehnt an die bei Knuth (2013)

291 Dazu wurden in 6 Wells einer 24 well-Platte je 500 pl Matricin-

beschriebene Methode.
ECGM-Lo6sung der Konzentration 100uM gegeben wund im Zellinkubator unter
Zellkulturbedingungen (37 °C, 5% CO,- Konzentration) inkubiert. Nach 0, 4, 8, 12, 24 und 30 h
wurden je 400 pl Proben entnommen und zur Proteinfallung mit 400 pl eiskaltem MeOH
versetzt, 2 min intensiv geschittelt und 10 min bei 4 °C und 14000 U/min in 1,5 ml
ReaktionsgefiRen (Eppendorf) zentrifugiert. Vom Uberstand wurden je 300 ul abgenommen
und 20 min bei 4 °C und 14000 U/min durch Nanoseps zentrifugiert. Die so erhaltenen
Losungen wurden mittels analytischer HPLC mit UV-Detektor (Hitachi Elite LaChrom, VWR)
mit der Methode der Reinheitsbestimmung von Matricin (Tabelle 10) vermessen und die
Peak-Flachen von Matricin in den jeweiligen Proben bestimmt. Die Peakfliche zum Zeitpunkt
0 wurde dabei als 100% gesetzt. Die Degradationskontrolle wurde dreimal unabhdngig

voneinander wiederholt und die Mittelwerte aus den 3 ermittelten Werten der jeweiligen

Zeitpunkte gebildet.

B.2.2.2Pharmakologische Tests mit HMEC-1

B.2.2.2.1 Allgemeines zu HMEC-1

Fiir die immunfluoresenzmikroskopische Untersuchung der Translokation von NFkB, fiir den
ICAM-1- und den MTT-Assay wurde die von Ades et al. (1992) etablierte HMEC-1-Zelllinie
(human microvascular endothelial cells) verwendet Die Zellen wurden dankenswerter Weise
von Dr. E. Ades und F. J. Candel (CDC, USA) und Dr. T. Lawley (Emory University, USA) zur

Verfligung gestellt. Bei dieser Zelllinie handelt es sich um humane, dermale, mikrovaskulare

291
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Zellen, die durch Transfektion mit einem PBR-322-Plasmid, welches ein Genprodukt des
Simian-Virus 40 A enthielt, immortalisiert wurden. Diese Zellen haben laut den Autoren eine
Lebensspanne Uber 95 Passagen hinaus, ohne Zeichen der Seneszenz zu zeigen, wohingegen
nicht-transfizierte Zellen nach 8-10 Passagen an Vitalitdt deutlich abnehmen. AufRerdem ist
die Kultur von HMEC-1 in Medium ohne humanem Serum moglich. Die transfizierte HMEC-1
Zelllinie zeigt die morphologischen, phenotypischen und funktionellen Eigenschaften
normaler HMEC, wie u.a. die Expression des Zelladhesionsmolekiils ICAM-1, welche durch

die Gabe von TNF-a gesteigert werden kann.?*?

B.2.2.2.2 Allgemeines zur Kultur von HMEC-1

Soweit nicht anders erwdhnt, galten fir alle Arbeiten mit HMEC-1 folgende Parameter:

Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt (Sterilbank HERA SAFE KS 12
1/PE AC, Thermo Scientific). Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Brutschrank (CO,-
Incubator NU-5500E, Nuaire) bei 37 °C, 5% CO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit. Als
Kulturflaschen dienten Cell Culture Flask 75 cmz, 250 ml, PS, steril der Firma Greiner
(Germany). Alle Flussigkeiten, die mit den Zellen in Beriihrung kamen, wurden auf 37 °C
vorgewarmt. Zur besseren Adhdasion der Zellen wurden die Flaschen vor dem Aussden mit
Kollagen beschichtet (,coating”). Dazu wurden 20 ml Collagen-Loésung (0,01 mg/ml) in die
Flasche gegeben und 20 min im Brutschrank inkubiert. Danach wurde die Losung abgesaugt

und die Flasche fir die Zellkultur verwendet.

B.2.2.2.3 Zellkultur von HMEC-1

Auftauen von HMEC-1

Zur Inkulturnahme eingefrorener HMEC-1-Zellen wurden die Zellen ziigig aufgetaut und
vollstandig in 10 ml ECGM Uberfiihrt. Die Zellsuspension wurde bei 1000 U/min 5 min und RT
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 10 ml ECGM
resuspendiert und in eine, mit Collagen beschichtete, Kulturflasche lberfiihrt und mit

weiteren 10 ml ECGM versetzt. Nach 24 h Kultivierung wurde das Medium abgesaugt und
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durch 20 ml frisches ECGM ersetzt. Nach weiteren 24 h konnten die nun konfluent

gewachsenen Zellen passagiert werden.

Passagieren von HMEC-1

Konfluent gewachsene HMEC-1 wurden zweimal mit je 20 ml PBS gewaschen (PBS zugeben,
schwenken und absaugen). Zum Ablésen der Zellen wurden 4 ml Trypsin/EDTA-LOsung
zugegeben und fiir 4 min im Brutschrank inkubiert. Durch leichtes Klopfen wurden die Zellen
vom Boden abgeldst. AnschlieBend wurden 20 ml Abstoppmedium (500 ml M199 + 50 ml
hitzeinaktiviertes FCS) zugegeben und die gesamte Zellsuspension in ein 50 ml
Zentrifugenrohrchen Gberfiihrt. Die Kulturflasche wurde nochmals mit 20 ml
Abstoppmedium gesplilt und die Suspension ebenfalls ins Zentrifugenréhrchen lberfiihrt.
Nach 5 min Zentrifugieren bei 1000 U/min und RT wurde der Uberstand abgesaugt und die
Zellen in einer definierten Menge ECGM resuspendiert (bei 1:8 Splitting in 8 ml, bei 1:10
Splitting in 10 ml ECGM). 1 ml der Suspension wurde in eine neue Kulturflasche gegeben, in
der 19 ml ECGM vorgelegt waren. Die Zellen wurden im Rhythmus von 2 bzw. 3 Tagen (1:8
bzw 1:10 splitting) passagiert. Die Zellen wurden bis etwa zur Passage 12 fiir die Zell-Assays

verwendet.

Zellzahlbestimmung und Aussaen von HMEC-1

Die beim Passagieren der Zellen Ubrige Zellsuspension wurde zum Ansden von Assays
verwendet. Sollte eine bestimmte Zellzahl in einem Versuch eingesetzt werden, so wurde
vor der Ansaat die Anzahl der Zellen in der nach dem Ernten erhaltenen Zellsuspension
ermittelt. Hierzu wurde die Zellzahl pro Milliliter nach Anfarben mit Trypanblau-Losung mit
einer Thoma-Zahlkammer bestimmt. Danach wurde die gewilinschte Zellzahl pro Milliliter

durch Verdiinnen mit ECGM erreicht.

B.2.2.2.4 ICAM-1-Assay

Hintergrund und Bezug zur Entziindungshemmung, der ICAM-1-Assay als Entziindungs-
modell
Zur Testung von Substanzen auf potentiell anti-inflammatorische Eigenschaften ist u.a. der

mit HMEC-1 Zellen in vitro durchgefiihrte ICAM-Assay geeignet. Dabei werden HMEC-1 zur
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Expression von ICAM-1 stimuliert, was durch eine Vielzahl von Mediatoren geschehen kann
wie z.B. TNF-a, LPS oder IFN-y.2****2% Dje Zellen werden gemeinsam mit Testsubstanzen
inkubiert und das Mal} der ICAM-1-Expression durch Zugabe eines fluoreszenzmarkierten
Antikorpers gegen ICAM-1 durchflusszytometrisch bestimmt. Die Fahigkeit einer Substanz
die ICAM-1-Expression zu vermindern kann als entziindungshemmende Eigenschaft
angesehen werden, da ICAM-1 eine zentrale Rolle v.a. auch bei chronischen Entziindungen
spielt (vgl. B.1.4.1). Der detaillierte pharmakologische Mechanismus einer beobachteten

ICAM-1-Expressionshemmung wird durch den ICAM-Assay jedoch nicht geklart.

Praktische Durchfiihrung

Versuchsdesign

In jedem Experiment wurde eine Negativkontrolle, die nur mit Medium inkubiert und nicht
(mit TNF-a, IFN-y oder LPS) stimuliert wurde, mit vermessen. Alle anderen Wells wurden
stimuliert. Als Aktivierungs-Kontrolle diente eine Gruppe, die nur mit Medium inkubiert und
mit dem jeweiligen Stimulus behandelt wurde. Die ICAM-1 Expression dieser Gruppe wurde
als 100% gesetzt. Als Positivkontrolle fir die Hemmung der ICAM-1 Expression dienten Zellen
die mit einer 5uM Parthenolid-ECGM-L6sung  behandelt ~ wurden. Eine
Losungsmittelkontrolle (maximale verwendete Losungsmittelkonzentration in ECGM) wurde
durchgefiihrt, um einen moglichen Einfluss des Losungsmittels auf die ICAM-1 Expression
ausschlieBen zu kénnen. Wenn nicht anders erwdhnt, wurde jede Konzentration einer
Testsubstanz je Experiment in Duplicaten vermessen und jedes Experiment wurde dreimal

unabhangig voneinander mit jeweils unterschiedlichen Zellpassagen wiederholt.

Aussden der Zellen und Substanzaufgabe

Konfluent gewachsene Zellen einer Kulturflasche wurden wie oben beschrieben geerntet
und die Zellen in 9 ml ECGM resuspendiert. 3 ml davon wurden mit 10 ml ECGM auf 13 ml
verdlinnt und 500 pl der verdiinnten Suspension pro Well einer 24-well-Platte gegeben. Die
Zellen wurden 48 h bis zur Konfluenz im Brutschrank inkubiert. Vor der Substanzaufgabe

wurde das Medium abgesaugt und mit etwa 200-300 ul PBS gewaschen. Die Verdinnungen

3 Roebuck und Finnegan 1999

% Chan und Murphy 2003
* park et al. 2009
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der Testsubstanzen wurden kurz vor der Zugabe frisch mit ECGM hergestellt und jeweils
500 pl davon pro Well auf die Zellen gegeben. Es wurden Konzentrationen von 1, 10, 25, 50
und 75 uM oder bei Extrakten in Konzentrationen zwischen 1-100 pug/ml getestet. Nach

30 min Vorinkubation im Brutschrank wurde mit TNF-a, LPS oder IFN-y stimuliert.

Stimulierung der ICAM-1-Expression

Fur die Stimulierung mit TNF-a wurden pro Well 5 pl einer TNF-a-Lésung (1 pug/ml TNF-a in
ECGM, frisch hergestellt) gegeben. Dies ergab eine finale TNF-a-Konzentration von 10 ng/ml.
Fir die Stimulierung mit LPS wurden pro Well 2,5ul einer LPS-Lésung in PBS der
Konzentration 200 pg/ml gegeben. Dies ergab eine LPS-Konzentration von 1 pg/ml.

Fir die Stimulierung mit IFN-y wurden pro Well 5 pul einer IFN-y-Lésung in PBS der
Konzentration 4 pug/ml gegeben. Dies ergab eine IFN-y-Konzentration von 40 ng/ml. Nach
Stimulierung wurden die Zellen weitere 24 h im Brutschrank inkubiert. Die durch die Zugabe
der Aktivierungslésungen auftretende Verdiinnung und der dadurch entstehende Fehler von

maximal 1% wurden vernachlassigt.

Aufarbeitung der Zellen fiir die FACS-Analyse

Nach 24 h Stimulierung wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 200-300 ul PBS
gewaschen. Zum Abldsen der Zellen wurden je Well 200 pl Trypsin/EDTA-L6sung zugegeben
und fir 4 min im Brutschrank inkubiert. Zur Verbesserung des Ablosevorgangs wurde die
Suspension mit der Pipette mehrmals eingesaugt und kraftig in das Well ausgestofien. Die
Suspension wurde anschliefend in ein FACS-Rohrchen Uberfiihrt, in das zum Fixieren der
Zellen 100 pl einer 10% Formaldehydlésung vorgelegt waren. Die Losungen wurden intensiv
vermischt (Vortexmischer) und fir 15 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml PBS und
erneutem Vortexen, wurden die Losungen bei 1200 U/min 5 min bei RT zentrifugiert und
daraufhin der Uberstand abgekippt. In das verbliebene Restvolumen wurden pro Réhrchen
5ul einer Loésung des fluoreszenzmarkierten (FITC, Fluorescein-Isothiocyanat)
Mausantikorpers 1gG1 gegen humanes CD54 (ICAM-1) (Firma Biozol) der Konzentration
0,1 mg/ml gegeben, das Ganze gevortext und fiir 20 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Zur
Entfernung Uberschissigen Antikorpers wurde 1 ml PBS zugegeben. Nach Vortexen und

Abzentrifugieren (1200 U/min 5 min bei RT) wurde der Uberstand abgekippt und die Zellen
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in 400 ul PBS aufgenommen. Nach erneutem intensivem Vortexen wurden die

Zellsuspensionen am FACS (Facscalibur™, Becton Dickinson, USA) vermessen.

FACS-Analyse

Zur Ermittlung der ICAM-1-Expression der Zellen wurde mittels FACS (Fluorescence Activated
Cell Sorting) die Fluoreszenz der an ICAM-1 gebundenen, fluoreszenzmarkierten Antikérper
jeder Zelle durchflusszytometrisch gemessen. Um eine Auswertung von z.B. Zelltrimmern zu
vermeiden, wurde eine Vorauswahl der zu vermessenden Zellpopulation anhand ihrer
Granularitdat und GroRe getroffen (Seitenstreulicht, SSC und Vorwartsstreulicht, FSC). Pro
Rohrchen (also pro Well) wurden 5000 Zellen vermessen und anschliefend die Daten mit der
Software Cell Quest Pro (Becton Dickinson, Franklin, USA) prozessiert. Tabelle 15 gibt die

Gerateeinstellungen des FACS wieder.

Tabelle 15: Einstellungen des FACS-Gerates zur Analyse der ICAM-1-Expression.

Parameter: Einstellungen:
Anregungswellenldnge 495 nm
Emmissionswellenldnge 519 nm

SSC 320V

FSC 10V
Spannung FL 1 500V

Fluss 60 pl/min
Auswertung

Die Auswertung der FACS-Messung erfolgte mit dem Programm WinMDI 2.9. Dazu wurden
erneut die erwiinschten Zellpopulationen im Densityplot nach Granularitdt und GroRe
ausgewahlt, um Zelltrimmer von der Auswertung auszuschliefen. Als Messwert dienten die
jeweiligen Mittelwerte der Fluoreszenzintensitditen der 5000 vermessenen Zellen eines
Wells. Der Mittelwert der beiden Messwerte der stimulierten, unbehandelten Zellen wurde
als Referenzwert benutzt und als 100% ICAM-1-Expression gesetzt. Alle anderen Messwerte

wurden prozentual auf diesen Wert bezogen.
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B.2.2.2.5 Zellviabilitédt (MTT-Assay)

Hintergrund

Der MTT-Assay wird zum Testen eines moglichen toxischen Einflusses von Substanzen auf
Zellen (Zytotoxizitat) benutzt. Dabei wird davon ausgegangen, dass die Umsetzung des zu
den Zellen gegebenen, gelben MTTs (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazoliumbromid) zum blauen Formazan proportional zur Zellviabilitat ist. MTT wird von
der Succinat-Reduktase in der Atmungskette der Mitochondrien und Enzymen des
Endoplasmatischen Reticulums mit Hilfe von NAPDH/H® bzw. NADH/H® zum
wasserunloslichen Formazan reduziert, welches sich, meist kristallin, in den Zellen
anreichert. Durch Auflésen der Zellen mit einem Detergens wird das Formazan freigesetzt

2% Sinn des Assays in dieser Arbeit war die

und kann photometrisch bestimmt werden.
Vermeidung falsch postitiver oder falsch negativer Ergebnisse in anderen Assays wie z.B.
dem ICAM-1-Assay, die durch die Toxizitdt der Substanzen hervorgerufen werden kénnte.
Daher wurden in anderen Assays i.d.R. nur Substanzkonzentrationen verwendet, die sich im
MTT-Assay oder vergleichbaren Toxizitats-Assays als nicht toxisch erwiesen haben. Neben
der metabolischen Aktivitat der Zellen spielt natiirlich auch die Zellzahl eine Rolle fir die

umgesetzte Menge an MTT, wodurch auch ein Bezug zur Proliferation der Zellen besteht.?®’

Praktische Durchfiihrung

Versuchsdesign

Die Umsetzung des Tetrazoliumsalzes MTT zum Formazan ist proportional zur Viabilitat bzw.
Vitalitdt der HMEC-1 Zellen. Neben einer Kontrollgruppe, die nur mit Medium versetzt
wurde, und einer Losungsmittelkontrolle, die die hochste Konzentration (meist 0,1%) an
Losungsmittel (EtOH oder DMSO) enthielt, wurden die Testsubstanzen aufgegeben, um ihre
Zytotoxizitat auf die Zellen zu testen. Die Loésungsmittelkontrolle wurde mitgefiihrt, um
Losungsmitteleffekte auszuschliefen. Die unbehandelte Kontrolle wurde als 100%
Lebensfahigkeit gesetzt. Bei einer Verminderung der Umsetzung des MTT wurde eine

toxische Wirkung der Substanzen auf die Zellen angenommen.

% Mosmann 1983

*7 Hansel und Sticher 2007
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Ausséden der Zellen und Substanzaufgabe

Fir den MTT-Assay wurden die HMEC-1 wie oben beschrieben geerntet und mit einer
Zellzahl von 90.000 bzw. 15.000 pro Well (100 ul) in zuvor mit Collagen beschichtete 96-well-
Platten ausgesat. Zur Beschichtung wurden 100 ul Collagen-Loésung pro Well gegeben, fiir
20 min im Brutschrank inkubiert und die Losung danach abgesaugt. Daraufhin wurden die
Zellen angesat. Nach 24 h Kultivierung im Brutschrank wurde das Medium aus den Wells
abgesaugt und durch 100 ul der jeweiligen Verdiinnung der Testsubstanzen ersetzt. Die
Verdinnungen der Testsubstanzen wurden kurz vor der Zugabe frisch mit ECGM hergestellt.
Es wurden Konzentrationen von 1, 10, 25, 50 und 75 uM oder bei Extrakten in
Konzentrationen zwischen 1-100 pg/ml getestet. Die Zellen wurden nach Substanzaufgabe
24 h in Brutschrank inkubiert. Zur Vermeidung von Randeffekten wurden die Wells an den
Randern der Platte mit PBS befillt. Jede Substanz wurde pro Experiment in sechs Parallelen
getestet, jedes Experiment wurde dreimal unabhangig voneinander mit unterschiedlichen

Zellpassagen wiederholt.

Aufgabe von MTT-Lésung und Aufarbeitung der Zellen

Nach 24 h Inkubation mit den Testsubstanzen wurde das Medium abgesaugt, durch 100 pl
10% MTT-Losung in ECGM (MTT-Losung: 4 mg/ml MTT in PBS) ersetzt und fir 3h im
Brutschrank inkubiert. Hierauf wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen mit 100 pl
einer 10%igen SDS-Losung (10% SDS in Wasser) lysiert. Die 96-well-Platten wurden Uber
Nacht bei RT im Dunkeln inkubiert, damit sich die entstandenen Formazankristalle |6sen

konnten, und anschliefend photometrisch vermessen.

Messung der Absorption und Auswertung

Die Absorption der einzelnen Wells wurde bei 560 nm mit einem Plattenlesegerat (Tecan
SpectraFluor plus, Tecan) bestimmt. Der Mittelwert der 6 Messungen der Kontrolle wurde
fiir jedes Experiment als Referenzwert fiir 100% Zellviabilitat gesetzt. Hierauf wurden alle
anderen Messwerte des Experiments prozentual bezogen. Aus den 3 Wiederholungen des

Experiments wurden die Mittelwerte gebildet und statistisch ausgewertet.
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B.2.2.2.6 Immunfluoresenzmikroskopische Untersuchung der Translokation von NF-kB

Hintergrund und Bezug zur Entzindungshemmung

Mit Hilfe dieses Experiments sollte festgestellt werden, ob die Testsubstanzen die TNF-a-
induzierte Translokation des Transkriptionsfaktors NF-kB vom Zytoplasma in den Zellkern
vermindern konnen. Der Transkriptionsfaktor NF-kB ist, wie oben bereits erwahnt (vgl.
B.1.4.1 und B.1.4.2), u.a. an der Signaltransduktion von Entziindungsreizen und der
Transkription pro-inflammatorischer Gene beteiligt. Eine Hemmung der Translokation vom
Zytoplasma in den Zellkern kann daher einen moglichen anti-inflammatorischen

Wirkmechanismus darstellen.

Praktische Durchfiihrung

Versuchsdesign

Das Versuchsdesign bestand aus einer nicht mit TNF-a stimulierten Gruppe (Medium,
Losungsmittelkontrolle, Parthenolid 5 uM und der Testsubstanz(en) in der jeweils hochsten
Konzentration), um mogliche Einfliisse auf die Translokation ohne TNF-a-Stimulierung zu
erkennen und einer zweiten Gruppe, die mit TNF-a stimuliert wurde (Medium, Parthenolid
5uM und den Testsubstanzen in den Konzentrationen 10, 50 und 75 uM), um einen
moglichen Einfluss von Testsubstanzen auf die Translokation zu untersuchen. Das SL
Parthenolid wurde als Vergleichssubstanz (analog zur Positivkontrolle im ICAM-1-Assay)

verwendet.

Aussden der Zellen, Substanzaufgabe und Stimulierung mit TNF-a

Fiir die immunfluoresenzmikroskopische Untersuchung der Translokation von NF-kB wurden
die HMEC-1 wie oben beschrieben geerntet und mit einer Zellzahl von 15.000 pro Well
(2100 ul) in zuvor mit Collagen beschichtete 96-well-Platten ausgesat. Nach 24 h Kultivierung
im Brutschrank wurde das Medium abgesaugt und durch 100 ul der jeweiligen Verdiinnung
der Testsubstanzen ersetzt. Die Verdiinnungen der Testsubstanzen wurden kurz vor der
Zugabe frisch mit ECGM-Medium hergestellt. Es wurden Konzentrationen von 10, 50 und
75 uM getestet, auRBerdem Parthenolid in einer Konzentration von 5 uM. Nach Aufgabe der

Substanzen wurde 30 min im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden bei der zu
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stimulierenden Gruppe die Losungen der Testsubstanzen abgesaugt und durch 100 ul der
jeweils selben Losung ersetzt, welche jedoch unmittelbar zuvor mit 2 pl einer TNF-a-Losung
der Konzentration 1 pg/ml in ECGM (finale TNF-a-Konzentration im Well 20 ng/ml) versetzt
und intensiv vermischt wurde. Es wurde fiir weitere 30 min im Brutschrank inkubiert. Der
geringe Fehler durch die Verdinnung mit TNF-a-Losung wurde dabei vernachlassigt. Die
Experimente wurden in Duplicaten durchgefiihrt und jedes Experiment wurde dreimal

unabhangig voneinander mit jeweils unterschiedlichen Zellpassagen durchgefihrt.

Immunfluoreszenzfarbung fiir den Transkriptionsfaktor NF-kB
Die Immunfluoreszenzfarbung zur Untersuchung der Translokation von NF-kB erfolgte nach
dem Protokoll des Cellomics® HCS Reagent Kit Multiplex NF-kB and c-Jun Activation (Thermo

Scientific, USA). In Tabelle 16 sind die verwendeten Reagenzien aufgelistet.

Tabelle 16: Reagenzien fiir die Immunfluoreszenzfarbung von NF-kB in HMEC-1 (Cellomics® HCS Reagent Kit
Multiplex NF-kB and c-Jun Activation (Thermo Scientific, USA).

Reagenz: Zusammensetzung:

1X Waschpuffer 10X Waschpuffer, 1:10 mit Millipore Wasser verdiinnt

Fixierungslosung 4% FormaldehydIésung

Permeabilisierungspuffer 10X Permeabilisierungspuffer, 1:10 mit Wasser verdiinnt

Blockpuffer 10X Blockpuffer, 1:10 mit Millipore Wasser verdiinnt

Primare Antikorperlosung (fur 96 Wells) 24 ul primarer Antikorper NF-kB (Rabbit) in 55ml 1 X
Blockpuffer

Farbeldsung (fur 96 Wells) 0,275 pl Hoechst Dye, 13,75 pl DyLight 549 Goat Anti-Rabbit in

5,5 ml 1X Blockpuffer

Nach erfolgter Aktivierung mit TNF-a wurde das Medium aus allen Wells abgesaugt und die
Zellen mit 100 pl warmer Fixierungslosung flir 15 min bei RT inkubiert. Die Fixierungslésung
wurde abgesaugt und die Wells zweimal mit 100 pl 1X Waschpuffer gewaschen. Daraufhin
wurde mit 100-pul/Well Permeabilisierungspuffer fir 15 min bei RT inkubiert, der Puffer
danach abgesaugt und die Zellen zweimal mit 1X Blockpuffer gewaschen. Danach wurde mit
100 pl/Well 1X Blockpuffer fir 15 min bei RT inkubiert. Nach Absaugen des Blockpuffers
wurden 50 pl primare Antikorperlosung je Well zugegeben und fiir 1 h bei RT inkubiert. Nach
Absaugen der Antikorperlosung wurde zweimal mit 100 pl/Well 1X Blockpuffer gewaschen,
50 pl Farbelésung zugegeben und fiir 1 h bei RT im Dunkeln inkubiert. Die Farbel6sung
wurde abgesaugt, jedes Well zweimal mit 100 pl 1X Waschpuffer gewaschen und daraufhin
mit 150 ul 1X Waschpuffer befillt. Die so behandelte Platte wurde im Fluoreszenzmikroskop

vermessen.
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Fluoreszenzmikroskopische Bildaufnahme und Auswertung

Die fluoreszenzmikroskopische Bildaufnahme erfolgte mit Hilfe eines Carl Zeiss
AxioObserver.Z1 (Carl Zeiss, Germany) mit motorisiertem Objekttisch, EC Plan-Neofluar 10x
Objektiv, dem entsprechenden Reflektoren-Set fiir die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe
(Reflektoren 38 HE, 43 HE, 49) und der Software AxioVision 4.8.1 (Carl Zeiss Microlmaging,
Germany).

Fir die Aufnahmen wurden folgende Einstellungen vorgenommen:

Multichannel, Autofocus,

Ch1 = DyLight 549 (NF-kB), Reflektor 43 HE, Belichtungszeit 1500 ms,

Ch3 = Hoechst33342 (Nukleus), Reflektor 49, Belichtungszeit 300 ms.

Positionsliste: 3 Bilder pro Well

Fir die Bildauswertung wurde das AxioVision ASSAYbuilder™ Physiology Analyst Modul
benutzt. Zur automatischen Objekterkennung und Bestimmung der Zellkerngrenzen diente
die Hoechstfarbung, welche hierzu als Ch1 = Primary Object (Nucleus)definiert wurde. NF-kB
wurde als Ch2 gesetzt.

Zur Analyse der Translokation von NF-kB wurde eine Kreis-Maske (circ) Gber den Zellkern
und eine Ring-Maske (ring) tUber das Zytoplasma jeder Zelle gelegt. Die Kreis-Maske erfasst
die Fluoreszenzintensitdt des Transkriptionsfaktors im Kern, die Ring-Maske die
Fluoreszenzintensitat im Zytoplasma.

Zur Bestimmung der Translokation von NF-kB wurde fiir jedes Well die gemittelte Differenz
der durchschittlichen  Fluoreszenzintensitdt zwischen  Kreis- und  Ring-Maske
(MEAN_CircRingAvgintenDiff) von Ch2 bestimmt.

Einstellungen fir die Bildanalyse:

Ch1 = primary object (nuclei)

Ch2= NF-kB, CircModifier 0, Ring distance 0, Ring Width 20
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B.2.2.2.7 Reportergen-Assay (Luciferase-Assay) fiir NF-kB

Hintergrund und Bezug zur Entzindungshemmung

Mit Hilfe eines Reportergen-Assays kann u.a. die Promotoraktivitdt von Genen untersucht
werden. Dazu wird ein sog. Reportergen mit dem zu untersuchenden Promotor gekoppelt
und dieses Konstrukt als Plasmid in Zellen eingeschleust. In der vorliegenden Arbeit wurde
als Reportergen das Luziferasegen verwendet und mit dem NF-kB-Promotor gekoppelt. Bei
Stimulierung der Zellen, z.B. mit TNF-a, wird der oben beschriebene NF-kB-Signalweg
aktiviert, an dessen Ende die Bindung von NF-kB an seinen Promotor steht. Eine Aktivierung
des Signalwegs flihrt zu vermehrter NF-kB Bindung an den Promotor und damit auch zur
Erhohung der Transkription (und damit i.d.R. auch der Translation) des Lucifarasegens. Der
Umfang der Luciferase-Expression wird durch deren enzymatische Aktivitat (Oxidation von
Luciferin unter Biolumineszenz) luminometrisch detektiert. Substanzen, die den NF-kB-
Signalweg beeinflussen, erhohen oder senken die Transkription und damit die Expression
des Luciferasegens, was wiederum zu detektierbaren Anderungen der Biolumineszenz

fihrt. 28

Praktische Durchfiihrung

Der Reportergen-Assay (Luciferase-Assay) wurde freundlicherweise von Frau Simone Fuchs
(Lehrstuhl Pharmazeutische Biologie der Goethe-Universitdat Frankfurt am Main) mit dem
Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega, USA) durchgefihrt. Dazu wurden HUVEC
(human umbilical vein endothelial cells) mit Plasmiden transfiziert, die fir Renilla-Luziferase
(zur Uberpriifung des Transfektionserfolgs) und fiir Firefly-Luciferase (gekoppelt an NF-kB-
Promotor) kodieren. Nach 24 h Kultivierung wurden die Zellen mit 10, 30 und 100 uM
Matricin in Zellkulturmedium behandelt und nach 30 min Vorinkubation mit 10 ng/ml TNF-a
fir 5h stimuliert. Luciferaseaktivitdit wurde durch Spektrofluorometrie bestimmt. Die
Messwerte der 4 Wiederholungen wurden gemittelt und statistisch ausgewertet (One-way

ANOVA gefolgt von Newman-Keuls-Test, behandelte Gruppen versus TNF-a).
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B.2.2.3Pharmakologische Tests mit RAW 264.7-Zellen

B.2.2.3.1 Allgemeines zu RAW 264.7

Die Zelllinie RAW 264.7 wurde durch Transfektion muriner Makrophagen mit dem Abelson
Leukdmievirus erhalten. Die Zellen weisen die Eigenschaften ,normaler” Makrophagen auf,
wie z.B. die Pinozytose von Neutralrot, Phagozytose von Zymosan und Latexkligelchen und

die Neutralisierung von Tumorzellen.?*

RAW-Zellen geben aulRerdem bei bestimmten
Stimuli, wie z.B. LPS (Lipopolysaccharid), einem Bestandteil der duBeren Zellmembran
gramnegativer Bakterien, oder den Cytokinen TNF-q, IL-1 oder IFN-y, Stickstoffmonoxid (NO)

nach aufen ab.

B.2.2.3.2 Zellkultur von RAW 264.7

Soweit nicht anders erwdhnt, galten fur alle Arbeiten mit RAW 264.7 folgende Parameter:
Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte analog zu den HMEC-1 in einem CO2-Inkubator bei 37 °C, 5% CO, und gesattigter
Luftfeuchtigkeit. Alle Fliissigkeiten, die mit den Zellen in Berihrung kamen, wurden vorher
auf 37 °C aufgewarmt. Als Kulturmedium wurde RPMI-Medium (RPMI 1640, 500 ml, 2,0 g/I
NaHCOs3;, mit Phenolrot + 50 ml hitzeinaktiviertes FCS + 5,5ml L-Glutamin 200 mM,
Biochrom), benutzt. Zum Passagieren wurden die konfluent gewachsene Zellen zweimal mit
10 ml PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom Boden
der Kulturflasche in 10 ml RPMI-Medium abgeschabt und gut resuspendiert. Je nach
Zelldichte, wurde im Verhaltnis 1:10 bzw. 1:20 gesplittet. Dazu wurde 0,5 bzw. 1 ml der
Zellsuspension in eine neue Zellkulturflasche Gberfiihrt und dann mit frischem Medium auf

20 ml aufgefullt.

299

Raschke et al. 1978

69



B.2.2.3.3 Griess-Assay

Hintergrund und Bezug zur Entzindungshemmung

Wie oben bereits erwahnt (vgl. B.1.4.3) bilden Makrophagen u.a. bei Stimulierung mit LPS
NO-Radikale. NO dient u.a. zur direkten Bekdmpfung von Tumorzellen und Mikroorganismen
aber auch als Entziindungsmediator. NO kann in Losung mit Sauerstoff und Wasser reagieren
und so Nitrit-lonen bilden, die mit dem Griess-Reagenz nachgewiesen und quantifiziert

werden kdnnen,30%30?

Im Griess-Assay werden Testsubstanzen auf die Fahigkeit hin getestet,
die Menge der im Uberstand von stimulierten RAW 264.7-Zellen akkumulierten Nitrit-lonen
zu reduzieren. Ob dabei die iINOS-Synthese bzw. deren Aktivitdt vermindert wird oder NO
bzw. Nitrit selbst abgefangen wird, ldsst sich mit dem Assay nicht abschlieRend klaren.
Jedoch kann eine Verminderung der Nitrit-Konzentration durch Testsubstanzen im

Zelliberstand einen Hinweis auf eine potentiell entziindungshemmende Wirkung dieser

Stoffe liefern.

Praktische Durchfiihrung

Versuchsdesign

RAW 264.7-Zellen wurden mit LPS zur Produktion von NO durch die iNOS stimuliert. Das NO
wird in das Kulturmedium abgegeben, wo es zu Nitrit oxidiert und akkumuliert wird. Der
Nachweis des NO erfolgt indirekt, Gber den Nachweis des Nitrits. Neben den mit den
Testsubstanzen behandelten Zellen gab es eine Kontrollgruppe, die nur Medium erhielt und
eine Losungsmittelkontrolle, die mit der hochsten Konzentration (meist 0,1%) an
Losungsmittel (EtOH oder DMSO) behandelt wurde. Die Nitrit-Menge der nur mit LPS
aktivierten Kontrollgruppe wurde als 100% gesetzt und die Werte der mit Testsubstanzen
behandelten Zellen darauf bezogen. In Vorversuchen wurden auch nicht mit LPS stimulierte,
aber ansonsten gleich behandelte Gruppen vermessen, um eventuelle Stimulierung oder
andere Nebeneffekte der Testsubstanzen auf die Nitrit-Konzentration im Uberstand

auszuschliel3en.

3% stuehr und Marletta 1987
3% Misko et al. 1993
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Ausséden der Zellen und Substanzaufgabe

Zur Durchfiihrung des Griess-Assays wurden pro Well einer 96-well Platte 8 x 10 Zellen in
einem Volumen von 100 ul angesat. Hierbei wurde Medium ohne Phenolrot verwendet, um
den photometrischen Nitrit-Nachweis nicht zu storen. Die Zellen wurden im Brutschrank fir
24 h kultiviert und danach mit den Testsubstanzen inkubiert. Dazu wurde das Medium
abgesaugt und die Losungen der Testsubstanzen in RPMI-Medium in doppelter
Endkonzentration aufgegeben (50 ul). In die Wells, die mit LPS stimuliert werden sollten,
wurden zusatzlich 50 pl einer LPS-Losung (2 pg/ml LPS in PBS) der Konzentration 20 ng/ml in
RPMI gegeben (final 10 ng/ml). In Wells, die nicht stimuliert werden sollten, wurde lediglich
50 pl RPMI zugegeben. Die Testsubstanzen wurden in den Konzentrationen 1, 10, 25, 50, 75
und 100 UM oder bei Extrakten in Konzentrationen zwischen 1-100 pg/ml getestet. Jede
Konzentration wurde in einem Experiment in 8 Wells aufgegeben. Jedes Experiment wurde,
wenn nicht anders erwahnt, dreimal unabhangig voneinander, mit jeweils unterschiedlichen
Zellpassagen wiederholt. Nach der Substanzaufgabe wurden die Zellen fiir weitere 24 h im

Brutschrank inkubiert.

Bestimmung der Nitirt-Konzentration im Uberstand und Auswertung

Nach 24 h Inkubation wurden 50 ul Uberstand aus jedem Well in eine neue 96-well-Platte
Uberfihrt und jeweils mit 50 ul Griess-Reagenz versetzt, das frisch hergestellt wurde (50 mg
N-(1-Naphtyl)ethylendiamindihydrochlorid, 500 mg Sulfanilamid, 175 ul ortho-
Phosphorsdure 85%, in 50 ml Wasser, Erhitzen im Wasserbad auf ca 60-70 °C). Nach 15 min
Inkubation bei RT im Dunkeln wurde die Absorption der Wells im Plattenlesegerat bei
560 nm bestimmt. Zum Erstellen einer Kalibriergeraden wurden NaNO,-Lésungen der
Konzentrationen 10, 25, 50 und 100 uM mit farblosem RPMI-Medium hergestellt, analog mit
Griess-Reagenz versetzt und vermessen. Aus den Mittelwerten jeder Konzentration wurde
eine Kalibriergerade erstellt, die Geradengleichung ermittelt und nach Umstellen der
Gleichung und Einsetzen der jeweiligen Messwerte der Experimente die Konzentrationen an
Nitrit in jedem Well berechnet. Diese Konzentrationen wurden prozentual auf die der
unbehandelten, mit LPS stimulierten Kontrollgruppe (100%) bezogen. Dann wurden aus den
resultierenden Prozent-Werten die Mittelwerte jeder Gruppe bestimmt und diese statistisch
ausgewertet. Die ICso-Werte des Griess-Assays wurden halbgraphisch durch Auftragung der

Hemmung der Nitritmenge [%] gegen die Konzentration der Testsubstanz [uM] ermittelt.
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Dazu wurde mit Hilfe von Excel die zugehdrige Funktionsgleichung erstellt, nach der x-
Variablen (zugehorige Konzentration bei 50% Hemmung) aufgeldst und fiir die y-Variable der

Wert 50 eingesetzt.

B.2.2.34 Modifizierter Griess-Assay

Im modifiziertem Griess-Assay sollte der zeitliche Einfluss von Matricin und Chamazulen auf
die NO-Konzentration im Uberstand von RAW 264.7-Zellen untersucht werden. Dazu wurde
die eine Halfte einer 96-well Platte wie oben beschrieben behandelt, der zweite Teil der
Platte wurde parallel fiir 23 h lediglich mit LPS, aber ohne Testsubstanzen inkubiert. Erst 1 h
vor der Messung wurden die gleichen Konzentrationen (1, 25, 50 und 75 uM) wie auf der
anderen Halfte der Platte durch Zugabe konzentrierter Losungen von Matricin und
Chamazulen eingestellt. Wegen der sehr kleinen Volumina (0,5-1,25 ul) wurde der
Verdiinnungseffekt vernachlassigt. Die Messung und Auswertung erfolgte analog zum nicht
modifizierten Griess-Assay. Die Experimente wurden in vier Parallelen durchgefiihrt und
dreimal mit Zellen unterschiedlicher Passagen wiederholt. Der Assay wurde nach der von

Fang et al. (2003) angewandten Methode durchgefiihrt.>*?

B.2.2.3.5 Zellzahlbestimmung

Hintergrund

Um sicher zu gehen, dass die Testsubstanzen in den verwendeten Konzentrationen nicht
toxisch fir RAW 264.7-Zellen sind und damit falsch positive Testergebnisse im Griess-Assay
auszuschlieBen, wurde die Zellviabilitdt durch Zellzahlbestimmung gemessen. Um maoglichst
viele Parameter konstant zu halten, wurde dafiir auch die gleiche Zellzahl wie im Griess-
Assay benutzt. Bei dieser hohen Zellzahl ist, u.a. durch die hohe Stoffwechselaktivitat der

RAW 264.7-Zellen, der MTT-Assay nicht durchfiihrbar.
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Praktische Durchfiihrung

Versuchsdesign

Zur Bestimmung der Viabilitdt wurden die Zellen mit Testsubstanzen inkubiert und ihre
Zellzahl im Vergleich zur Zellzahl der Kontrollgruppe (100% Viabilitat), die nur mit Medium
behandelt wurde, fluoreszenzmikroskopisch bestimmt. Durch eine Losungsmittelkontrolle

(0,1%) konnte ein Einfluss des Losungsmittels ausgeschlossen werden.

Aussden der Zellen und Substanzaufgabe

Es wurden, analog zum Griess-Assay, 8x10” Zellen pro Well ausgesit und 24 h im Brutschrank
kultiviert. Nach Absaugen des Mediums wurden die Testsubstanzen aufgegeben. Getestet
wurden die Konzentrationen 1, 10, 25, 50, 75 und 100 uM oder bei Extrakten in
Konzentrationen zwischen 1-100 ug/ml. Nach Aufgabe der Substanzen wurden die Zellen

24 h im Brutschrank inkubiert.

Fixierung und Farben der Zellen

Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen zum Fixieren fir 30 min bei RT mit 100 ul
4% Formaldehyd-Losung inkubiert. Die Losung wurde abgesaugt und die Zellen zweimal mit
100 pl PBS gewaschen. Danach wurde mit 50 ul Hoechst-Losung (Hoechst33342 20 mM,
1:1200 in PBS) 10 min bei RT und Dunkelheit inkubiert. Nach Absaugen der Farbeldsung
wurde zweimal mit 100 ul PBS gewaschen und dann jedes Well mit 150 ul PBS befillt.
AnschlieBend wurde die jeweilige Zellzahl pro Well mittels Fluoreszenzmikroskopie

bestimmt.

Fluoreszenzmikroskopische Bildaufnahme und Auswertung

Die fluoreszenzmikroskopische Bildaufnahme der behandelten Platten erfolgte mit Hilfe
eines Carl Zeiss AxioObserver.Z1 (Carl Zeiss, Germany) mit motorisiertem Objekttisch, EC
Plan-Neofluar 10x Objektiv und der Software AxioVision 4.8.1 (Carl Zeiss Microlmaging,
Germany).

Fiir die Aufnahmen wurden folgende Einstellungen vorgenommen:

Ch1 = Hoechst33342 (Nukleus), Reflektor 49, Belichtungszeit 130 ms, Autofocus

Positionsliste: 4 Bilder pro Well
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Fir die Bildauswertung wurde das AxioVision ASSAYbuilder™ Physiology Analyst Modul
benutzt. Die Hoechstfarbung diente zur automatischen Objekt- und Zellkernerkennung
(CH1 = Primary Object (Nucleus)) und damit zur Bestimmung der Zellzahl. Die Parameter
wurden so gesetzt, dass die Auswertungsmaske die groRtmégliche Ubereinstimmung mit der
Aufnahme aufwies. Zur Auswertung wurden die Mittelwerte der Objektzahl (valid object
count) aus den Einzelbildern jeder Gruppe (Behandlung) berechnet und prozentual auf die

unbehandelte Kontrollgruppe (100%) bezogen.

B.2.2.4 SNP-Assay

B.2.2.4.1 Hintergrund

Im Griess-Assay besteht neben einer Hemmung der NO-Produktion auch die Méglichkeit,
dass Testsubstanzen das gebildete NO abfangen bzw. die Griess-Reaktion behindern.

Der oktaedrische Eisenkomplex di-Natriumnitrosylpentacyanoferrat(lll) Dihydrat (Abbildung
26) oder auch engl. Sodium nitroprusside (SNP) gibt, gel6st in PBS kontinuierlich NO an die
Losung ab und kann somit verwendet werden, um die NO-Radikalfangereigenschaften von

Substanzen zu bestimmen,393304:305,306

NO

| ok
E\Iaj Fe
2H,0
2 NC/ Non | X2

Abbildung 26: Der im SNP-Assay verwendete Eisenkomplex di-Natriumnitrosylpentacyanoferrat(lll) Dihydrat
oder engl. Sodium nitroprusside (SNP).

Dementsprechend kann der SNP-Assay als Ergdnzung zur Aussagekraft des vorher

durchgefiihrten Griess-Assays dienen.
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B.2.2.4.2 Praktische Durchfiihrung

Es wurden je 50 ul einer SNP-Losung (SNP, Sigma-Aldrich, in PBS) der Konzentration 20 mM
(final 10 uM) und je 50 pl der jeweiligen Verdinnung der Testsubstanzen in PBS der
Konzentration 200 uM (final 100 uM) in eine 96-well-Platte pipettiert und im Dunkeln bei RT
inkubiert. Als Losungsmittelkontrolle diente DMSO in PBS der finalen Konzentration 100 uM.
Es wurden nach 0, 2, 5, 8, 10, und 24 h je Gruppe 4 Proben a 50 pl entnommen und analog
zur Prozedur des Griess-Assay (siehe B.2.2.3.3) mit 50 pl Griess-Reagenz versetzt,

photometrisch vermessen und ausgewertet.

B.2.3 Statistik

Falls nicht anders erwdhnt, wurden die Graphen mit Excel (Microsoft, 2007) bzw. SPSS (SPSS
Statistics 19, IBM) erstellt. Statistische Tests auf Signifikanz wurden mit SPSS durchgefiihrt.
Der jeweils benutzte Signifikanztest wird im Ergebnisteil genannt. Ausreilertests wurden

mittels SPSS mit einem Konfidenzintervall von 95% durchgefiihrt.
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B.3 Ergebnisse

B.3.1 Praparativ-analytischer Teil
B.3.1.1Isolierung von Matricin

B.3.1.1.1 Isolierungsschema

Die Masse des DCM-Rohextraktes aus 500 g Kamillenbliiten betrug nach Abdestillieren des
Losungsmittels 19,0 g. Nach EingielRen des DCM-Rohextrakts in Petroleumbenzin, Entfernung
des Niederschlags und Abdestillieren des Losungsmittels blieben 12,2 g Riickstand. Nach
Entfettung mit MeOH und Abdestillieren des Losungsmittels betrug die Masse des
entfetteten Extrakts noch 8,2 g.

Die Vereinigung der matricinhaltigen Fraktionen nach der Kieselgel-Flash (zwischen 380-900
ml) ergab nach Abdestillieren des Losungsmittels eine Masse von 848,0 mg. Abbildung 27

zeigt die Ubersichts-DC der durchgefiihrten Kieselgel-Flash-Chromatographie.

Abbildung 27: Ubersichts-DC der Fraktionierung des Kamillenbliiten DCM-Extraktes mittels einer Kieselgel-
Flash-Chromatographie zur Isolierung von Matricin. Aufgetragen sind der Extrakt (1), Fraktionen 10, 15,..., 55
der Kieselgel-Flash (2-11), MeOH-Spilung der Saule (12), nahezu zersetztes Matricin (13) und intaktes Matricin
(14) Rg=0,32. Matricinhaltige Fraktionen (20-45) wurden vereinigt. NP-DC, FlieRmittel: DCM/tBME 5:1,
Laufhohe: 8 cm, keine Kammerséattigung, Derivatisierung: AA-Reagenz, 5 min 100 °C, Dokumentation: vis.

Nach der Al,0s-Flash-Chromatographie wurde durch die Vereinigung der matricinhaltigen
Fraktionen (zwischen 40-150 ml) nach Abdestillieren des Losungsmittels eine Masse von
474,6 mg erhalten. Abbildung 28 zeigt eine Ubersicht der Fraktionierung durch die Al,0s-

Flashchromatographie
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Abbildung 28: Ubersichts-DC der Fraktionierung der vereinigten matricinhaltigen Fraktionen aus der Kieselgel-
Flash mittels einer Al,03-Flash-Chromatographie. Aufgetragen sind die vereinigten matricinhaltigen Fraktionen
aus der Kieselgel-Flash (1, 2), Fraktionen 5, 7, 10, 15, ...,45 der Al,03-Flash (3-12) und (nahezu zersetztes)
Matricin (13) R = 0,30. Matricinhaltige Fraktionen (9-30) wurden vereinigt. NP-DC, FlieRmittel: DCM/tBME 5:1,
Laufhéhe: 8 cm, keine Kammersattigung, Derivatisierung: AA-Reagenz, 5 min 100 °C, Dokumentation: vis.

Die zuletzt durchgefiihrte RP-18-Flash-Chromatographie ergab nach Vereinigung der
matricinhaltigen Fraktionen (zwischen 200-275 ml) eine Masse von 82,2 g Matricin.

Abbildung 29 zeigt eine Ubersicht der mittels RP-18-Flash erreichten Fraktionierung.

Abbildung 29: Ubersichts-DC der Fraktionierung der vereinigten matricinhaltigen Fraktionen aus der Al,0s-
Flash mittels RP-18-Flash-Chromatographie. Aufgetragen sind die vereinigten matricinhaltigen Fraktionen aus
der Al,0s-Flash (1, 10), Fraktionen 15 (2), 30 (3), 45 (4), 50 (5), 60 (6), 75 (7), 85 (8), 110 (9), 120 (11), 125 (12)
der RP-18-Flash und (nahezu zersetztes) Matricin (14, 15) R¢ = 0,28. Matricinhaltige Fraktionen (41-55) wurden
vereinigt. NP-DC, FlieBmittel: DCM/tBME 5:1, Laufhéhe: 8 cm, keine Kammersattigung, Derivatisierung: AA-
Reagenz, 5 min 100 °C, Dokumentation: vis.
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Die oben beschriebene Extraktion von Matricin mit Diethylether aus der wassrigen Phase
nach der RP-18-Flash gelang quantitativ, was durch DC der beiden Phasen nach Ausschiitteln
bestitigt wurde (DC nicht gezeigt). Abbildung 30 zeigt ein Ubersichtsschema der etablierten

Isolierung von Matricin.

DCM-
Rohextrakt
19,0 g (100%)

Eingiefsen in Petroleumbenzin,
Niederschlag verwerfen

122¢g
(64,2%)

Entfetten mit MeOH

Entfetteter Extrakt
8,2g(43,2%)

Kieselgel-Flash
DCM/tBME 7:1

Matricinhaltige
Fraktionen
848,0 mg (4,5%)

Aluminiumoxid-Flash
DCM/MeOH 99:1

Matricinhaltige
Fraktionen
474,6 mg (2,5%)

RP-18-Flash
ACN/MeOH/H,0
12:38:50

Matricin
82,2 mg (0,43%)

Abbildung 30: Schematische Darstellung der in der vorliegenden Arbeit etablierten Isolierung von Matricin aus
einem DCM-Kamillenblltenextrakt.

Die Ausbeute an Matricin bezogen auf die Drogeneinwage von 500 g betrug 0,016%.

B.3.1.1.2 Reinheitsbestimmung des isolierten Matricins mittels HPLC

Fiir die pharmakologische Charakterisierung des Matricins wurde die eben beschriebene
Isolierung mehrmals durchgefiihrt (V3, V5, V6). Die chromatographische Reinheit des
isolierten Matricins betrug fiir V3 92,9%, fir V5 98,6% und fur V6 87,8% (nach Isolierung
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teilweise zerfallen). Abbildung 31 zeigt exemplarisch einen Ausschnitt des Chromatogramms

von V3 bei 242 nm.

__ DAD-242nm

180 MF_20120416_Matricin2
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Abbildung 31: Exemplarisches HPLC-Chromatogramm zur Bestimmung der chromatographischen Reinheit des
in Versuch 3 (V3) isolierten Matricins. Es wurde eine chromatographische Reinheit von 92,8% ermittelt.

B.3.1.1.3 Identifizierung des Matricins

Diinnschichtchromatographie

Die isolierte Substanz zeigte bei Tageslicht eine blau-violette Farbung nach Derivatisierung
der entwickelten DC-Platten mit AA-Reagenz (Abbildung 34, Bahn 1) bzw. blaue Farbung mit
EP-Reagenz (Abbildung 36, Bahn 10) und anschlieRendem Erhitzen fir 5 min auf 100 °C, was

h.**”3% Die ermittelten Re-Werte fiir die

den Literaturangaben fiir Matricin entsprac
FlieBmittel DCM/tBME 5:1 von 0,2 - 0,3 bzw. von 0,3 -0,4 fur DCM/Aceton 9:1 lagen im
Bereich der in der Literatur angegebenen Ri-Werte fiir Matricin (Abbildung 29,Abbildung

32,Abbildung 34 und Abbildung 36).3%% 310311312313

307

Ramadan 2005

%% stahl und Schild 1986
3% Ramadan 2005

Glasl et al. 2001a

31 Glasl et al. 2001b

2 Glasl et al. 1999a
Glasl et al. 1999b

310

313
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Tabelle 17 zeigt eine Ubersicht der in der Literatur angegebenen Re-Werte fiir Matricin.

Tabelle 17: Gewdhlte DC-Methoden zur Identifizierung des Matricins.

Ramadan (2005) Glasl et al. (1999a,b); Glasl et al. (2001a,b)
Stationdre Phase NP-DC NP-DC
FlieBRmittel DCM/tBME 5:1 DCM/Aceton 9:1
Sprihreagenz AA-Reagenz EP-Reagenz/EtOH
Farbreaktion Blau Blau
Re-Wert (Literatur) 0,2 0-0,50 bzw.0,4, bzw. 0,36

DC-MS

Das niedrig aufgeloste Massenspektrum der DC-Bande (1) in Abbildung 32 bei Rr=0,3
(DCM/tBME 5:1) ergab 2 Hauptsignale der Quasi-Molekilionen von m/z (% relative
Intensitat): 630,3 [2M + 18] (100%) NH.-Auflagerung und 324,1 [M+18]" (63%) NH.-
Auflagerung, was auf eine Molekilmasse von 306,13 g/mol schlieRen lieR (Matricin
berechnet = 306,35 g/mol). Das niedrig aufgeloste Massenspektrum der DC-Bande (2) in
Abbildung 32 bei R = 0,7 ergab 3 Hauptsignale der Quasi-Molekulionen von m/z (% relative
Intensitat): 289,0 [M+1]" (53%) Protonenauflagerung, 594,2 [2M +18]" (91%) NH.-
Auflagerung und 599,2 [2M + 23]" (100%) Na-Auflagerung, was auf eine Molekiilmasse von
288,06 schlieRen lieR (Matricin (306,35) - H,0 (18,02) = 288,34 g/mol) (vgl. auch Flaskamp et
al.1982 und Ness et al. 1996).3'*3*® Abbildung 32 zeigt das zur MS verwendete DC. Tabelle 18
zeigt die Daten der DC-MS-Analyse.

Abbildung 32: Die fiir die DC-MS verwendete NP-DC. Es wurden 4 Banden des (mutmaRlich) bereits teilweise
zersetzten, isolierten Matricins aufgetragen. Nach Entwicklung ergaben sich 2 Hauptspots: (1) R¢=0,3
(vermutlich Matricin), (2) Re =0,7 (vermutlich dehydratisiertes Matricin). NP-DC, FlieBmittel: DCM/tBME 5:1,
Laufhéhe: 8 cm, keine Kammersattigung, Derivatisierung: keine, Dokumentation: 254 nm.

3 Flaskamp et al. 1982

Ness et al. 1996

315

80



Tabelle 18: Daten der DC-MS (ESI) zur Identifizierung des isolierten Matricins.

m/z relative Intensitat Quasi-Molekiilion Molekiilmasse
[%] (Auflagerung) (M)

Bande 1 630,3 100 [2M + 18]" (NH,) 306,15

324,1 63 [M + 18] (NH,) 306,1
Bande 2 599,2 100 [2M + 23]" (Na) 288,1

594,2 91 [2M + 18]" (NH,) 288,1

289,0 53 M +1]" (H) 288,0
1H-NMR-Spektroskopie

Das 'H-NMR-Spektrum der isolierten Substanz wurde mit Daten aus der Literatur verglichen.

Trotz der Verwendung eines anderen Losungsmittels (CDsOD statt CDCl;, wegen der

erhohten Instabilitdt des Matricins in CDCls), kann davon ausgegangen werden, dass es sich

bei der isolierten Verbindung um Matricin handelt, da die Werte mit den Literaturwerten

weitgehend {bereinstimmen.

Literaturwerten gegenuber.

316,317,318

Tabelle 19 stellt die ermittelten

'H-NMR-Daten den

Tabelle 19: "H-NMR Daten von Matricin im Vergleich mit 'H-NMR Daten von Immig et al. (2001), Ramadan et al.
(2006) und Flaskamp et al (1982). I. = Integral, mult. = Multiplizitdt, J = Kopplungskonstante.

Eigene

Messung (300 MHz,

CD;0D, T = 295 K)

Immig et al. (2001)

(500 MHz, €DCl;)

Ramadan et al. (2006)

(500 MHz, €DCl;)

Flaskamp et al. (1982)
(270 MHz, CDCl3

H S6H (I., mult., J [Hz])

2-H 6,38 (1H, d, 5,8)

3-H 5,85 (1H, d, 5,8)

8-H 4,85 (uberlagert H,0
in CD;0D)

6-H 4,15 (1H, dd, 10,9,
10,2)

5-H 2,88 (1H, dquint,
11,0, 1,9)

11-H 2,68 (1H, dq, 11,5,
6,9)

9a-H 2,37 (1H, dd, 15,1,
3,4)

9e-H  2,33-2,27 (1H, m)

7-H Uberlagert 17-H

17-H  2,10-2,06 (4H, m (s))

14-H 1,87 (3H,s)

15-H 1,40 (3H, s)

13-H 1,32 (3H, 7,0)

6H (mult., J [Hz])
6,25 (d, 5,7)
5,86 (d, 5,7)
4,87 (dt, 10,3, 3,6)

4,02 (t, 11,0, 11,0)

2,84 (dquint, 11,0, 2,1,
2,0)
2,50 (dq, 11,5, 6,9)

2,39 (br dd, 15,8, 10,3,
2,0)
2,32 (dd, 15,8, 3,6)

2,15 (q,
11,5)
2,04 (s)

11,5, 11,5,

1,78 (t, 2,0, 2,0)
1,34 (s)
1,28 (d, 6,9)

6H (I., mult., J [Hz])
6,32-6,31 (1H, d, 5,7)
5,94-5,93 (1H, d, 5,7)

4,96-4,94 (1H, dt, 11,5,

10,3, 3,6)
4,11-4,07 (1H, t, 11,0)

2,92-2,90 (1H,
11,0, 2,1, 2,0)

2,57-2,56 (1H, dq, 11,5,

6,9)

2,47-2,45 (1H, br dd, 15,8,

10,3, 2,0)

2,41-2,40 (1H, dd, 15,8,

10,3)

2,22-2,02 (1H, dt, 11,5,

11,5)
2,11 (1H, s)

1,85 (3H, t, 2,0)
1,41 (3H, s)
1,34-1,32 (3H, d, 6,9)

dquint,

S6H (l., mult., J [Hz])
6,32 (1H, d, 5,8)

5,93 (1H, br d)

4,94 (1H, ddd, 10,3,
4,1,10,3)

4,09 (1H, dd,
10,1)

2,91 (1H, m, 2,2)

11,1,

2,57 (1H, dg, 11,5, 7,0)
2,48 (1H, m, 15,6, 1,2)
2,39 (1H, m)

2,2 (1H, bs)

2,21 (1H, m)

2,11 (3H, s)

1,85 (3H, m)

1,41 (3H, s)
1,35 (3H, d, 7,0)

316

Imming et al. 2001
Ramadan et al. 2006
Flaskamp et al. 1982

317
318
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Abbildung 33 zeigt das vollstindige *H-NMR-Spektrum und die Strukturformel von Matricin.
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Abbildung 33: 1H-NMR-Spektrum (300 MHz, in CD30D, T = 295 K) und die Strukturformel von Matricin.

B.3.1.1.4 Problematik der Matricinisolierung

Matricin erwies sich in kristalliner und geléster Form als sehr instabil v.a. gegeniiber Sauren.
Allein durch die Ndhe von H,SO4-haltigen Sprihreagenzien und deren Vernebelung im
Laborabzug zersetzte sich das in den Flash-Fraktionen gel6ste Matricin (deutliche
Blaufarbung). Auch durch Lésen in CDCl; fur die NMR-Messungen verfarbte sich die anfangs
klare  Losung  gelblich-grin  und  spdter blau. Dies zeigte sich  auch
diinnschichtchromatographisch. Abbildung 34 verdeutlicht die Instabilitdt von Matricin in
CDCls. Spur 1 zeigt frisch isoliertes Matricin in MeOH, Spur 2 Matricin der gleichen Isolierung
in CDCl3 und Spur 3 altes, bereits teilweise zersetztes Matricin. Die Zersetzung von Matricin
(wahrscheinlich eine Dehydratisierung, vgl. DC-MS) in CDCl; ist deutlich erkennbar. In MeOH,
EtOH bzw. in DMSO gelost und Lagerung bei - 80 °C wurde allerdings keine Zersetzung

beobachtet.
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Abbildung 34: Instabilitdt von Matricin in CDCl;. Aufgetragen sind frisch isoliertes Matricin in MeOH gelost (1),
das gleiche Matricin in CDCL; gel6st (2) und altes, bereits teilweise zersetztes Matricin. NP-DC, FlieBmittel:
DCM/tBME 5:1, Laufh6he: 8 cm, keine Kammersattigung, Derivatisierung: AA-Reagenz, 5 min 100 °C,
Dokumentation: vis.

Auch im *H-NMR-Spektrum wurde die Instabilitat von Matricin sichtbar. Abbildung 35 zeigt
einen charakteristischen Ausschnitt eines Spektrums von frisch isoliertem Matricin (hellblau)
in CDCls. Nach Abblasen des Losungsmittels im Stickstoffstrom war bereits eine gelbliche
Verfarbung der Kristalle erkennbar. Nach 2 Tagen Lagerung bei -20 °C wurde nochmals ein
Spektrum in CDClz vermessen (rot). Die Losung war bereits gelb-grin verfarbt. Die Signale

des Matricins waren verschwunden.
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Abbildung 35: Vergleich je eines Ausschnitts der 1H-NMR-Spektren (300 MHz, in CD30D, T=295K) von
Matricin (blau) und der gleichen Lésung nach 2 Tagen Alterung (rot).

B.3.1.2Isolierung von 8-Desacetyl-8-angeloyl-4-epi-matricin

B.3.1.2.1 Chromatographische Isolierung von 8-Desacetyl-8-angeloyl-4-epi-matricin

Die Extraktion von 200g Schafgarbenkraut mit Et,O ergab nach Abdestillieren des
Losungsmittels 4,1 g Rohextrakt (100%). Nach Entfetten mit MeOH und Abdestillieren des
Losungsmittels verblieben 3,3 g (8,5%). Die Fraktionierung des entfetteten Extrakts mit einer
offenen Kieselgelsdule ergab 8 Fraktionen (B-KI bis B-KVI, B-KR1 und B-KR2). Abbildung 36
zeigt eine Ubersichts-DC der Fraktionierung. EP-positive, blaue Banden zeigen Proazulene

an.319

319 Stahl und Schild 1986
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Abbildung 36: Ubersichts-DC der Fraktionierung des Schafgarbenkrautextrakts mittels offener Kieselgelsiule.
Aufgetragen sind der entfettete Extrakt (1), die Fraktionen B-KI bis B-KVI (2-7), B-KR1 (8), B-KR2 (9) und
Matricin (10). NP-DC, FlieBmittel: DCM/Aceton 9:1, Laufhéhe: 8 cm, keine Kammersattigung, Derivatisierung:
EP-Reagenz, 3 min 100 °C anschlieBend EtOH, Dokumentation: vis.

Fraktion B-KIV (120 mg, vereinigt aus K1: 390-480 ml und K2: 330-418 ml) (5. Spur) wurde
mittels Al,Os-Sdulenchromatographie weiter aufgetrennt. Dabei ergaben sich 5 Fraktionen

(B-KIV-Al bis B-KIV-AIV und ein Rest B-KIV-AR). Abbildung 37 zeigt die DC der Fraktionierung.

Abbildung 37: Ubersichts-DC der Fraktionierung der Fraktion B-KIV mittels offener Al,05-S3ule. Aufgetragen
sind die Fraktionen 26, 28, .., 58 (1-17) und Matricin (18). Eingetragen sind auRerdem die Grenzen der
vereinigten Fraktionen. Die Fraktionen 29-36 ergaben B-KIV-All. Stationdre Phase: NP, FlieBmittel:
Hexan/Aceton 6:4, Laufhéhe: 8 cm, keine Kammersattigung, Derivatisierung: EP-Reagenz, 3 min, 100 °C
anschlieBend EtOH, Dokumentation: vis.
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EP-positive Fraktionen wurden vereinigt zu B-KIV-All (Fr. 29-36, ca. 29-36 ml) 9 mg, B-KIV-Alll
(Fr. 37-46, ca. 37-46 ml) 7 mg und B-KIV-AIV (Fr. 47-60, ca. 47-60 ml) 13 mg. Die Fraktion B-
KIV-All wurde mittels praparativer HPLC weiter aufgereinigt. Abbildung 38 zeigt
exemplarisch ein Chromatogramm bei A = 238 nm. Die Substanz, welche bei 27 min eluierte,

wurde als Hauptkomponente abgetrennt und ergab eine Masse von 7,8 mg (B-KIV-AlI-HPLC).
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Abbildung 38: Chromatogramm der Aufreinigung der Fraktion B-KIV-All mittels praparativer HPLC. Die Substanz
der Retentionszeit von 27 min wurde abgetrennt. A =238 nm.

Abbildung 39 gibt eine schematische Ubersicht (ber die Fraktionierung des Et,0O-

Schafgarbenkrautextrakts bzw. die Isolierung von B-KIV-All-HPLC.
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Offene Kieselgelscule (K)
DCM/Aceton 9:1 (+NH,)

Et,O-
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Extrakt

3,3 g (80,5%)

B-KI
1380 mg

B-KIl

1 330me |]

Offene Aluminiumoxidséule (A)

Hexan/Aceton 7:3 (+NH;)

Abbildung 39: Schematische Darstellung der Fraktionierung eines Et,0-Schafgarbenkrautextrakts mittels

B-KlIl || B-KIV || B-KV B-KR1 B-KR2
60 mg 120mg 140 mg 1010 940 mg
(3,4%) mg
B-KIV- B-KIV-All B-KIV- B-KIV- B-KIV-
Al 9mg Alll AlV AR
29 mg (0,22%) 7mg 13 mg 49 mg
Prép. —HPLC
H,O0/ACN/MeOH
B-KIV-All-
HPLC
7,8 mg
(0,19%)

Kieselgel- und Aluminiumoxid-Saulenchromatographie und praparativer HPLC.

B.3.1.2.2 Identifizierung von Fraktion B-KIV-All-HPLC als 8-Desacetyl-8-angeloyl-4-epi-

matricin

Ergebnis der DC-MS des Schafgarbenkrautextrakts

Das niedrig aufgeldste Massenspektrum (El, 70 eV) der in Abbildung 40 markierten DC-Bande
(entspricht B-KIV) bei Rr=0,38 des entfetteten Schafgarbenkrautextrakts zeigte ein Signal
von m/z (% relative Intensitat): 346,3 [M]" (8,03%), mit Basispeak m/z (% relative Intensitat):

55,1 (100%). Dies gab einen ersten Hinweis auf das Vorhandensein von 8-Desacetyl-8-
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angeloyl-4-epi-matricin (berechnet M = 346,417 g/mol). Abbildung 40 zeigt die zur MS

verwendete DC.
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Abbildung 40: Die fir die DC-MS verwendete DC. Es wurden 3 Spuren des entfetteten Et,0-
Schafgarbenkrautextrakt (1-3) aufgetragen. Stationdre Phase: NP-DC, FlieBmittel: DCM/Aceton 9:1, Laufhdhe:
8 cm, keine Kammersattigung, Derivatisierung: keine (1,2); EP-Reagenz, 3 min, 100 °C anschlieBend EtOH (3),
Dokumentation: vis.

Ergebnisse des hochauflésenden Massenspektrums von B-KIV-All-HPLC

Das hochaufgeloste ESI-Massenspektrum der Substanz B-KIV-All-HPLC ergab folgende
Hauptsignale der Quasi-Molekilionen von m/z (% relative Intensitat): Fragment 229,1222
[M + H]" (100%) der Masse 228,1149 mit der berechneten Summenformel Cy5H160, (Score:
99,74); Quasi-Molekiilion 364,2112 [M + NH.]" (1,71%) der Molekiilmasse 346,1733 ; Quasi-
Molekilion 369,1670 [M+Na]® (9,75%) der Masse 346,1779 mit der berechneten
Summenformel CyoH»605 (Score: 98,67); Quasi-Molekiilion 392,2428 [M + 2Na]" (8,43%) der
Molekiilmasse 346,2644; Quasi-Molekilion 405,2384 [M +NH,+ACN]" (5,34%) der
Molekiilmasse 346,1486; Quasi-Molekiilion 715,345 [2M + Na]" (12,51%) der Molekiilmasse

346,1779. Tabelle 20 fasst die Ergebnisse zusammen.
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Tabelle 20: Ubersicht der Daten des ESI-Massenspektrums von B-KIV-All-HPLC.

m/z relative Intensitat [%)] Quasi-Molekiilion Molekiilmasse Summenformel
(Auflagerung)

229,1222 100 [M +1]"(H) 228,1149 Cy5H160,
364,2112 1,71 [M +18]" (NH,) 346,1733

369,1670 9,75 [M +23]" (Na) 346,1779 CyoH2605
392,2428 8,43 [M + 46]" (2Na) 346,2644

405,2384 5,34 [M +59]" (NH, + ACN) 346,1486

715,3450 12,51 [2M + 23]*(Na) 346,1779

Abbildung 41 zeigt eine mogliche Fragmentierung von 8-Desacetyl-8-angeloyl-4-epi-matricin.

A B

Abbildung 41: Mogliche Fragmentierung von (A) 8-Desacetyl-8-angeloyl-4-epi-matricin (CyoH,60s, Masse
berechnet: M = 346,417 g/mol) zum (B) Fragment C;5H.50, (Masse berechnet: M = 228,28634 g/mol). Beide
Massen fanden sich im Massenspektrum von B-KIV-AllI-HPLC.

Die MS Daten stehen im Einklang mit der Summenformel und die Fragmentierung mit der

Struktur von 8-Desacetyl-8-angeloyl-4-epi-matricin.

'H-NMR-Spektroskopie

Das 'H-NMR-Spektrum der isolierten Substanz B-KIV-All-HPLC wurde mit Daten aus der
Literatur verglichen. Trotz des unterschiedlichen L6sungsmittels, kann davon ausgegangen
werden, dass es sich bei der isolierten Verbindung um 8-Desacetyl-8-angeloyl-4-epi-matricin
handelt, da die Werte mit den Literaturwerten weitgehend Ubereinstimmen. Tabelle 21
stellt die ermittelten Daten den Literaturwerten von 8-Desacetyl-8-angeloyl-4-epi-matricin

und seinem strukturverwandten Tigloyl-Derivat gegeniiber. *****!

30 Todorova et al. 2006

Kastner et al. 1991b

321
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Tabelle 21: 'H-NMR Daten von B-KIV-All-HPLC im Vergleich mit 'H-NMR Daten von 8-Desacetyl-8-angeloyl-4-
epi-matricin (Todorova et al. 2006) und 'H-NMR Daten vom strukturverwandten 8-Desacetyl-8-tigloyl-4-epi-
matricin (Kastner et al 1991b). I. = Integral, mult. = Multiplizitdt, /= Kopplungskonstante, Ang = Angeloyl,

Tig = Tigloyl.

Eigene Messung von B-KIV-All-
HPLC (600 MHz, CD3;0D, T = 295 K)

Todorova et al. (2006) (‘H-NMR,

250 MHz, TMS, CDCl;)

Kastner et al. (1991b) (‘H-
NMR, 400 MHz, CDCl;)

H 6y (I, mult.,,J[Hz]) H 6, (mult., J [Hz]) H éu (J[Hz])

2 6.51 (1H, d, 5,7) 2 6,46 (d, 5,8) 2 6,45 (5,8)

3 5.88 (1H, d, 5,6) 3 5,91 (d, 5,8) 3 5,91 (5,8)

5 2.71(1H, d, 10,8) 5 2,67 (br d, 10,5) 5 2,67 (10,5)

6 4.25 (1H, t; 10,5) 6 4,23 (t, 10,5) 6 4,20 (10,5)

7 2.36 (1H, dd, 15,1, 7 2,25 (m) 7 2,28 (10,5, 10,6,
2,9) 11,7)

8 5.00 (1H, td, 10,7, 8 5,00 (ddd, 2,7, 10,5, 10,5) 8 4,97 (10,6, 3,6)
2,9)

9a 2,63 (1H, m) 9a - 9a 2,54 (10,6, 15,1)

9B 2,40 (1H, m) 9B - 9B 2,32 (15,1, 3,6)

11 2,67 (1H, dd, 11,6, 11 2,60 (dg, 6,9, 11,0) 11 2,58 (11,7, 7,0)
6,9)

13 1.27 (3H, d, 6,9) 13 1,31 (d, 6,9) 13 1,31 (7,0)

14, Ang-CH; 191-1.89(6H, m) 14 1,83 (s) 14 1,89

15 1.52 (3H, s) 15 1,58 (s) 15 1,57

Ang-CH; 2.00 (3H, dg, 7,2, Ang-CH; 2,00 (dg, 7,0, 1,5) Tig-CH; 1,83
1,3)

Ang-CH; 1,87 (dg, 1,5, 1,5) Tig-CH; 1,86

Abbildung 42 zeigt das gesamte H-NMR-Spektrum von

Strukturformel von 8-Desacetyl-8-angeloyl-4-epi-matricin.
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Abbildung 42: '"H-NMR-Spektrum (600 MHz, CD;0D, T = 295 K) von B-KIV-All-HPLC (8-Desacetyl-8-angeloyl-4-
epi-matricin) und zugehorige Strukturformel.

B.3.2 Pharmakologischer Teil

B.3.2.1Pharmakologische Untersuchung des Matricins

Bei allen zellbasierten Tests wurden Lésungsmittelkontrollen durchgefiihrt. Bei keinem der
verwendeten Tests konnte ein Einfluss des Losungsmittels (EtOH oder DMSO) festgestellt
werden. Wegen gréRerer Ubersichtlichkeit sind die Daten der Lésungsmittelkontrollen nicht

in den Graphen aufgefiihrt.

B.3.2.1.1 Stabilitdt von Matricin in ECGM

Wiederfindung

Die Peakflachen der HPLC-Analyse der beiden aufgearbeiteten Losungen A (Matricin in PBS,
100 uM) und B (Matricin in ECGM, 100 uM) wurden verglichen. Die Wiederfindung von
Matricin in B betrug 106,4% im Vergleich zu A (Tabelle 22). (Vgl. auch unter Methoden
B.2.2.1.1)
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Tabelle 22: Ergebnisse der Wiederfindung von Matricin in ECGM.

Losung A (PBS) Losung B (ECGM)
Gemittelte Peakflache (n =2) 2095430 2229007
Prozentual 100% 106,4% (zu A)

Es kann also angenommen werden, dass durch die verwendete Methode eine ausreichende

Wiederfindung bei der Extraktion von Matricin aus ECGM gewdhrleistet ist.

Degradationskontrolle

Die Degradationskontrolle von Matricin in ECGM unter Zellkulturbedingungen (Inkubator, 37
°C) ergab einen Matricingehalt von 89,8% + 3,3 nach 24 h bezogen auf den Ausgangswert bei
t = 0. Uber einen Zeitraum von 24 h, was der Inkubationszeit der Zellen mit Matricin in den
durchgefiihrten pharmakologischen Assays entspricht, ist Matricin also zu 2 90% im Medium
enthalten und stabil. Abbildung 43 zeigt den zeitlichen Verlauf der Abnahme des

Matricingehalts tGber 30 h. Die Versuche wurde zweimal wiederholt (n = 3).
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Abbildung 43: Degradationskontrolle von Matricin in ECGM Uber 30 h im Inkubator. n = 3, gezeigt sind
Mittelwerte + Standardabweichung. (Vgl. auch unter Methoden B.2.2.1.1)

B.3.2.1.2 Einfluss von Matricin auf die Zellviabilitdt von HMEC-1 (MTT-Assay)

Der MTT-Assay ergab nach 24 h Inkubation keinen signifikanten, negativen Einfluss der
Matricinkonzentrationen von 1, 10, 50, 75 und 100 uM auf die Zellviabilitdt von HMEC-1
Zellen (90.000 Zellen/Well) bezogen auf die Kontrollgruppe (100% Viabilitat) (Abbildung 44).
Bei Matricinkonzentrationen von 75 und 100 uM konnte sogar eine leichte Zunahme der

Viabilitat (auf 108,9 bzw. 107,8%) beobachtet werden. Experimente wurden in 6 Parallelen
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durchgefiihrt und zweimal wiederholt (n = 3). Die Daten wurden einer einfaktoriellen ANOVA

und anschlieBenden Post hoc Tests (Scheffé-Prozedur) unterzogen.
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Abbildung 44: MTT-Assay durchgefiihrt mit HMEC-1 (90.000 Zellen/Well) und Matricinkonzentrationen von 1,
10, 50, 75 und 100 uM. Als Kontrollgruppe dienten unbehandelte Zellen. n=3, 6 Parallelen, gezeigt sind
Mittelwerte * Standardabweichung.

Der analog durchgefiihnrte MTT-Assay mit einer Zellzahl von 15.000/Well ergab eine
signifikante Abnahme der Viabilitdt bei einer Matricinkonzentration von 100 uM auf 82,5%
bezogen auf die Kontrollgruppe (100% Viabilitdt) (Abbildung 45). Experimente wurden in 6
Paralellen durchgefiihrt und zweimal wiederholt (n=3). Die Daten wurden einer
einfaktoriellen ANOVA (p £0,001) und anschlieBenden Post hoc Tests unterzogen (Scheffé-
Prozedur). Eine Zellzahl von 15.000/Well entspricht der bei der immunfluoreszenz-
mikroskopischen Untersuchung der Translokation von NF-kB verwendeten Zellzahl. Es ist

also eine von der Zellzahl abhdngige Toxizitat von Matricin bei 100 uM anzunehmen.

93



120,0
100,0 97,1 985 102,8 1004 93,0 825

100,0 - -
80,0 -
60,0 -
40,0 -
20,0 -
0,0 -
S & & &S

Abbildung 45: MTT-Assay durchgefiuihrt mit HMEC-1 (15.000 Zellen/Well) und Matricinkonzentrationen von 1,
10, 50, 75 und 100 pM. Als Kontrollgruppe dienten unbehandelte Zellen. n=3, 6 Parallelen, P <0,001,
gezeigt sind Mittelwerte £ Standardabweichung.

Viabilitat [%]

B.3.2.1.3 Einfluss von Matricin auf die ICAM-1-Expression bei HMEC-1

Einfluss von Matricin auf die TNF-a induzierte ICAM-1-Expression

Die durch TNF-a induzierte ICAM-1 Expression der behandelten HMEC-1 Zellen wurde von
Matricin konzentrationsabhangig verringert (Abbildung 46). Parthenolid diente als
Positivkontrolle (5 uM, p < 0,001). Die Werte beziehen sich auf unbehandelte, mit TNF-a
stimulierte Zellen (100%). Die Negativkontrolle zeigte einen Basiswert von 3,0% der ICAM-1-
Expression. Bei einer Matricinkonzentration von 10 uM war bereits eine leichte Inhibierung
der ICAM-1-Expression zu beobachten (90,6%). Bei den Matricinkonzentrationen 50 uM und
75 UM zeigte sich eine signifikante Hemmung der ICAM-1-Expression von 58,3 bzw. 52,7%
(p £0,001). Im Vergleich dazu senkte Parthenolid (5 uM) die ICAM-1-Expression auf 36,6%.
Die Versuche wurden in Duplicaten durchgefiihrt und zweimal wiederholt (n = 3). Die Daten
wurden einer einfaktoriellen ANOVA (p <0,001) und anschlieBenden Post hoc Tests

unterzogen (Scheffé-Prozedur).
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Abbildung 46: Einfluss verschiedener Matricin-Konzentration auf die TNF-a (10 ng/ml) induzierte ICAM-1-
Expression bei HMEC-1. Die Kontrollgruppe (Negativkontrolle) bestand aus nicht behandelten, nicht
stimulierten Zellen. Parthenolid 5 uM diente als Positivkontrolle. Die Werte beziehen sich auf unbehandelte,
mit TNF-a stimulierte Zellen (100%). n=3, Duplikate, P <0,001, gezeigt sind
Mittelwerte * Standardabweichung.

Einfluss von Matricin auf die LPS induzierte ICAM-1-Expression

Die LPS induzierte ICAM-1 Expression der behandelten HMEC-1 wurde von Matricin
konzentrationsabhangig verringert. Parthenolid (5 uM, p £0,001) diente als Positivkontrolle
(Abbildung 47). Die Werte beziehen sich auf unbehandelte, mit LPS stimulierte Zellen
(100%). Die Negativkontrolle zeigte einen Basiswert der ICAM-1-Expression von 9,9%. Bei
einer Matricinkonzentration von 10 uM war bereits eine signifikante Inhibierung der ICAM-1-
Expression von 73,4% zu beobachten (p < 0,01). Bei den Matricinkonzentrationen 25, 50 und
75 uM sank die ICAM-1-Expression hochsignifikant (p < 0,001) bis auf 20,4% und damit unter
den Wert der Postivkontrolle (25,9%). Die Experimente wurden zweimal, jeweils in
Duplikaten wiederholt (n=3). Die Daten wurden einer einfaktoriellen ANOVA (p <0,001)

und anschlieBenden Post hoc Tests (Scheffé-Prozedur) unterzogen.
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Abbildung 47: Einfluss verschiedener Matricin-Konzentration auf die LPS (1 pg/ml) induzierte ICAM-1-
Expression in HMEC-1. Die Kontrollgruppe (Negativkontrolle) bestand aus nicht behandelten, nicht stimulierten
Zellen. Parthenolid 5 uM diente als Positivkontrolle. Die Werte beziehen sich auf unbehandelte, mit LPS
stimulierte  Zellen (100%). n=3, Duplikate, **PS0,0l, mPs0,00l, gezeigt sind Mittelwerte
+ Standardabweichung.

Einfluss von Matricin auf die IFN-y induzierte ICAM-1-Expression

Es konnte in einem Experiment zur Ermittlung der idealen Konzentration zur Aktivierung mit
IFN-y (n = 3) gezeigt werden, dass die ICAM-1-Expression mit IFN-y konzentrationsabhangig
stimuliert werden kann (Abbildung 48). Ab einer IFN-y-Konzentration zwischen 20-50 ng/ml
war eine leichte Sattigung der Aktivierung zu beobachten. Zur Durchfiihrung des folgenden
Experiments mit Testsubstanzen wurde daher eine Konzentration von 40 ng/ml IFN-y zur
Aktivierung gewahlt. Die Kontrollgruppe blieb unbehandelt. Das Experiment wurde in
Duplikaten durchgefiihrt und zweimal wiederholt. Durch die erfolgreiche Stimulierung der
ICAM-1-Expression mit IFN-y eroffnet sich die Moglichkeit den STAT-Signalweg zu
untersuchen, da die ICAM-1-Expression durch IFN-y ausschlieRlich Gber den JAK/STAT-

Signalweg vermittelt wird. (vgl. B.1.4.1).
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Abbildung 48: Konzentrationsabhdngigkeit der ICAM-1-Expression in HMEC-1 durch Stimulierung mit IFN-y. Als
Kontrolle dienten unbehandelte Zellen (100%). n=3, Duplikate, angegeben sind die Mittelwerte
+ Standardabweichung.

Die IFN-y induzierte ICAM-1 Expression konnte durch die Testsubstanzen Matricin und
Chamazulen (je 75 uM) nicht vermindert werden (Abbildung 49). Parthenolid hemmte in
einer Konzentration von 5 uM die ICAM-1-Expression signifikant (85,7%). Die Werte
beziehen sich auf unbehandelte, mit IFN-y stimulierte Zellen (100%). Die Negativkontrolle
zeigte einen Basiswert von 18,6% der ICAM-1-Expression. Das Experiment wurde in
Duplikaten durchgefiihrt und zweimal wiederholt (n=3). Die Daten wurden einer

einfaktoriellen ANOVA und anschlieBenden Post hoc Tests (LSD-Test) unterzogen.
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Abbildung 49: Einfluss von Matricin und Chamazulen der Konzentration 75 uM auf die IFN-y (40 ng/ml)
induzierte ICAM-1-Expression von HMEC-1. Die Kontrollgruppe (Negativkontrolle) bestand aus nicht
behandelten, nicht stimulierten Zellen. Parthenolid 5 uM diente als Positivkontrolle. Die Werte beziehen sich
auf unbehandelte, mit IFN-y stimulierte Zellen (100%). n =3, Duplikate, *PS0,0S, angegeben sind die
Mittelwerte + Standardabweichung .

ICAM-1 Expression [%

B.3.2.1.4 Einfluss von Matricin auf die TNF-a induzierte NF-kB-Translokation bei HMEC-1
Die Stimulierung von HMEC-1 mit TNF-a einer finalen Konzentration von 20 ng/ml fir 1 h
bewirkte eine deutlich erhdhte Translokation von NF-kB in den Zellkern. Die Translokation
von NF-kB bei den nicht mit TNF-a stimulierten Zellen unterblieb. Matricin verringerte die
Translokation von NF-kB in den Konzentrationen 50 uM und 75 uM signifikant (p < 0,05) auf
74,0 bzw. 74,4% bezogen auf unbehandelte, mit TNF-a stimulierte Zellen (100%) (Abbildung
50). Bereits eine Matricinkonzentration von 10 uM bewirkte eine signifikante Senkung der
NF-kB-Translokation auf 86,0%. Parthenolid wurde als Vergleichssubstanz mit vermessen
und verringerte die NF-kB-Translokation signifikant in einer Konzentration von 5 uM auf
90,6 %. Die Negativkontrolle wurde auf den Wert Null gesetzt. Die Versuche wurden in
Duplikaten durchgefiihrt und zweimal wiederholt (n=3). Die Daten wurden einer

einfaktoriellen ANOVA (p < 0,001) und anschlieenden post hoc Tests unterzogen (LSD-Test).
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Abbildung 50: Einfluss von Matricin auf die TNF-a aktivierte Translokation von NF-kB vom Zytoplasma in den
Zellkern bei HMEC-1. Die Kontrollgruppe (Negativkontrolle) bestand aus nicht behandelten, nicht stimulierten
Zellen. Parthenolid diente als Vergleichssubstanz Die Werte beziehen sich auf unbehandelte, mit TNF-a
stimulierte Zellen (100%). Die Negativkontrolle wurde auf den Wert Null gesetzt. n = 3, Duplikate, *p <0,05,
gezeigt sind Mittelwerte £ Standardabweichung.

Abbildung 51 zeigt exemplarisch einen Vergleich von fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen von unbehandelten, mit TNF-a stimulierten, und stimulierten, mit Parthenolid
(5 uM) bzw. Matricin (75 uM) behandelten HMEC-1 Zellen. In der Kontrollgruppe
(unaktiviert, unbehandelt) ist deutlich zu erkennenen, dass sich das fluoreszenzmarkierte
NF-kB so gut wie nur im Zytoplasma der Zellen befindet. Die Zellkerne zeigen keine
Fluoreszenz. Dagegen ist in den mit TNF-a stimulierten Zellen eine deutliche Translokation
des fluoreszenzmarkierten NF-kB zu sehen. Die Zellkerne zeigen nun eine hohe
Fluoreszenzintensitat, wohingegen die Fluoreszenz von NF-kB im Zytoplasma deutlich
abgenommen hat. Bei den mit Parthenolid bzw. Matricin behandelten Zellen ist die
Translokation von NF-kB vom Zytoplasma in den Zellkern deutlich vermindert. Dies kann
man, wenn man diese Zellen mit den nur mit TNf-a aktivierten Zellen vergleicht, an der
verminderten Fluoreszenzintensitdit von NF-kB im Zellkern bzw. der erhdhten

Fluoreszenzintensitat im Zytoplasma erkennen.
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Abbildung 51: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von HMEC-1 Zellen nach Immunfluoreszenzfarbung mit
gelabelten Antikérpern gegen NF-kB (hell im Bild), 100-fache VergroBerung. Zu erkennen sind die
Intensitatsunterschiede der Fluoreszenz zwischen Zytoplasma und Zellkern. In der Kontrollgruppe befindet sich
NF-kB v.a. im Zytoplasma und wird durch TNF-a Stimulierung in den Kern transloziert. Die Translokation lie8
sich mit Parthenolid und Matricin teilweise inhibieren.

B.3.2.1.5 Einfluss von Matricin auf die NF-kB-Promotoraktivitit (Reportergen-Assay)

Um einen moglichen Einfluss von Matricin auf die NF-kB-Promotoraktivitat zu untersuchen
wurde ein Reportergen-Assay in HUVEC durchgefuhrt. Matricin hemmte in den
Konzentrationen 10, 30 und 100 uM nach insgesamt 6 h Inkubation (davon 30 min
Vorinkubation ohne TNF-a) die NF-kB-Promotoraktivitdt im Luciferase-Assay signifikant
(p £0,05) (Abbildung 52). Es ist eine klare Dosisabhangikeit zu erkennen. Bereits eine
Matricinkonzentration von 30 uM senkte die NF-kB-Promotoraktivitat auf unter 50%, eine
Matricinkonzentration von 100 uM sogar auf unter 25%. Die Werte beziehen sich auf
unbehandelte, mit TNF-a stimulierte Zellen (100%). Die Versuche wurden dreimal wiederholt
(n=4) und die Daten einer einfaktoriellen ANOVA und einem anschlieBenden Newman-

Keuls multiple comparison Test unterzogen.
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Abbildung 52: Hemmung der NF-kB-Promotoraktivitdt durch Matricin im Dual-Luciferase®NF-kB reporter Assay
durchgefiihrt an HUVEC. Die Kontrollgruppe Co (Negativkontrolle) bestand aus nicht behandelten, nicht
stimulierten Zellen. Die Werte beziehen sich auf unbehandelte, mit TNF-a stimulierte Zellen (100%). n =4,
P <0,05, gezeigt sind Mittelwerte + Standardabweichung. (Mit freundlicher Genehmigung von Simone Fuchs,
Lehrstuhl Pharmazeutische Biologie, Goethe-Universitat Frankfurt am Main).

B.3.2.1.6 Einfluss von Matricin auf die Zellviabilitit von RAW 264.7 Zellen

Die durch Zellzahlbestimmung ermittelte Viabilitdat der RAW-Zellen ergab eine signifikante
Abnahme der Viabilitdt bei einer Matricinkonzentration von 100 uM (p < 0,05) im Vergleich
zur Kontrollgruppe (100%) von 12,5%. Geringere Konzentrationen hatten keine signifikanten
Anderungen der Zellzahl zur Folge (Abbildung 53). Die Versuche wurden in 6 Parallelen
durchgefiihrt und zweimal wiederholt (n = 3). Die Daten wurden einer einfaktoriellen ANOVA
(p £0,001) und anschlieRenden Post hoc Tests unterzogen (Scheffé-Prozedur). Die Zahl der

ausgesaten Zellen entsprach der des Griess-Assays.
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Abbildung 53: Einfluss verschiedener Matricinkonzentrationen auf die Zellzahl von RAW 264.7. Als Kontrolle
dienten  unbehandelte  Zellen (100%). n=3, je 6 Parallelen, p<0,05 gezeigt sind
Mittelwerte + Standardabweichung.

B.3.2.1.7 Einfluss von Matricin auf die NO-Produktion bei RAW 264.7 Zellen (Griess-
Assay)

Mit dem Griess-Assay wurde die Fahigkeit von Matricin ermittelt, die NO-Produktion von
Makrophagen (RAW 264.7) bzw. die daraus resultierende Nitritakkumulation im
Zelliberstand, zu beeinflussen. Die Nitrit-Konzentration wurde im Zelliberstand nach 24 h
Inkubation durch Matricin in den Konzentrationen 25, 50, 75 und 100 uM signifikant und
konzentrationsabhangig verringert (Abbildung 54). Bereits eine Matricinkonzentration von
25 uM senkte die Nitritmenge im Zelliiberstand signifikant auf 46,1%. Bei einer
Konzentration von 100 uM Matricin kann man bei einer Senkung auf 1,9% praktisch von
einer totalen Inhibierung der Nitritakkumulation sprechen. Als Kontrolle dienten
unbehandelte, mit LPS stimulierte Zellen (100%). Die Versuche wurden in 8 Parallelen
durchgefiihrt und zweimal wiederholt (n = 3). Die Daten wurden einer einfaktoriellen ANOVA

(p £0,001) und anschlieRenden Post hoc Tests unterzogen (Scheffé-Prozedur).
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Abbildung 54: Verringerung der NO-Konzentration im Uberstand von mit LPS stimulierten RAW 264.7 Zellen
durch Matricin (Griess-Assay). Als Kontrolle dienten LPS stimulierte, unbehandelte Zellen (100%). n=3, je 8
Parallelen, p<0,01, p<0,001,gezeigtsind Mittelwerte + Standardabweichung.

Der halbgraphisch bestimmte ICsq-Wert fir Matricin im Griess-Assay betrug 20,9 uM (Formel
zur Berechnung siehe Abbildung 55). Die Funktionsgleichung wurde nach der Variablen x

aufgeldst und der entsprechende Wert fiir y = 50 berechnet.
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Abbildung 55: Halbgraphische Bestimmung des ICso-Wertes von Matricin im Griess-Assay. Angegeben sind die
Funktionsgleichung und das Bestimmtheitsmal} R’
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B.3.2.2 Pharmakologische Untersuchung des Chamazulens

B.3.2.2.1 Einfluss von Chamazulen auf die Zellviabilitét von HMEC-1 (MTT-Assay)

Der MTT-Assay ergab nach 24h Inkubation keinen signifikanten Einfluss der
Chamazulenkonzentrationen von 1, 10, 25, 50, 75 und 100 uM auf die Zellviabilitdt von
HMEC-1 (15.000 Zellen/Well) bezogen auf die Kontrollgruppe (Abbildung 56). Die Zellzahl
entsprach der im NF-kB Translokations-Assay verwendeten Anzahl. Experimente wurden in
6 Parallelen durchgefihrt und zweimal wiederholt (n=3). Die Daten wurden einer

einfaktoriellen ANOVA und anschliefenden Post hoc Tests (Scheffé-Prozedur) unterzogen.
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Abbildung 56: MTT-Assay durchgefihrt mit HMEC-1 (15.000 Zellen/Well) und Chamazulenkonzentrationen von
1, 10, 25, 50, 75 und 100 uM. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. n = 3, je 6 Parallelen, angegeben sind
Mittelwerte + Standardabweichung.
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B.3.2.2.2 Einfluss von Chamazulen auf die ICAM-1-Expression bei HMEC-1

Analog zum Matricin wurde auch fiir Chamazulen ein ICAM-1-Assay durchgefiihrt. Die TNF-a
(10 ng/ml) induzierte ICAM-1 Expression der behandelten HMEC-1 wurde von Parthenolid
signifikant (5 uM, p<0,001) auf 25,8% im Vergleich zu mit TNF-a stimulierten Zellen
verringert wahrend fiir die getesteten Chamazulenkonzentrationen 1, 10, 50 und 75 uM
keine signifikante Verdnderung beobachtet werden konnte (Abbildung 57). Im Gegensatz
dazu zeigte Matricin fiir die Konzentrationen 50 und 75 puM eine Inhibierung der ICAM-1-
Expression (vgl. B.3.2.1.3). Die Werte beziehen sich auf unbehandelte, mit TNF-a stimulierte

Zellen (100%). Die Versuche wurden in Duplicaten durchgefiihrt und zweimal wiederholt
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(n = 3). Die Daten wurden einer einfaktoriellen ANOVA (p < 0,001) und anschlielenden Post

hoc Tests unterzogen (Scheffé-Prozedur).
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Abbildung 57: Einfluss verschiedener Chamazulen-Konzentration auf die TNF-a (10 ng/ml) induzierte ICAM-1-
Expression bei HMEC-1. Die Kontrollgruppe (Negativkontrolle) bestand aus nicht behandelten, nicht
stimulierten Zellen. Parthenolid 5 uM diente als Positivkontrolle. Die Werte beziehen sich auf unbehandelte,
mit  TNF-a  stimulierte  Zellen  (100%). n=3, Duplikate, P <0,001, angegeben  sind
Mittelwerte + Standardabweichung.

ICAM-1 Expression [%]

B.3.2.2.3 Einfluss von Chamazulen auf die TNF-a induzierte NF-kB-Translokation bei
HMEC-1

Analog zum Matricin wurde auch flr das Chamazulen dessen potentieller Einfluss auf die NF-
kB-Translokation untersucht. Auch hier fihrte die Stimulierung von HMEC-1 mit TNF-a zu
einer deutlich erhéhten Translokation von NF-kB in den Zellkern (vgl. Matricin Abbildung 50).
Chamazulen hatte im Gegensatz zum Matricin (vgl. B.3.2.1.4) in keiner der getesteten
Konzentrationen (10, 50 und 75 uM) nach einer Inkubationszeit von 1 h (davon 30 min
Vorinkubation ohne TNF-a) einen signifikanten Einfluss auf die Translokation von NF-kB im
Vergleich zur unbehandelten, mit TNF-a stimulierten Zellen (100%). Parthenolid 5 uM wurde
als Vergleichssubstanz mit vermessen und zeigte eine signifikante Verringerung der
Translokation von NF-kB auf 84,9% (p <0,05) (Abbildung 58). Die Versuche wurden in
Duplikaten durchgefiihrt und zweimal wiederholt (n =3). Die Negativkontrolle wurde auf
den Wert Null gesetzt. Die Daten wurden einer einfaktoriellen ANOVA (p <0,001) und

anschliefenden Post hoc Tests unterzogen (LSD-Test).
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Abbildung 58: Einfluss von Chamazulen auf die TNF-a induzierte Translokation von NF-kB vom Zytoplasma in
den Zellkern bei HMEC-1. Die Kontrollgruppe (Negativkontrolle) bestand aus nicht behandelten, nicht
stimulierten Zellen. Parthenolid diente als Vergleichssubstanz. Die Werte beziehen sich auf unbehandelte, mit
TNF-a stimulierte Zellen (100%). n = 3, Duplikate, *p < 0,05, gezeigt sind Mittelwerte + Standardabweichung.

B.3.2.2.4 Einfluss von Chamazulen auf die Zellviabilitit von RAW 264.7 Zellen

Die durch Zellzahlbestimmung ermittelte Viabilitdit der RAW 264.7-Zellen unterschied sich
bei keiner der untersuchten Chamazulenkonzentrationen (1, 10, 25, 50, 75 und 100 uM)
signifikant von der der unbehandelten Kontrollgruppe (100%) (Abbildung 59). Die Versuche
wurden in 6 Parallelen durchgefiihrt und zweimal wiederholt (n = 3). Die Daten wurden einer
einfaktoriellen ANOVA und anschlieRenden Post hoc Tests unterzogen (Scheffé-Prozedur).

Die Zahl der ausgesaten Zellen entsprach der des Griess-Assays.
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Abbildung 59: Einfluss verschiedener Chamazulenkonzentrationen auf die Zellzahl von RAW 264.7. Als
Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. n = 3, je 6 Parallelen, gezeigt sind Mittelwerte + Standardabweichung.

B.3.2.2.5 Einfluss von Chamazulen auf die NO-Produktion bei RAW 264.7 Zellen

Analog zum Matricin wurde mit dem Griess-Assay die Fahigkeit von Chamazulen ermittelt,
die NO-Produktion von Makrophagen (RAW 264.7) bzw. die daraus resultierende
Nitritakkumulation im Zelliberstand zu beeinflussen. Die Nitrit-Konzentration im
Zelliberstand nach 24 h Inkubation wurde von Chamazulen in den Konzentrationen 50, 75
und 100 uM signifikant und konzentrationsabhangig verringert (Abbildung 60). Bereits eine
Chamazulenkonzentration von 10 uM senkte die Nitritmenge auf 88,3% und 100 uM
Chamazulen auf 30,2% im Vergleich zur Kontrolle. Matricin erwies sich im gleichen
Experiment dhnlich konzentrationsabhdngig, jedoch deutlich aktiver (vgl. B.3.2.1.7). Als
Kontrollgruppe dienten unbehandelte, mit LPS stimulierte Zellen (100%). Die Versuche
wurden in 8 Parallelen durchgefiihrt und zweimal wiederholt (n = 3). Die Daten wurden einer
einfaktoriellen ANOVA (p £0,001) und anschlieRenden Post hoc Tests unterzogen (Scheffé-

Prozedur).
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Abbildung 60: Verringerung der NO-Konzentration im Uberstand von mit LPS stimulierten RAW 264.7 Zellen
(Griess-Assay) durch Chamazulen. Als Kontrolle dienten LPS stimulierte aber unbehandelte Zellen (100%). n = 3,
je 8 Parallelen, p<0,01, p<0,001, angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung.

Der halbgraphisch bestimmte ICso-Wert fir Chamazulen im Griess-Assay betrug 59,3 uM (Zur

Berechnung verwendete Formel siehe Abbildung 61). Die Funktionsgleichung wurde nach

der Variablen x aufgel6st und der entsprechende Wert fiir y = 50 berechnet.
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Abbildung 61: Halbgraphische Bestimmung des ICso-Wertes von Chamazulen im Griess-Assay. Angegeben sind
die Funktionsgleichung und das BestimmtheitsmaR R’
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B.3.2.3 Direkt vergleichende Untersuchungen von Matricin und Chamazulen

B.3.2.3.1 Einfluss von Matricin und Chamazulen auf die NO-Konzentration im SNP-Assay
Im SNP-Assay sollten Matricin und Chamazulen auf die Fahigkeit hin untersucht werden, die
von SNP freigesetzten NO-Radikale bzw. die daraus entstehenden Nitritionen abzufangen.
Aus Abbildung 62 ist ersichtlich, dass die Konzentration von NO bzw. daraus entstandenem
Nitrit (freigesetzt aus 10 mM SNP in PBS) liber einen Zeitraum von 24 h von Chamazulen
(100 uM), im direkten Vergleich mit der Kontrolle und Matricin (100 uM), deutlich verringert
wurde. Wahrend die Kurven der Kontrolle und Matricin weitgehend parallel verlaufen, bleibt
die Chamazulenkurve zeitweise sogar unter dem Ausgangsniveau (2 h). So sank die Kurve
nach 2 h fir die Kontrollgruppe und Matricin auf 92% bzw. 93,6% im Vergleich zum
Ausgangswert tp, fir Chamazulen aber auf 46,9%. Die Differenz zum Zeitpunkt tq ist
moglicherweise durch die hohe Reaktionsgeschwindigkeit von Chamazulen mit NO zu
erkldaren. Die Mittelwerte der Kontrollgruppe und Matricin unterschieden sich nach 24 h
nicht signifikant voneinander (182,2% bzw. 178,3%), wahrend sich beide signifikant vom
Mittelwert von Chamazulen unterschieden (95,3%) (ANOVA, Scheffé-Prozedur, p <0,001).

Das Experiment wurde in 4 Parallelen durchgefiihrt und dreimal wiederholt.
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Abbildung 62: Zeitlicher Verlauf des Einflusses von Chamzulen (100 uM) und Matricin (100 uM) auf die NO-
Konzentration (freigesetzt aus 10 mM SNP in PBS) prozentual zur Kontrolle zum Zeitpunkt t=0h. n=3, 4
Parallelen, angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung.
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B.3.2.3.2 Modifizierter Griess-Assay, Matricin und Chamazulen im Vergleich

Im modifizierten Griess-Assay konnte der zeitliche Einfluss von Matrcicin und Chamazulen
auf die Nitritakkumulation im Zelliberstand von mit LPS stimulierten RAW 264.7-Zellen
ermittelt werden. Matricin und Chamazulen senkten, im Einklang mit den oben gezeigten
Ergebnissen (vgl. B.3.2.1.7 wund B.3.2.2.5) bei einer Inkubationszeit von 24h
konzentrationsbhingig die LPS-induzierte Nitrit-Konzentration im Uberstand von RAW 264.7-
Zellen. Die Wirkung von Matricin im Vergleich zu Chamazulen war dabei deutlich starker.
Nach einer Inkubationszeit von 1 h war fiur Matricin keine Senkung der NO-Konzentration
erkennbar, wohingegen fiir Chamazulen eine leicht dosisabhdngige Senkung der NO-
Konzentration beobachtet werden konnte (Abbildung 63). Beim Vergleich der 1 h-Werte
ergab sich zwischen Matricin und Chamazulen ein signifikanter Unterschied der
Konzentrationen 50 und 75 uM (p £0,05). Wahrend Chamazulen (75 uM) nach 1h die
Nitritkonzentration auf 65,9% reduzierte, blieb der entprechende Matricin-Wert bei 93,5%.
Chamazulen senkte also bereits nach 1 h die Nitrit-Konzentration im Griess-Assay, Matricin
jedoch nicht. Als Kontrollgruppe dienten unbehandelte, mit LPS stimulierte Zellen (100%).
Die Versuche wurden in 4 Parallelen durchgefiihrt und zweimal wiederholt (n = 3). Die Daten
wurden einer einfaktoriellen ANOVA und anschlieBenden Post hoc Tests unterzogen

(Scheffé-Prozedur).

120,0
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1 l i}
o 80,0 T
©
| ]
s 60,0 ———————i.—
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= 40,0 B
20,0 | B |
i .
K Matricin | Matricin | Matricin | Matricin | Cham Cham Cham Cham
1uM 25 uM 50 uM 75 uM 1uM 25 uM 50 uM 75 uM
W 24h[%]| 100,0 66,7 31,9 12,8 4,0 86,4 62,5 44,7 28,5
1 h[%] 100,0 93,2 88,7 98,0 93,5 90,5 71,6 68,0 65,9

Abbildung 63: Einfluss verschiedener Konzentrationen von Matricin und Chamazulen (Cham) auf die LPS-
induzierte Nitrit-Konzentration im Uberstand von RAW 264.7-Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 h bzw.
1 h im Vergleich zu unbehandelten, mit LPS stimulierten Zellen (K). n = 3, 4 Parallelen, angegeben sind die
Mittelwerte + Standardabweichung (prozentual bezogen auf die Kontrollgruppe).
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B.3.2.4 Aktivitatsgeleitete Fraktionierung eines Schafgarbenbliitenextrakts

B.3.2.4.1 Fraktionierung des Extrakts

Die Entfettung von 19,4 g DCM-Rohextrakt ergab 14,1 g entfetteten Extrakt, welcher durch

eine Kieselgel-Flash-Chromatographie in 5 Fraktionen (I-V) und einen Rest (Spilen der Saule

mit MeOH) aufgetrennt wurde. Abbildung 64 zeigt das Schema der Fraktionierung.

Entfetten mit MeOH

DCM-
Rohextrakt
19,4 g (100%)

141¢g
(72,6%)
Kieselgel-Flash
DCM/Aceton
| 1l m v ' Rest
690mg [| 510mg [| 2220mg [| 1210mg [| 5220mg [ | 1680mg
(3,6%) (2,6%) (11,4%) (6,2%) (26,9%) (8,7%)
Abbildung 64: Schema der Fraktionierung des Schafgarbenbliitenextrakts mittel

Chromatographie.

Kieselgel-Flash-

Abbildung 65 zeigt eine DC-Ubersicht der Fraktionierung des Extrakts, der Fraktionen I-V und

dem Rest. Es ist eine Auftrennung in lipophile Fraktionen (I, Il und evtl. 1ll) und hydrophile

Fraktionen (IV, V und R) erfolgt.
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Abbildung 65: Ubersichts-DC der Fraktionierung des entfetteten Schafgarbenbliitenextrakts mittels Kieselgel-
Flash-Chromatographie. Aufgetragen wurden der entfettete Extrakt (1), die Fraktionen I-V (2-6) und der Rest
(7) (Spulen der Sdule mit MeOH). NP-DC, FlieRmittel: DCM/Aceton 9:1, Laufhéhe: 8cm, keine
Kammersattigung, Derivatisierung: a, b keine; ¢, d mit AA-Reagenz, 5 min 100 °C, Dokumentation: a bei 254 nm;
b, d bei 366 nm; ¢ bei vis.

Abbildung 66 zeigt eine Ubersichts-DC (mit EP-Reagenz derivatisiert) der Fraktionen |-V und
R mit Matricin als Referenzsubstanz. Blaue Banden sind kennzeichnend fiir azulenogene
Verbindungen. AulRer in Fraktion | und Il finden sich also Proazulene in allen Fraktionen,

besonders deutlich in Fraktionen Ill, und V.
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Abbildung 66: Ubersichts-DC der Fraktionierung des entfetteten Schafgarbenbliitenextrakts mittels Kieselgel-
Flash-Chromatographie. Aufgetragen wurden die Fraktionen I-V (1-5) und der Rest (6) (Spulen der Sdule mit
MeOH) und Matricin als Referenzsubstanz (7). Stationdre Phase: NP-DC, FlieRmittel: DCM/Aceton 9:1,
Laufhéhe: 8 cm, keine Kammersattigung, Derivatisierung: EP-Reagenz, 5 min 100 °C, anschliefend EtOH,
Dokumentation: vis.

B.3.2.4.2 Einfluss des Extrakts und der Fraktionen auf die Zellviabilitit von HMEC-1
(MTT-Assay)

Um die Zytotoxizitat der Fraktionen und des Extrakts auf HMEC-1 zu ermitteln wurde ein
MTT-Assay durchgefiihrt. Der MTT-Assay ergab nach 24 h Inkubation mit den
entsprechenden Konzentrationen einen deutlichen negativen Einfluss auf die Zellviabilitat
von HMEC-1 (20.000 Zellen/Well) bezogen auf die Kontrolle (unbehandelte Zellen, 100%) fur
den entfetteten Extrakt der Konzentration 25 pg/ml, flir Fraktion IV der Konzentration
25 ug/ml und fur Fraktion V der Konzentration 25 und 10 ug/ml (Abbildung 67). Am
deutlichsten toxisch erwies sich Fraktion V, die bereits bei einer Konzentration von 10 pg/ml
die Viabilitat der Zellen auf 64,8% und bei einer Konzentration von 25 pug/ml auf 37,9%
reduzierte. In den Konzentrationen 1 und 5 pug/ml konnten jedoch alle Fraktionen und der
Extrakt als nicht toxisch angesehen werden. Der Versuch wurde in 6 Parallelen und als

Screening lediglich einmal durchgefiihrt (n = 1).
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Abbildung 67: MTT-Assay durchgefiihrt mit HMEC-1 (20.000 Zellen/Well) und Konzentrationen von 1, 5, 10 und
25 ug/ml  des entfetteten Schafgarbenblitenextrakts (E) und der Fraktionen der Kieselgel-
Flashchromatographie IlI-V. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. n=1, 6 Parallelen. Gezeigt sind die
Standardabweichungen der 6 Einzelwerte einer Messung.

B.3.2.4.3 Einfluss des Extrakts und der Fraktionen auf die TNF-a induzierte ICAM-1-
Expression bei HMEC-1

Analog zu den Experimenten mit Matricin und Chamazulen wurde auch fiir die Fraktionen
und den Schafgarbenblitenextrakt ein ICAM-1-Assay durchgefiihrt. Ziel dieses bioaktivitats-
geleiteten Ansatzes war es potentiell entziindungshemmende Fraktionen bzw. Substanzen in
der Schafgarbe zu identifizieren. Die TNF-a induzierte ICAM-1-Expression wurde deutlich
vom entfetteten Extrakt selbst (E) und v.a. von den Fraktionen IV und V verringert
(Abbildung 68). So senkte die Fraktion IV (12,5 ug/ml) die ICAM-1 Expression signifikant auf
43,2%, Fraktion V (6,25 pug/ml) sogar auf 18,1%. Der Extrakt (12,5 ug/ml) senkte die ICAM-1
Expression auf 21,1%. Die Werte beziehen sich auf unbehandelte, mit TNF-a stimulierte
Zellen (100%). Die Negativkontrolle zeigte einen Basiswert von 6,3% der ICAM-1-Expression.
Die Versuche wurden dreimal in Duplicaten durchgefiihrt (n =3). Die Daten wurden einer
einfaktoriellen ANOVA (p £0,001) und anschlieBenden Post hoc Tests unterzogen (Scheffé-

Prozedur).
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Abbildung 68: Einfluss der Fraktionen (I-V) des Schafgarbenblitenextrakts (E) und des Extrakts selbst auf die
TNF-a (10 ng/ml) induzierte ICAM-1-Expression bei HMEC-1. Die Kontrollgruppe (Negativkontrolle) bestand aus
nicht behandelten, nicht stimulierten Zellen. Mit Parthenolid (5 M) behandelte Zellen dienten als
Positivkontrolle. Die Werte beziehen sich auf unbehandelte, mit TNF-a stimulierte Zellen (100%). n =3,
Duplikate, **p <0,01, ***p <£0,001, angegeben sind Mittelwerte * Standardabweichung.

B.3.2.4.4 Einfluss des Extrakts und der Fraktionen auf die Zellviabilitét von RAW 264.7
Zellen

Zur Bestimmung der Zytotoxizitdt des Extrakts und der Fraktionen auf RAW 264.7-Zellen
wurde eine Zellzahlbestimmung unter Einfluss der Testsubstanzen durchgefiihrt. Es zeigte
sich fir den entfetteten Schafgarbenbliitenextrakt (E) und die Fraktionen IV und V lediglich
fur die jeweils hochste Konzentration (25 pug/ml) eine verminderte Viabilitat im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe (Abbildung 69). Auch hier erwiesen sich die Fraktionen IV und
V bei einer Konzentration von 25 pug/ml als am starksten toxisch (70,5 bzw. 52,0% Viabilitat
im Vergleich zur Kontrolle). Geringere Konzentrationen zeigten keinen Einfluss auf die
Zellzahl. Fraktion Il erwies sich in den getesteten Konzentrationen als nicht toxisch. Die
Versuche wurden in 6 Parallelen durchgefiihrt und als Screening lediglich einmal

durchgefiihrt (n = 1).
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Abbildung 69: Einfluss verschiedener Konzentrationen des entfetteten Schafgarbenbliitenextrakts (E) und der
Fraktionen 1lI-V der Kieselgel-Flasch-Chromatographie auf die Zellzahl von RAW 264.7. Als Kontrolle dienten
unbehandelte Zellen. n=1, 6 Parallelen. Gezeigt sind die Standardabweichungen der 6 Einzelwerte einer
Messung.

B.3.2.4.5 Einfluss des Extrakts und der Fraktionen auf die NO-Produktion bei RAW 264.7
Zellen (Griess-Assay)

Ebenfalls analog zu den Experimenten mit Matricin und Chamazulen wurde auch fir den
Schafgarbenblitenextrakt und dessen Fraktionen ein Griess-Assay durchgefiihrt. Dadurch
sollten potentiell entziindungshemmende Fraktionen bzw. Substanzen in der Schafgarbe
aufgesplrt werden. AuBer Fraktion | zeigten alle Fraktionen und der Extrakt in allen
getesteten Konzentrationen im Griess-Assay mit RAW 264.7 Zellen eine signifikante Senkung
der Nitritmenge im Zelliberstand nach 24 h Inkubation. Als besonders aktiv erwiesen sich
dabei die Fraktionen IV und V und der Extrakt selbst. So senkte Fraktion V bereits bei einer
Konzentartion von 1 pg/ml die Nitritmenge im Uberstand signifikant auf 66,4% Im Vergleich
zur Kontrolle. Der Extrakt und Fraktion IV senkten bei einer Konzentration von 5 pg/ml die
Nitritmenge auf unter 40% (Abbildung 70). Die in mehreren Konzentrationen verwendeten
Fraktionen zeigten alle in ihrer Aktivitdat eine starke Konzentrationsabhdngikeit. Alle
Testkonzentrationen bewegten sich im nicht toxischen Bereich. Als Kontrolle dienten
unbehandelte, mit LPS stimulierte Zellen (100%). Die Versuche wurden in 8 Parallelen
durchgefiihrt und zweimal wiederholt (n = 3). Die Daten wurden einer einfaktoriellen ANOVA

(p £0,001) und anschlieBRenden Post hoc Tests unterzogen (Scheffé-Prozedur).
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Abbildung 70: Einfluss verschiedener Konzentrationen des entfetteten Schafgarbenblitenextrakts (E) und der
Fraktionen |-V der Kieselgel-Flashchromatographie auf die Nitirt-Konzentration im Uberstand von RAW 264.7
Zellen (Griess-Assay). Als Kontrolle dienten unbehandelte, mit LPS stimulierte Zellen. n=3, 8 Parallelen,
***p <£0,001, angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung.
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B.4 Diskussion

B.4.1 Optimierung der Matricinisolierung aus Kamillenbliiten

Die Isolierung von Matricin ist zwar gut dokumentiert, jedoch nach wie vor methodisch
aufwendig und aufgrund der Instabilitit von Matricin schwierig.>?> Besonders der von Cekan
et al. (1954), Stahl & Schild (1981), Flaskamp et al. (1982), und von Schmidt & Ness (1993)
beschriebene  Schritt des Ausschiittelns der Petroletherphase mit Kalium-
hydrogencarbonatlosung ist sehr zeitraubend, v.a. wegen der schlechten Phasentrennung
(siehe auch B.3.1.1.4 ).323324325328 |4 dieser Arbeit wurde daher versucht Matricin durch rein
chromatographische Methoden zu isolieren, was in drei Schritten mittels Flash-
Chromatographie gelungen ist. Die Ausbeute ist mit 0,016% bezogen auf die Droge
(0,16 mg/g) zwar geringer als z.B. bei Ramadan et al. (2006), die eine Ausbeute von 0,087%
(0,87 mg/g) vorweisen konnten, allerdings ist die in der vorliegenden Arbeit beschriebene

327 puch die erzielte Reinheit von maximal 98,6%

Isolierung methodisch weniger aufwendig.
war zufriedenstellend. Es ist also durchaus praktikabel die Isolierung des Matricins nach der

hier beschriebenen Methode durchzufiihren.

B.4.2 Isolierung von 8-Desacetyl-8-angeloyl-4-epi-matricin

Die Isolierung von 8-Desacetyl-8-angeloyl-4-epi-matricin (Ang-Ma) gelang in 3 Schritten
durch die Kombination von Kieselgel-Saulenchromatographie, darauf folgender S&ulen-
chromatographie mit Aluminiumoxid als stationdrer Phase und anschlieRender Aufreinigung
Uber semiprdparative HPLC an RP-18-Material. Die Zugabe einiger Tropfen NHs-Losung bei
der Extraktion und den beiden Sdulenchromatographieschritten verminderte die Gefahr der
saurekatalysierten Zersetzung der instabilen Verbindung und ist auch fir die Isolierung
weiterer Proazulene zu empfehlen. Todorova et al. (2006) isolierten die Verbindung aus
Achillea asplenifolia (aus Bulgarien), welche zum A. millefolium Aggregat gezdhlt wird.
Beziiglich der Chemotaxonomie wurde diskutiert, dass das Vorkommen von Guaianoliden

vom Matricin- und Achillicin-Typ typisch fir die diploiden Spezies A. asplenifolia und A.

322 Jakovlev et al. 1983

Cekan et al. 1954

%2 stahl und Schild 1981
3% Flaskamp et al. 1982
326 Schmidt und Ness 1993
%7 Ramadan et al. 2006

323

118



roseo-alba und fur die tetraploide Art A. collina sei.**® Dies wurde zuvor auch von der
Arbeitsgruppe um W. Kubelka gezeigt. Sie fanden in A. roseo-alba u.a. das zu Ang-Ma
strukturverwandte 8-Desacetyl-8-tigloyl-4-epi-matricin und das isomere 8-Desacetyl-8-
tigloyl-matricin.>*® Ebenfalls in A. roseo-alba wurden die Achillicin-Derivate 8a-Tigloyl-10-epi-

330

artabsin und 8a-Angeloyl-10-epi-artabsin gefunden.” Aus A. collina wurde neben Matricin

und Achillicin eine Bandbreite an Proazulenen isoliert, u.a. 8a-Angeloxyartabsin, und dessen

Tigloylderivat, auch Ang-Ma und das entsprechende Tigloylderivat.331

Da in A. asplenifolia
Proazulene mit Angeloxy-Seitenketten dominieren und in A. roseo-alba und A. collina u.a.
Proazulene mit Angeloxy- und Tigloxy-Seitenketten vorkommen, waren diese Arten, sofern
erhiltlich, ergiebige Quellen zur Isolierung und anschlieRender Testung dieser Proazulene.**?
Diese wadren pharmakologisch sehr interessant, denn sie besitzen kein Michael-System im
Grundgerist, dafiir aber in der Seitenkette, was einen Vergleich beziiglich Struktur-
Wirkungs-Beziehung zum Matricin ermoglichen wiirde, welches kein Michael-System besitzt.
Das Vorkommen von Ang-Ma in der hier verwendeten Droge weilst aullerdem auf die
schwierige Abgrenzung der Arten des Aggregats hin, denn in der hexaploiden,
proazulenfreien A. millefolium s.s. sollte Ang-Ma nicht vorkommen.?*®  Eine
pharmakologische Testung konnte wegen der geringen isolierten Menge und des baldigen

Zerfalls des isolierten Ang-Ma leider nicht durchgefiihrt werden. Der hier beschrittene Weg

kann aber als Anleitung zur Isolierung gréBerer Mengen dienen.

B.4.3 Pharmakologische Untersuchungen von Matricin und Chamazulen

Im Folgenden sollen die in dieser Arbeit generierten pharmakologischen Resultate bezliglich
Matricin und Chamazulen unter Einbeziehung der aus der Literatur bekannten Ergebnisse
vergleichend diskutiert werden.

Die Kamille gehort zu den ,groRen Drogen” in der Phytotherapie. Die Anwendungen und

Wirkungen sind vielféiltig.a'a'4

Neben der innerlichen Anwendung, meist in Form von Tee, ist
fiir diese Arbeit v.a. die duRerliche Anwendung von Interesse, da man davon ausgehen kann,

dass das sdurelabile Matricin bei der Magenpassage vollstandig zersetzt wird und somit nur

3% Todorova et al. 2006
2% Kastner et al. 1991b
Kastner et al. 1991c
Trendafilova et al. 2006
Todorova et al. 2006
Jurenitsch 2007
Dingermann et al. 2004

330
331
332
333
334
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335,336

bei topischer Anwendug als potentieller Wirkstoff in Betracht kommt. Ausziige der

Kamille werden &uRerlich z.B. bei Haut- und Schleimhautentziindungen, auch in der
Mundhdhle sowie im Anal- und Genitalbereich und zur Wundheilung eingesetzt.3'3'7’338

Die Datenlage zu den hier untersuchten Inhaltsstoffen Matricin und Chamazulen ist relativ
sparlich und die meisten Forschungsergebnisse, v.a. zur Pharmakologie von Matricin,
stammen aus den 1980er und 1990er Jahren. Chamazulen wurde schon weit friher
untersucht. Bereits in den 30er Jahren des 20. Jahrhunderts gab es in vivo Belege zur

339340 Doch schon kurz darauf gab es

entziindungshemmenden Wirkung von Chamazulen.
auch Widerspruch. So konnten Oettel & Wilhelm-Kollmannsperger (1955) weder fir
Kamilleninfus, Guajazulen, 4 sythetische Azulene, noch fir das Chamazulen eine
entziindungshemmende Wirkung in vivo feststellen.** Dafiir vermuteten andere Autoren

2 Diese heute noch aktuelle

eine antiphlogistische Wirkung des Proazulens.**
Widersprichlichkeit bezliglich der entzindungshemmenden Aktivitdt von Chamazulen und
Matricin, nahm also damals schon ihren Anfang. Im ersten Teil der Diskussion soll daher
vorerst das aktuell Bekannte zu Matricin und Chamazulen bestmoglich zusammengefasst

werden, woraufhin dann die eigenen Ergebnisse dargestellt und interpretiert werden.

Die Berichte Uber die fiur die entziingshemmende Wirkung verantwortlichen, in
Kamillenbllitenzubereitungen vorkommenden Inhaltsstoffe setzen unterschiedliche
Schwerpunkte. Haufig wird neben dem Apigenin und dem Bisabolol dem Chamazulen und
nicht dem Proazulen Matricin die enzindungshemmende Wirkung der Kamille

* Eine wichtige Rolle im

zugeschrieben, wie Jakolev et al. (1983) zusammenfassen.**
Enziindungsgeschehen spielen beispielsweise die Metabolite der Arachidonsdure, wie
Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene die durch Cyclooxygenasen (COX) und

34 1n einer

Lipoxygenasen (LOX) gebildet werden und als Entziindungsmediatoren agieren.
Untersuchung von Safayhi et al. (1994) wurde die Wirkung von Chamazulen und Matricin auf

diese Systeme untersucht. Sie konnten zeigen, dass Chamazulen dosisabhdngig die

%% Ramadan 2005

336 Ramadan et al. 2006

*7 Hansel und Sticher 2007

33 Dingermann et al. 2004

3% Heubner und Grabe 1933

* Heubner und Albath 1939

1 Oettel und Wilhelm-Kollmannsperger 1955
2 Jakovlev et al. 1983

3 Jakovlev et al. 1983

** Hansel und Sticher 2007
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Leukotrien B;—Synthese in Kalzium und lonophor A 23187 stimulierten Ratten-Granulocyten
(in vitro) mit einem ICso-Wert von 15 uM hemmte, wohingegen Matricin bis 200 uM keinen
Effekt zeigte. Chamazulen verminderte aullerdem die Bildung von 5-Lipoxygenaseprodukten
(5-LO) aus exogen zugefiihrter Arachidonsiure (ICso =10 pM) im Uberstand neutrophiler
Granulocyten (Ratte). Dartber hinaus hemmte Chamazulen mit einem ICsy von 2 uM, in
einem zellfreien Peroxidierungsmodell, die Bildung von Arachidonsdauremetaboliten nicht
jedoch das Matricin. Fiir Matricin konnte in dieser Untersuchung auBerdem kein Effekt auf
die Aktivitdat der Cyclooxygenase und der 12-Lipoxygenase in humanen Thrombozyten
beobachtet werden. Die Autoren schreiben also klar dem Chamazulen und nicht dem
Matricin antiphlogistische Wirkung zu. Da fir die Aktivierung der 5-LO Radikale und Peroxide
essentiell sind und eine Aktivitat von Chamazulen in zellfreien Systemen beobachtet werden
konnten, schlussfolgern die Autoren, dass Chamazulen einen antioxidativen

3% Die gleiche Arbeitsgruppe konnte auRerdem zeigen, dass

Wirkmechanismus aufweist.
Chamazulen die Bildung von 5-HETE (5-Hydroxyeicosatetraensaure, Produkt der 5-LO) in
neutrophilen Granulozyten der Ratte hemmte, Matricin hingegen nicht. AuBerdem hatte
Matricin keinen Einfluss auf die Bildung von Hydroxyheptadecatriensdaure (12-HHT, Produkt
der COX) und 12-HETE (Produkt der 12-LOX) in stimulierten humanen Thrombozyten und
zeigte kaum antioxidative Aktivitat. Hier wird die Wirkung von Chamazulen ebenfalls auf
mogliche antioxidative Effekte zuriickgefihrt.>*®

Auch der Transkriptionsfaktor NF-kB spielt im Entziindungsgeschehen eine wichtige Rolle, da
er nach Translokation in den Zellkern die Transkription von Genen wie iNOS, COX-2 oder
ICAM-1 auslésen kann, die im Entziindungsgeschehen relevant sind (vgl. B.1.4.1 und B.1.4.2).
Bei einer Untersuchung mittels EMSA (electrophoretic mobility shift assay) konnte fir
Matricin und seine Strukturverwandten Tigloyl- und Angeloylartabsin keine Inhibierung der

%7 Ramadan et al. (2006) sprechen dem

DNA-Bindung von NF-kB festgestellt werden.
Matricin ebenfalls die Wirksamkeit ab und zeigten im Gegenzug die anti-inflammatorische
Wirkung (COX-2, Mausohr-Odem) von Chamazulencarbonsiure, einem Zwischenprodukt des

Abbauweges vom Matricin zum Chamazulen.>* In einem aktuellen Review wird Matricin im

345

Safayhi et al. 1994
Ammon et al. 1996
37 | yss et al. 2000

3%8 Ramadan et al. 2006
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Zusammenhang mit der anti-inflammatorischen Wirkung der Kamille nicht einmal
erwihnt.>*

Andere Quellen belegen wiederum eine antiphlogistische Aktivitdt von Matricin. Della Loggia
et al. (1990) testeten drei verschiedene Kamillenzubereitungen, die sich hauptsachlich im
Gehalt an Matricin und Chamazulen unterschieden, am Crotondl-induzierten Mausohr-
Odem. Die Praparation aus frischen und getrockneten Kamillenbliiten enthielten beide
ahnliche Mengen an Apigenin und Bisabolol. Matricin war im Vergleich zur Zubereitung aus
getrockneten Bliten in etwa doppelter Menge in der Zubereitung aus frischen Bliiten
enthalten. Beide enthielten jedoch kein Chamazulen, welches lediglich in der dritten
Zubereitung mit itherischem Ol zu finden war. Diese enthielt im Gegenzug aber kein
Matricin, da dieses ja bei der Wasserdampfdestillation zu Chamazulen zerfallt und auch kein
Apigenin. Alle drei Zubereitungen wiesen jedoch in etwa gleiche Mengen an Bisabolol auf.
Am Mausohr-Odem zeigte sich nun eine abnehmende Entziindungshemmung angefangen
von der Zubereitung mit frischen (31,6%), lber die mit getrockneten Bliten (23,7%) hin zu
der mit dtherischem Ol (6,6%). Daraus wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass Matricin
starker antiphlogistisch wirkt als Chamazulen, beide jedoch weniger wirksam sind als
Apigenin.‘q’50

Zittler-Eglseer et al. (1991) zeigten am Crotonél-induzierten Mausohr-Odem, dass Matricin
neben Rupicolin B (14,3% Hemmung), 11,13-Dehydrodesacetylmatricarin (45,5% Hemmung)
und Apigenin (54,5% Hemmung) mit 61,0% Odemhemmung die stirkste Aktivitat aufwies.®!
Kastner et al. (1993) fanden einen antiddematdsen Effekt (59,1%) fur Matricin (und andere

32 Auch Zidorn et al. (1999) testeten neben

Proazulene) bei einer Konzentration von 1 uM.
anderen Substanzen aus Leontodon hispidus Achillicin, Chamazulen und Matricin am
Crotondl-induzierten Mausohr-Odem und beobachteten eine Odemhemmung von nur 3%
fur Chamazulen, 23% fir Achillicin und von 58% fir Matricin. Auch hier war also Matricin am
starksten wirksam.>** In jungeren Publikationen wie z.B. bei Hitziger et al. (2003) wird jedoch
die beschriebene antiphlogistische Wirkung des Matricins auf wirksame Zwischenprodukte,

wie z.B. die Chamazulencarbonsdure zuriickgefiihrt, welche bei der Umwandlung von

Matricin in Chamazulen entstehen. Fiir Chamazulencarbonsaure konnte eine Hemmung der

** petronilho et al. 2012

Della Loggia et al. 1990
Zitterl-Eglseer et al. 1991
Kastner et al. 1993
Zidorn et al. 1999
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Aktivitat der proinflammatorischen COX-2 gezeigt werden.*®* Auch Ramadan et al. (2006)
schreiben der Chamazulencarbonsaure, wie oben bereits erwdahnt, wegen seiner Profen-
Struktur eine antiphlogistische Wirkung zu.>*

Andere Untersuchungen hingegen legten den Fokus mehr auf das Chamazulen. Safayhi et al.
(1994) beobachteten, wie oben erwdhnt, eine anti-inflammatorische Aktivitdt von
Chamazulen und fiihrten dies auf seine antioxidative Eigenschaften zuriick.>® Rekka et al.
(1996) testeten Chamazulen direkt auf seine Radikalfangereigenschaften. Sie konnten
zeigen, dass Chamazulen die Lipidperoxidation konzentrationsabhanging verringert und bei
einer Konzentration von 50 uM vollstandig hemmte. Dariliber hinaus stellten sie fest, dass
Chamazulen die Oxidation von DMSO verringerte und ab einer Konzentration von 5 uM
signifikante Hydroxyl-Radikalfangereigenschaften aufwies. AuBerdem zeigte Chamazulen
eine zeitabhdngige Reaktion mit dem stabilen freien Radikal DPPH (2,2‘-Diphenyl-1-

357

picrylhydrazyl).”’ Ornano et al. (2013) berichteten, dass das Chamazulen reiche atherische

Ol von Artemisia arborescens L. effektive Radikalfangereigenschaften gegeniiber dem ATBS-

3%8 Wegen der

Radikalkation (2,2‘-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)) aufwies.
Beteiligung von Radikalen an Entziindungsprozessen, u.a. auch lber den oben erwdhnten
Arachidonsdurestoffwechsel, liegt die Vermutung nahe, dass Chamazulen seine
entziindungshemmende Wirkung also dadurch entfaltet, indem es als Radikalfanger fungiert.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass viele Autoren den Abbauprodukten des Matricins,
sei es Chamazuelncarbonsdure oder Chamazulen selbst, eine anti-inflammatorische Wirkung
zuschreiben und weniger dem Matricin. Auch wenn in einigen Untersuchungen Matricin
antiphlogistische Aktivitat zeigte, wurden dann haufig die allmahlich daraus entstehenden

Abbauprodukte dafiir verantwortlich gemacht.359

Dieser These widerspricht allerdings die
Beobachtung, dass unterschiedlich substituierte Proazulene auch unterschiedlich stark
wirken, so wie u.a. Kastner et al. (1993) und Zidorn et al. (1999) zeigten. Denn ware lediglich
ein fir alle Proazulene einheitliches Abbauprodukt fir die Wirkung verantwortlich, missten

sich die verschiedenen Proazulenen in ihrer Wirkung sehr dhneln, was nicht der Fall ist

% Hitziger et al. 2003

Ramadan et al. 2006
Safayhi et al. 1994
%7 Rekka et al. 1996

%% Ornano et al. 2013
Hitziger et al. 2003

355
356

359

123



(Odemhemmung Achillicin: 23%, Matricin: 58%, bzw. 61%, 8a-Angeloxy-10-epi-artabsin:
53’4%)'360,361,362

Im Kontext der oben zusammenfassend beschriebenen Ergebnisse friiherer
Forschungsvorhaben, sollen nun die in dieser Arbeit ermittelten Daten bezliglich der
Pharmakolgie von Matricin und Chamazulen vergleichend dargestellt werden. Sie stehen
teilweise in Opposition zu den Ergebnissen und deren Interpretation anderer
Untersuchungen.

Nachdem die Zytotoxizitdt von Matricin und Chamazulen auf die beiden verwendeten
Zelllinien HMEC-1 und RAW 264.7 im untersuchten Konzentrationsbereich ausgeschlossen
werden konnte (vgl. B.3.2) und fir Matricin die Stabilitdt unter in vitro-Bedingungen belegt
war (vgl. Abbildung 43), wurde versucht, die pharmakologischen Targets und die damit
verbundenen Wirkmechanismen von Matricin und Chamazulen genauer zu ergriinden.
Aufgrund der durchgefiihrten Degradationskontrolle unter Assay-Bedingungen konnten die
beobachteten Ergebnisse direkt dem Matricin zugeschrieben werden und mussten nicht mit
einem seiner Abbauprodukte in Zusammenhang gebracht werden. Es stellt sich jedoch die
Frage, ob in einem Ansatz mit Zellen eventuell vorhandene Esterasen mit dem Abbau von
Matricin beginnen. Hier miissten weitere Versuche in Anwesenheit von Zellen durchgefiihrt
werden. Durch Testung im nicht-toxischen Bereich konnten aulerdem falsch positive bzw.
falsch negative Ergebnisse in den Assays weitgehend ausgeschlossen werden. Hierbei wurde
auch auf einen moglichen Einfluss der Zellzahl geachtet, indem die Zellzahl der
Zytotoxizitatstests an die der Assays angeglichen wurde. Zuerst konnte festgestellt werden,
dass Matricin, nicht aber Chamazulen, die TNF-a induzierte ICAM-1-Expression bei HMEC-1
dosisabhangig reduzierte (auf 52,7% bei 75 uM) (vgl. Abbildung 46). ICAM-1 wird von
Endothelzellen als Antwort auf Entziindungsmediatoren wie TNF-a und IFN-y oder auch als
Antwort auf Bestandteile der bakteriellen Zellmembran (LPS) vermehrt exprimiert und ist an
der Migration weiBer Blutkdrperchen aus den BlutgefaBen ins entziindete Gewebe

363,364.365 D3 die ICAM-1-Expression ein zentrales Ereignis im Entziindungsgeschehen

beteiligt.
darstellt und Matricin diese offensichtlich inhibieren kann, legte dies die Vermutung nahe,

dass Matricin zumindest Anteil an der anti-inflammatorischen Aktiviat von

%0 Zitterl-Eglseer et al. 1991

%! Kastner et al. 1993

%2 Zidorn et al. 1999

33 Cronstein und Weissmann 1993
Roebuck und Finnegan 1999
Ley et al. 2007
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Kamillenzubereitungen haben kann. Einen Hinweis darauf lieferten auch Shipochliev et al.
(1981). Sie konnten bei Ratten, bei denen durch Carrageen und Prostaglandin E1
Entziindungen ausgeldst wurden, mit Kamillenextrakt die Leukozytenmigration hemmen.>*®
Da diese Migration u.a. ICAM-1-vermittelt ablduft, steht deren Ergebniss im Einklang mit
dem dieser Arbeit. Allerdings ist nicht klar, welche Bestandteile des von Shipochliev et al.
(1981) verwendeten Extrakts den Effekt erzielten. Die Wirkung konnte auch mit der Aktivitat
von Apigenin erklart werden, welches ebenso in der Lage ist, die ICAM-1-Expression im
Tiermodell zu reduzieren (wobei kein Mechanismus Uber Radikalfangereigenschaften

387 Auch an mit IL-1-a, TNF-a und LPS stimmulierten HUVEC (human

angenommen wurde).
umbilical vein endothelial cells) konnte fir Apigenin in vitro eine dosisabhangige Reduktion
der ICAM-1-Expression gezeigt werden. Fir Matricin allerdings wurde die Hemmung der
ICAM-1-Expression hier zum ersten Mal beobachtet.

Der ICAM-1-Assay lasst jedoch keinen Rickschluss auf den genauen Wirkmechanismus einer
aktiven Substanz zu. Es ist aber bekannt, dass das Cytokin TNF-a die ICAM-1-Expression Uber
den NF-kB-Weg aktiviert.>®® Dabei wird der durch Phosphorylierung aktivierte
Transkriptionsfaktor NF-kB vom Zytoplasma in den Zellkern transloziert (vgl. B.1.4.1, B.1.4.2),
wodurch dann nach Bindung von NF-kB an die zugehorige Promotorregion auf der DNA eine
vermehrte Transkription proinflammatorischer Gene, wie z.B. der von ICAM-1, VCAM, iNOS
und COX-2, stattfindet.****’® Vom Sesquiterpenlacton Parthenolid, das hier als
Positivkontrolle verwendet wurde, ist beispielsweise bekannt, dass es den NF-kB-Signalweg
hemmt. Das Parthenolid bindet dabei an eine Untereinheit des I-kB-Kinase-Komplexes,
welche den DNA-bindenden Teil von NF-kB im Zytoplasma zurickhalt. Damit wird die

31 |n einer anderen Studie zeigte sich, dass

Translokation von NF-kB in den Kern verhindert.
Parthenolid sowohl die Bindung von NF-kB an die DNA als auch den fiir die Translokation
wichtigen Abbau von [-kB hemmt. Die DNA-Bindung wird wahrscheinlich durch die

372 NF-kB ist also ein

Alkylierung eines Cysteinrests an der NF-kB-Untereinheit p65 behindert.
prominentes Target, um die Hemmung der ICAM-1-Expression zu erkldren. Um sich dem
Wirkmechanismus von Matricin weiter zu ndhern, wurde ein NF-kB-Reportergen-Assay

durchgefiihrt, mit dem Ergebnis, dass Matricin ab einer Konzentration von 10 uM (bis

366
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75 uM) signifikant die Expression des down-stream vom NF-kB-Promotor gelegenen
Reportergens (Luciferase) verringerte (vgl. Abbildung 52). Dass es sich bei NF-kB um das
vermutete Target von Matricin handeln kénnte, wurde auRerdem dadurch unterstiitzt, dass
flir Matricin, aber nicht fiir Chamazulen, eine Verminderung der Translokation von NF-kB
vom Zytoplasma in den Kern gezeigt werden konnte (vgl.B.3.2.1.4, B.3.2.2.3). Anderes zeigen
die bereits erwahnten Ergebnisse von Lyss et al. (2000), die flir Matricin keine Inhibierung
der DNA-Bindung von NF-kB (EMSA) beobachten konnten.*”® Da die DNA-Bindung natirlich
nur nach der Translokation von NF-kB in den Kern erfolgen kann, widersprechen diese
Ergebnisse denen dieser Arbeit. Fiir einen methanolischen Schafgarbenextrakt wiederum,
dessen wesentliche Sekundarstoffe als Flavonoide und Caffeoylchinasdurederivate
angegeben wurden, der aber durchaus Proazulene enthalten kénnte, wurde eine Hemmung
der II-1B induzierten NF-kB-Translokation bei HUVEC gezeigt.374 Hier bedarf es also weiterer
Untersuchungen.

Zusatzliche Informationen lieferte ein modifizierter ICAM-Assay. Werden HMEC-1 mit LPS
stimuliert, 16st das ebenfalls eine erhéhte ICAM-1-Expression aus, jedoch wird diese im Fall
von LPS-Aktivierung sowohl tber den NF-kB-Weg als auch Uber den JAK/STAT-Signalweg
(STAT-1) vermittelt.>”>?"®3773"® Matricin zeigte auch hier dosisabhingig und sogar noch
deutlicher als bei der Stimulierung mit TNF-a eine hochsignifikante Verringerung der ICAM-
1-Expression (auf 20,4%, 75 uM) (vgl. Abbildung 47). Um zu kldren, ob auch der
Transkriptionsfaktor STAT-1 an diesem Ergebnis beteiligt ist, wurden HMEC-1 mit IFN-y
stimuliert. IFN-y hat die Eigenschaft die ICAM-1-Expression Uber den STAT-1-Weg zu

vermitteln 379380381

Die ICAM-1-Expression konnte zwar mit IFN-y dosisabhangig gesteigert
werden, was die Funktionstlchtigkeit des Assays belegt (vgl. Abbildung 48), jedoch weder
mit Matricin noch mit Chamazulen gehemmt werden. Lediglich Parthenolid hemmte die IFN-
y-induzierte ICAM-1-Expression leicht. Das negative Ergebnis gibt Grund zur Annahme, dass
der JAK/STAT-Weg nicht an der beobachteten Aktivitdt von Matricin beteiligt ist (vgl.
Abbildung 49). Die Vermutung liegt also nahe, dass Matricin bei humanen Endothelzellen in

vitro Uber die Hemmung der Translokation des Transkriptionsfaktors NF-kB anti-

373 |yss et al. 2000
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inflammatorisch wirkt. Auch fir andere SL mit Guaianolidstruktur ist eine solche
Translokationshemmung bekannt. So berichten z.B. Shin et al. (2005) von einer moglichen

NF-kB-Translokationshemmung durch Zaluzalin-C und Estafiaton, allerdings bei murinen

382 j 383
A

Makrophagen. hnliches wird auch von Ergolid berichtet.”" Allerdings besitzen diese SL
ein vermutlich aktivitatsbestimmendes Michael-System, Matricin hingegen nicht. Bezlglich
des Wirkmechanismus des Matricins besteht also weiterhin Klarungsbedarf. Im Gegensatz
zum Matricin erwies sich das Chamazulen in den durchgefiihrten Experimenten zur ICAM-1-

Expression und NF-kB-Translokation als vollig inaktiv.

Um einen anderen Bereich im Entzliindungsgeschehen zu beleuchten, namlich die Aktivitat
der durch pro-inflammatorische Stimuli induzierbaren NO-Synthase (iNOS), wurden Matricin
und Chamazulen an murinen Makrophagen (RAW 264.7) im sog. Griess-Assay getestet. NO
hat neben einer immunmodulatorischen Signalwirkung auch direkte, anti-mikrobielle
Wirkung bei akuten Entziindungen und Infektionen. Chronische oder ibermaRige Produktion
von NO kann allerdings zu Gewebeschaden fiihren und eine Hemmung der iNOS bzw. ein
Absenken der NO-Konzentration in chronisch entziindetem Gewebe, kann damit ein
Wirkprinzip entzindungshemmender Naturstoffe sein (vgl. B.1.4.3).38438>386

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten konnte gezeigt werden, dass Matricin
und Chamazulen dosisabhingig die Nitrit-Konzentration im Uberstand von LPS-stimulierten
RAW 264.7-Zellen verringerten, wobei sich Matricin als deutlich aktiver erwies (Matricin:
ICs0 = 20,9 uM, Senkung auf 1,9% bei 100 uM; Chamazulen: 1Csq=59,3 uM, Senkung auf
30,2% bei 100 uM, vgl. B.3.2.1.7 und B.3.2.2.5). Matricin und Chamazulen wurden bisher
nicht im Griess-Assay getestet, jedoch sind Ergebnisse fur Kamillenextrakte bekannt. So
konnten Bashkaran et al. (2010) mit einem HeiBwasserextrakt von Kamille ebenfalls die NO-
Produktion und die iNOS-Expression in RAW 264.7-Zellen hemmen und zeigten aullerdem,
dass dies durch die Inhibierung von NF-kB vermittelt wurde. Die Autoren halten sich jedoch
uber das mogliche wirksame Prinzip des verwendeten Extrakts bedeckt. Lediglich Apigenin-
Glykoside werden als Inhaltsstoffe genannt.®®’ Srivastava et al. (2009) konnten bei mit LPS

stimulierten RAW 264.7-Zellen ebenfalls mit einem KamillenheiBwasserextrakt eine

*%2 shin et al. 2005

** Han et al. 2001

Laroux et al. 2001
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Hemmung der COX-2 Aktivitat bewirken.>®® Es ist fraglich, ob evtl. auch eine geringe Menge
Matricin in diesen Extrakten enthalten war und ob damit die gezeigte Aktivitat erklart
werden kann. Ghassemi-Dehkordi (1988) untersuchte u.a. die Loslichkeit und Stabilitdt von
Matricin in heiRem Wasser und fand, dass sich beim UbergieRen von 1 mg Matricin mit 5 ml
kochendem Wasser nach 30 min etwa 56% davon l6sten, aber nach 15 h fast alles Matricin
zerfallen war. Es ist also fraglich, ob die Ergebnisse der genannten Untersuchungen mit
Heilwasserextrakten mit einer moéglichen Wirkung des darin enthaltenen Matricins zu
erklaren sind.*®® Kastner et al. (1993) beschreiben jedoch, dass Proazulene sehr wohl in
Teezubereitungen Ubergehen und damit einen Teil ihrer Wirksamkeit erklart werden

390

kann.”™™ Auch fiir die Proazulene (Proazulene des ,Griinazulens”) Rupicolin A und B aus

Achillea setacea konnte deren unzersetzter Ubergang in einen HeiBwasserauszug gezeigt

¥ Um diese Frage abschlieBend zu klaren, wdre eine Gehaltsbestimmung von

werden.
Matricin in Tee angebracht.

Da beim Griess-Assay lediglich die Nitrit-Konzentration 24 h nach Stimulierung gemessen
wird, bleibt die Aussagekraft (iber den Wirkmechanismus beschrankt. Von der Erkennung
des LPS-Stimulus bis hin zur NO-Synthese in den Zellen und der NO-Abgabe ins Medium
liegen viele Schritte und damit auch viele mogliche Targets (vgl. B.1.4.3). Denkbare
Angriffspunkte von Substanzen waren z.B. der LPS-Rezeptor, die Signaltransduktion (NF-kB
oder JAK/STAT)**?, die DNA-Bindung des Transkriptionsfaktors, die Expression des iNOS-
Gens, die Hemmung der iNOS selbst oder ganz am Ende der denkbaren Wirkmechanismen,
das Abfangen der entstandenen NO-Radikale oder sogar das Stéren der Farbreaktion mit
dem Griessreagenz. Da fir Chamazulen, wie bereits oben erwdhnt, eine antioxidative
Wirkung bzw. eine Hemmung von Peroxidierungsreaktionen von Lipiden und auBerdem
Radikalfangeraktivitdt gegeniiber DPPH und Hydroxylradikalen gezeigt wurde, lag die
Vermutung nahe, Chamazulen koénnte mit den NO-Radikalen im Zelliberstand direkt

393394 7r Uberprifung dieser Vermutung wurde der zellfreie SNP-Assay gewihlt,

reagieren.
in dem die Konzentration der von SNP sukzessive abgegebenen NO-Radikale (in Form von
Nitrit) Gber die Zeit und unter dem Einfluss von Testsubstanzen durch die Reaktion mit

Griess-Reagenz (analog zum Griess-Assay mit RAW 264.7-Zellen) gemessen wird. Trotz

38 Srivastava et al. 2009
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beachtlicher Standardabweichungen der Messwerte, blieb die Kurve des zeitlichen Verlaufs
der Nitrit-Konzentration unter dem Einfluss von 100 uM Chamazulen immer deutlich unter
der des Matricins (ebenfalls 100 uM), welche nahezu exakt parallel zur Kontrollkurve verlief.
Nach 24 h ergab sich damit ein signifikanter Unterschied zwischen dem Mittelwert der
Messwerte von Chamazulen und Matricin, wahrend kein signifikanter Unterschied von
Matricin und Kontrolle beobachtet wurde. Auch bereits nach 2 h fdllt die Chamazulen-Kurve
weit unter die Matricin- und Kontroll-Kurve ab (vgl. B.3.2.3.1). Dieses Ergebnis legt nahe,
dass Chamazulen, nicht aber Matricin, entweder NO-Radikale abfangt oder die Reaktion der
daraus entstandenen Nitrit-lonen mit dem Griessreagenz stort. Um diese Erkenntnis besser
auf die Bedingungen des Griess-Assays mit RAW 264.7-Zellen Gbertragen zu kénnen, wurde

39 Dabei konnte

ein modifizierter Griess-Assay, angelehnt an Fang et al. (2003) durchgefiihrt.
die Langzeitwirkung (24 h) mit der Kurzzeitwirkung (1 h) von Matricin und Chamazulen auf
mit LPS stimmulierte RAW 264.7-Zellen direkt verglichen werden. Wahrend bei einer 24-
stindigen Wirkdauer ein Einfluss auf die molekulare Maschinerie der Zellen
wahrscheinlicher ist, zeigt eine Wirkzeit von nur einer Stunde eher schnellere Prozesse, wie
z.B. das Abfangen von NO-Radikalen, an. Fiir Matricin konnte, wie durch die Ergebnisse des
,hormalen” Griess-Assays erwartet, eine dosisabhangige Verminderung der Nitrit-
Konzentration im Zelliiberstand nach 24 h beobachtet werden. Nach nur einer Stunde war
die Nitrit-Konzentration jedoch nicht verringert. Anders fiir das Chamazulen, welches sowohl
nach 24 h, als auch nach nur einer Stunde, zwar etwas weniger, aber dennoch deutlich, die
Nitrit-Konzentration dosisabhadngig verringerte (vgl. B.3.2.3.2). Die Aktivitdt von Chamazulen
im 24 h-Griess-Assay kann zwar wahrscheinlich nicht vollstandig mit dem Abfangen von NO
bzw. der Stérung der Griessreaktion erklart werden, aber zu einem wesentlichen Teil kénnte
dies die Erklarung fir die Aktivitdt von Chamazulen im Griess-Assay sein. Der genaue
Mechanismus der Aktivitdt von Matricin im Griess-Assay bleibt jedoch noch zu klaren, z.B.
Uber die Untersuchung eines moglichen Einflusses von Matricin auf die Transkription der
iNOS-mRNA bzw. die Hemmung der iNOS-Aktivitat selbst. Zusammen mit dem Ergebnis des
SNP-Assays ist es aber sehr wahrscheinlich, dass die Aktivitdt von Matricin im Griess-Assay
auf eine noch naher zu klarende Beeinflussung zelluldarer Prozesse, wie z.B. der Hemmung
der NF-kB-Translokation zurickzufihren ist. Hierfiir sprechen auch die Ergebnisse, die durch

die Experimente mit humanen Endothelzellen ermittelt wurden. Chamazulen hingegen fangt
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wahrscheinlich vor allem die entstehenden NO-Radikale ab und wirkt nicht oder nur wenig
auf die molekularen, zellbiologischen Prozesse wie etwa die Signaltransduktion ein (obwohl
sich Radikalfangereigenschaften natirlich auch z.B. liber den Arachidonsdure-Stoffwechsel

entziindungshemmend auswirken kénnen).>*®

Betrachtet man die hier prasentierten pharmakologischen Ergebnisse von Matricin und
Chamazulen in ihrer Gesamtheit, spricht Vieles dafiir, dass Matricin selbst eine anti-
inflammatorische Wirkung, vermutlich ber die Hemmung der Translokation von NF-kB,
besitzt, wahrend das Chamazulen, welches lediglich im Griess-Assay Aktividt zeigte,
vermutlich Uber antioxidative und Radikalfangereigenschaften schwacher

entziindungshemmend wirkt.

Die hier dargestellten Ergebnisse zum Matricin sind umso interessanter, als dass die meisten
Veroffentlichungen zur entziindungshemmenden Wirkung von SL Strukturen betrachten, die
mindestens ein Michael-System besitzen. So berichten Siedle et al. (2004) in einer grof§
angelegten Studie zur Struktur-Aktivitatsbeziehung bezliglich der NF-kB-Inhibierung von 103
verschiedenen SL, von der Wichtigkeit zweier a,B-ungesattigter Carbonylgruppen. Sie
berichten aber auch von der damit verbundenen erhéhten Wahrscheinlichkeit der
Zytotoxizitdt. Aulerdem favorisieren die Autoren eine Guaianolidstruktur und eine
Acylgruppe nahe einer exozyklischen Methylen-Gruppe. Allerdings besaRen alle der 103

397 Bis auf das

untersuchten SL eine Exomethylen-Gruppe und somit ein Michael-System.
Fehlen der a,B-ungesattigten Carbonylgruppen kommt Matricin diesen strukturellen
Anforderungen nahe. Es besitzt sowohl Guaianolid-Struktur, als auch eine Acylgruppe. Das
Michael-System, welches dem Matricin fehlt, wird jedoch als essentielle
Strukturkomponente  betrachtet. Parthenolid beispielsweise ist ebenfalls ein
entziindungshemmendes SL mit Michael-System, von dem bekannt ist, dass seine Aktivitat
durch eine Alkylierung am Cystein der p65-Untereinheit von NF-kB zustande kommt.3%83%
Auch fiir SL vom Helenanolid-Typ, welche ebenfalls mindestens ein Michael-System besitzen,

wird von Entziindungshemmung, u.a. via NF-kB, aber auch von Zytotoxizitat berichtet.*®

*% Hansel und Sticher 2007
*7 siedle et al. 2004

Hehner et al. 1999
Garcia-Pineres et al. 2004
Gertsch et al. 2003
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Viele Veroffentlichungen zeigen auBerdem, dass SL mit Michael-Systemen, die LPS induzierte
NO-Produktion an RAW 264.7-Zellen hemmen kdnnen. So z.B. das Dehydrocostus-Lacton aus

Saussurea lappa, welches die iINOS-Expression via NF-kB-Hemmung verminderte.****%% p

as
ebenfalls u.a. aus Saussurea lappa isolierte Cynaropicrin hemmte sowohl die NO- als auch
die TNF-a-Konzentration im Uberstand von mit LPS und Interferon stimulierten RAW 264.7-
Zellen. Die Autoren vermuten auch hier einen Mechanismus (ber die Bindung von
Cynaropicrin an Sulfhydryl-Gruppen von Zielproteinen.4°3 Auch das aus Artemisia asiatica
isolierte Artemisolid hemmte die LPS-induzierte NO-Produktion, aber auch die Expression
der COX-2 und der iNOS iiber eine Inhibierung von NF-kB.*** Die SL Zaluzanin-C und
Estafiaton aus Ainsliaea acerifolia zeigten den gleichen Effekt wie Artemisolid via Inhibierung
von NF-kB (vermutlich eine Translokationshemmung). Beide Stoffe verminderten sowohl die
Proteinmengen von iNOS und COX-2 als auch deren mRNA-Mengen. Die Aktivitat konnte mit
der Zugabe von Cystein geblockt werden, was eine Aktivitdt tGber eine Michael-Addition
nahelegt.405 Die gleiche Wirkung auf iNOS und COX-2, sowohl auf Protein- als auch auf RNA-
Level konnte fir das SL Ergolid aus Inula britannica gezeigt werden. Auch hier wurde eine
Translokationshemmung von NF-kB und eine Inhibierung dessen DNA-Bindung dafir

%% AuRerdem zeigten Dirsch et al. (2000) an 10 verschiedenen SL

verantwortlich gemacht.
mit a,B-ungesattigten Carbonylgruppen, u.a. Ambrosin, Bipinnatin, Helenalin, Hymenin oder
Gaillardin eine z.T. starke Hemmung der LPS-induzierten NO-Synthese (ICsq = 0,5-36,8 uM).
Auch wenn die Autoren keine Korrelation der Aktivitdt einer Substanz mit deren Anzahl an
a,B-ungesattigten Carbonylgruppen feststellen konnten, zeigten sie doch, dass zumindest
die Kombination eines Lactonrings mit einer Exomethylengruppe entscheidend fir die
Aktiviat war, denn die einzige Verbindung, die dieses Strukturelement nicht aufwies
(Glaucolid A7), zeigte mit einem ICsq von 36,8 UM die schwachste Aktivitat. Auch
Hydrierungsexperimente bestdtigten die Wichtigkeit der o-Methylen-y-lactongruppe.
Allerdings konnte in diesem Fall, entgegen der Mehrzahl der restlichen Publikationen, die
Aktivitat der meisten getesteten SL nicht Gber die Hemmung von NF-kB erklart werden. Die

Autoren spekulieren mit der moglichen NO-Radikalfangereigenschaft der getestet SL. Sie

schlussfolgern, dass die Fihigkeit einer Substanz, die NO-Menge im Uberstand von LPS-

“ | ee et al. 1999

Jin et al. 2000
Cho et al. 2000
“%* Reddy et al. 2006
“% Shin et al. 2005
*% Han et al. 2001
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stimulierten RAW 264.7-Zellen zu vermindern nicht mit der Fahigkeit korrelieren muss, die
NF-kB-Aktivierung zu hemmen, sondern dass neben der potentiellen Radikalfagereigenschaft
von SL auch andere Wege der iNOS-Regulierung beeinflusst werden kdnnten. 07 Dies steht
auch im Einklang mit den hier prasentierten Ergebnissen, die zeigen, dass Matricin und
Chamazulen zwar beide aktiv im Griess-Assay sind, jedoch nur Matricin auch auf die NF-kB-

Aktivierung Einfluss nimmt.

AbschlieBend l3sst sich sagen, dass die anti-inflammatorische Aktivitdt von SL bisher
hauptsachlich mit dem Vorhandensein eines Michael-Systems erklart wurde. Matricin fehlt
eine solche funktionelle Gruppe. Es besitzt weder eine Cyclopentenon-Struktur noch eine
Exomethylengruppierung und zeigt dennoch deutliche entziindunghemmende Aktiviat in
vitro. Andere SL mit a,B-ungesattigten Carbonylgruppen sind zwar deutlich aktiver als
Matricin (ICso-Wert im Griess-Assay von 20,9 uM) (vgl. ICso-Werte bei Dirsch et al. 2000),
jedoch weisen diese auch hdheres zytotoxisches Potential auf. Matricin ist fir HMEC-1 und
fir RAW 264.7 bis 75uM untoxisch und kann damit als interessantes,
entziindungshemmendes Molekiil gelten, das keine nennenswerte Zytotoxizitat aufweist.

AuBerdem konnte fiir Chamazulen in vitro gezeigt werden, dass es vermutlich {iber einen
Radikalfangermechanismus und nicht Gber eine Beeinflussung der Signaltransduktionswege
der Zelle antiphlogistisch wirksam ist. Dabei war Matricin in seiner Wirkung stets starker als
Chamazulen. Matricin ist damit, eine weitere Komponente in Kamillenzubereitungen, durch

die deren Wirksamkeit erklart werden konnte.

B.4.4 Bioaktivitdtsgeleitete Fraktionierung eines Schafgarbenbliitenextrakts

Das Inhaltsstoffspektrum der Schafgarbe ist sehr komplex, v.a. wenn man in Betracht zieht,
dass die untersuchte Droge eine Mischung verschiedener Unterarten des A. millefolium
Aggregats darstellt. Auch die Datenlage zur Pharmakologie von Extrakten, Fraktionen oder
Proazulenen aus der Schafgarbe ist eher sparlich, vor allem was in vitro-Untersuchungen

408 Um sich der komplexen Inhaltsstoffzusammensetzung dieser Arzneipflanze

angeht.
pharmakologisch zu ndhern, wurde ein Schafgarbenbliitenextrakt (DCM) bioaktivitatsgeleitet

fraktioniert, um die jeweiligen Aktivitdten des Extrakts zumindest auf einige Fraktionen

“7 Dirsch et al. 2000
“% Jurenitsch 2007
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eingrenzen zu konnen bzw. eventuell anti-inflammatorisch wirksame Proazulene zu
isolieren. Letzteres ist leider nicht gelungen. Die beobachteten Aktivitaiten konnten daher
nur einzelnen Fraktionen und keinen Reinsubstanzen oder Stoffgruppen zugeordnet werden.
Allerdings lassen sich aufgrund der Chromatographiebedingungen und DC Vermutungen
Uber die Zusammensetzung der Fraktionen anstellen. Es muss auch kritisch erwahnt werden,
dass die Zytotoxizitdts-assays lediglich einmal durchgefiihrt wurden, was die Verlasslichkeit
der Ergebnisse natirlich einschrankt. Dennoch gab die beobachtete
Konzentrationsabhangigkeit der Aktivitat, z.B. im Griess-Assay, Grund zur Annahme, dass es
sich bei den Ergebnissen nicht nur um Zufallsereignisse handelt.

Wie aus Abbildung 66 ersichtlich ist, enthielten v.a. die Fraktionen Ill, IV und V der Kieselgel-
Flash-Chromatographie Proazulene, was durch die Blaufarbung nach Derivatisierung mit EP-

9 In der hydrophilsten Fraktion V wurde die kraftigste

Reagenz angezeigt wurde.
Proazulenbande beobachtet. Im ICAM-1-Assay waren die Fraktionen IV und V bereits bei
einer Massenkonzentration von 6,25 pg/ml aktiv, wobei sich Fraktion V am aktivsten erwies
(vgl.B.3.2.4.3). Die lipophilen Fraktionen | und Il zeigten kaum Aktivitat. Allerdings zeigte sich
im MTT-Assay auch eine Zytotoxizitdt der Fraktion V (vgl. B.3.2.4.2), jedoch nicht im
getesteten Konzentrationsbereich. Die Fraktion IV allerdings, die ebenfalls die ICAM-1-
Expression von HMEC-1 bei einer Testkonzentration von bereits 6,25 pug/ml deutlich senkte ,
erwies sich im MTT-Assay als kaum toxisch (vgl. B.3.2.4.2). Auch der entfettete Rohextrakt
selbst zeigte in der nicht-toxischen Konzentration von 12,5 pug/ml eine starke Hemmung der
ICAM-1-Expression, sogar starker als Parthenolid (5 uM). Es lasst sich also zusammenfassend
sagen, dass sowohl der Extrakt als auch die Fraktionen IV und V die ICAM-1-Expression von
HMEC-1 im nicht-toxischen Bereich deutlich hemmten (vgl. B.3.2.4.3).

Dies steht im Einklang mit anderen Untersuchungen, bei denen ebenfalls eine anti-
inflammatorische Wirkung der Schafgarbe gezeigt werden konnte. In einer in vivo-Studie
wurde am Rattenpfotenddem eine entziindungshemmende Wirkung eines wadssrigen
Extrakts aus A. millefolium Bliten beobachtet. Die Autoren belegen die Abwesenheit von
Flavonoiden, Alkaloiden, Saponinen und reduzierenden Zuckern in der aktivsten Fraktion
und schreiben die Aktivitdat aber nicht naher definierten Protein-Kohlenhydratkomplexen
ZU.410

Aufgrund der durch die Autoren vorgenommenen, relativ langwierigen und chemisch

eher aggressiven Aufarbeitung des Exktrakts ist die Anwesenheit von labilen Proazulenen

% stahl und Schild 1986
1% Goldberg et al. 1969
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zwar eher unwahrscheinlich, jedoch nicht ausgeschlossen. Zittler-Eglseer et al. (1990)
konnten eine leichte Odemhemmung durch das Proazulen (Proazulen des sog.
,Griinazulens”) Rupicolin B, isoliert aus A. setacea, zeigen und eine starke Odemhemmung
durch Matricin, das ebenfalls in A. millefolium agg. vorkommt.*'! Della Loggia et al. (1992)
konnten am Mausohr-Odem nachweisen, dass Extrakt und Fraktionen der proazulenreichen
Unterart des A. millefolium Aggregats A. asplenifolia stirkere Odemhemmung aufwiesen als
die der proazulenfreien Unterart A. pratensis, was stark fiir eine Beteiligung der Proazulene
an der entziindungshemmenden Wirkung von A. millefolium spricht.**? Kastner et al. (1993)
zeigten flr 9 verschiedene SL aus unterschiedlichen Taxa der A. millefolium-Gruppe eine
Odemhemmung. Dabei erwiesen sich auch die Proazulene Achillicin, 8a-Tigloxy-10-epi-
artabsin, dessen Angeloxy-Derivat und Matricin als maRig bis stark wirksam.*** Auch Zidorn
et al. (1999) berichteten u.a., wie oben schon erwédhnt, Gber die entziindungshemmende

414 Benedek et al. (2007) fanden eine anti-

Wirkung von Matricin und Achillicin.
inflammatorische Wirkung (Protease-Inhibierung) eines methanolischen A. millefolium
Extrakts und  zweier  Fraktionen, die reich an Flavonoiden bzw. an
Caffeoylchinasaurederivaten waren. Zumindest fiir den Rohextrakt kénnten auch Proazulene

1> Ahnliche Ergebnisse erzielten, wie oben schon

fir die Wirkung mit verantwortlich sein.
erwdhnt, Dall’Aqua et al. (2011) mit einem Flavonoid- und Caffeoylchinasdure- reichen
methanolischen Schafgarbenextrakt. Sie konnten unter anderem zeigen, dass durch den
Extrakt, der auch Proazulene enthalten kdnnte, die Il-1B induzierte NF-kB-Translokation bei
HUVEC gehemmt wurde.**°

Andere Ergebnisse belegen jedoch, dass auch proazulenfreie Achillea-Extrakte anti-
inflammatorisch wirksam waren. So zeigten Maswadeh et al. (2006) eine Odemhemmung an
Ratten fur einen ethanolischen Extrakt von Achillea fragrantissima.*!’ Das dtherische Ol von
A. fragrantissima enthalt jedoch kein Chamazulen und damit ist auch das Vorhandensein von
Proazulenen unwahrscheinlich.**® Die Datenlage zur Wirksamkeit bzw. Unwirksamkeit der

Proazulene aus der Schafgarbe ist also dhnlich unsicher, wie beim Matricin. Insgesamt lasst

sich jedoch aufgrund der dargestellten Datenlage anderer Projekte und der prasentierten

411

Zitterl-Eglseer et al. 1991
Della Loggia et al. 1992
Kastner et al. 1993
Zidorn et al. 1999
Benedek et al. 2007b
Dall’Acqua et al. 2011

“ Maswadeh et al. 2006

418 Shalaby und Richter 1964
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Daten der vorliegenden Arbeit zur entziindungshemmenden Wirkung von Matricin
vermuten, dass die beobachtete Aktivitdt des Schafgarbenblitenextrakts und der Fraktionen
[1I-V im ICAM-1-Assay zumindest teilweise auf deren Gehalt an Proazulenen zuriickzufiihren
ist.

Analog zu den Experimenten mit Matricin und Chamazulen wurden auch bei der Schafgarbe
weitere Versuche durchgefiihrt, um die Aussagekraft zu steigern. Im Griess-Assay zeigte sich,
dass die Fraktionen IIl, IV und V und auch der Extrakt (E) konzentrationsabhdngig die Nitrit-
Konzentration im Zelliberstand von LPS-stimulierten RAW 264.7-Zellen potent reduzierten
(vgl.B.3.2.4.5). So konnten die Fraktionen IV und V noch bei einer Konzentration von 5 pg/ml
die Nitrit-Konzentration auf unter 40% bezogen auf die Negativkontrolle senken. Auch der
Extrakt selbst vermochte bei einer Konzentration von 5 ug/ml die Nitrit-Konzentration auf
unter 40% reduzieren. Bei vergleichbarer Konzentration waren nur die Fraktionen IV und V
aktiver. Fraktion | zeigte dagegen keine und Fraktion Il lediglich leichte Aktivitat. Es zeigten
also hauptsachlich die proazulenhaltigen Fraktionen die Eigenschaft, die Nitritkonzentration
im Griess-assay zu senken. Die getesteten Konzentrationen bewegten sich in diesem Fall alle
im nicht-toxischen Bereich (vgl. B.3.2.4.4). Wenn man bedenkt, dass die Inhaltsstoffe der
Fraktionen IV und V nur zu relativ geringem Anteil im Extrakt enthalten sind, kénnte das

(spekulativ) fiir einen synergistischen Effekt der Inhaltsstoffe des Extrakts sprechen.“g’“ol

n
einer dhnlichen Untersuchung mit humanen Neutrophilen wurde eine Hemmung des
,oxidativen bursts”, eine Reaktion der Immunzellen auf mikrobielle Infektionen, welche bei
chronischem Auftreten allerdings Ursache verschiedener entziindlicher Erkrankungen sein
kann, durch Extrakte und Fraktionen dreier Spezies aus dem A. millefolium-Komplex
beobachtet (A. collina, A. asplenifolia und A. distans). Hierbei fallt auf, dass jeweils die SL-
reichen (z.T. auch proazulenhaltigen) Fraktionen am aktivsten waren. Dass diese wirksamer
waren als die jeweiligen Subfraktionen spricht auch fir einen synergistischen Effekt der
Inhaltsstoffe der SL-Fraktionen. Jedoch waren auch die Fraktionen der proazulenfreien Art A.

421 Burk et al.

distans aktiv, was wiederum gegen die Wirksamkeit der Proazulene spricht.
(2010) konnten analog zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, eine dosisabhangige
Verringerung der Nitrit-Konzentration im Uberstand von LPS-stimulierten RAW 264.7 Zellen

zeigen und gleichzeitig eine Verringerung der iNOS-Proteinmenge und eine Hemmung der

49 Wagner 2006

Wagner und Ulrich-Merzenich 2009
Choudhary et al. 2007
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422 per

Aktivitdt von NF-kB, allerdings fir einen wassrigen Schafgarbenblitenextrakt.
wassrige Extrakt war bis zu einer Konzentration von 300 pg/ml nicht toxisch, im Gegensatz
zu dem in dieser Arbeit getesteten DCM-Extrakt, der bereits bei 25 pg/ml Toxizitat zeigte.
Uber die Zusammensetzung des wissrigen Extrakts halten sich die Autoren bedeckt. Es kann
aber durchaus angenommen werden, dass sich darin auch Proazulene befanden, wie Zittler-

23 Neben der Beeinflussung des NF-kB-Wegs, kénnten jedoch

Eglseer et al. (1991) zeigten.
auch bei der Schafgarbe, dhnlich wie oben fiir das Chamazueln gezeigt, antioxidative bzw.
Radikalfangereigenschaften fiir die Verringerung der Nitrit-Konzentration im Griess-Assay
verantwortlich sein. So wiesen z.B. das allerdings chamazulenfreie dtherische Ol von A.
millefolium  subsp. millefolium und ein methanolischer Extrakt der Pflanze
Radikalfangereigenschaften (DPPH) auf.*** Starke antioxidative und Radikalfangerkapazitat
wurden auch fiir methanolische Extrakte von A. millefolium, A. distans und A. moschata
berichtet, was allerdings mit phenolischen Inhaltsstoffen in Verbindung gebracht

wurde.*?>426

Methanolische Extrakte kénnen jedoch ebenso Proazulene enthalten. Die
beobachtete Senkung der Nitrit-Konzentration im Griess-Assay nur einer Stoffgruppe oder
gar einer einzelnen Verbindung zuzuschreiben, ist angesichts der unklaren, bisherigen
Datenlage nicht moglich. Jedoch scheint eine Beteiligung der Proazulene aus der Schafgarbe
an zahlreichen in vitro Effekten sehr wahrscheinlich zu sein.

Die beobachtete Zytotoxizitdt der Fraktion V und auch des Extrakts selbst ist evtl. auf das
Vorhandensein zytotoxischer bzw. antiproliferativer, methoxylierter Flavonoide wie
Centaureidin oder Casticin zurtickzufiihren (beide wurden in einer analogen Fraktion eines
Schafgarbenkrautextrakts gefunden, Daten nicht veroffentlicht). Es kdnnte aber auch das

427 Auch das aus

zytotoxische seco-Pseudoguaianolid Paulitin daflir verantwortlich sein.
einem methanolischen Schafgarben Extrakt isolierte, epoxylierte Guaianolid Achillinin A
erwies sich als zytotoxisch gegeniiber humanen Tumorzelllinien, ebenso wie die von Riicker

428429 \njegen der strukturellen Ahnlichkeit dieser

et al. (1991) isolierten Guaianolid-Peroxide.
Guaianolide mit den Proazulenen ware ein gemeinsames Vorkommen in einer Fraktion nicht

unwahrscheinlich und damit kdnnten die genannten Verbindungen die Ursache fiir die

422

Burk et al. 2010
Zitterl-Eglseer et al. 1991
“%* Candan et al. 2003

*2 Vitalini et al. 2006
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beobachtete Zytotoxizitdt sein. Trotz dieser Toxizitdt sticht die enorme anti-
inflammatorische Potenz des Extrakts und der Fraktionen IlI-V ins Auge, was mit der
traditionellen Anwendung von Schafgarbe im Einklang steht.”30431

AbschlieBend lassen die Ergebnisse, v.a. im Zusammenhang mit den pharmakologischen
Ergebnissen zum Matricin, den Schluss zu, dass zumindest ein Teil der Aktivitdt des
Schafgarbenblitenextrakts und v.a. der Fraktionen IV und V auf deren Gehalt an

Proazulenen  zurlickzufiihren ist. Jedoch sind  weitere  bioaktivitdtsgeleitete

Fraktionierungsschritte notig, um diese Hypothese zu bestatigen.

B.4.5 Ausblick

Die hier prdsentierten Ergebnisse liefern bisher lediglich Vermutungen was den
Wirkmechanismus von Chamazulen und v.a. von Matricin angeht. Da fiir Matricin aus
Ermangelung einer a,B-ungesattigten Carbonylgruppe kein Mechanismus nach einer
Michael-Addition angenommen werden kann, bleibt zu klaren, nach welchem Mechanismus
Matricin mit welchen Proteinen der Zelle (v.a. NF-kB?) wechselwirkt. Dazu ware z.B. die
erneute Durchfiihrung der Assays mit gleichzeitiger Zugabe von Cystein denkbar, um z.B.
eine Reaktion mit Sulfhydrygruppen zu untersuchen.”®? AuBerdem sind weitergehende
Experimente notig, um u.a. den Einfluss von Matricin und Chamazulen auf dem Niveau der
MRNA-Expression von ICAM-1, iNOS und anderer interessanter Targets wie z.B. COX-2, zu
untersuchen und auf Proteinebene v.a. den Einfluss auf iNOS, COX-2 und STAT-1 zu klaren.
Dazu miussten quantitative RT-PCR-Experimente, Western-blot-Analysen oder weitere
immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen stimmulierter Zellen durchgefiihrt werden.
AuBerdem kdnnte, um den Einfluss von Matricin und Chamazulen auf die DNA-Bindung von
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB oder STAT zu untersuchen, ein EMSA (electrophoretic
mobility shift assay) durchgefiihrt werden. Da TNF-a auch iber den Transkriptionsfaktor AP-
1 Signale in die Zelle transduziert, und ein Crosstalk zwischen NF-kB- und AP-1-Weg
vermutet wird, wire AP-1 ebenfalls ein Target fir weiterfithrende Untersuchungen.**?
Interessant ware auch die analoge Testung des aus Achillea millefolium L. isolierten 8-

Desacetyl-8-angeloyl-4-epi-matricins. Dieses besitzt eine a,B-ungesattigte Carbonylgruppe in
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der Seitenkette und hatte damit alkylierendes Potential. Ein moglicher Unterschied der
Aktivitat im Vergleich der Daten mit denen des Matricins kdnnte dann auf den Unterschied
der Seitenketten zuriickgefiihrt werden. Wie an den mit EP-Reagenz besprihten DC-Platten
gut zu erkennen ist, ist eine groRe Vielfalt an Proazulenen in den untersuchten Extrakten aus
Schafgarbenbliiten und -kraut enthalten (vgl. Abbildung 37 und Abbildung 66). Es steht also
eine relativ grolRe Zahl weiterer proazulener Verbindungen zur Verfiigung, die zur Testung
herangezogen werden konnten. Bedingt durch deren groe strukturelle Verwandtschaft,
konnten damit auch Struktur-Wirkungs-Beziehungen beleuchtet werden, um den noch im
Dunkeln liegenden Wirkmechanismus von Matricin und strukturverwandten Proazulenen
weiter aufzuklaren. Ein ebenso spannendes Feld ist die Untersuchung der Bioverfligbarkeit,
der Membrangangigkeit und der Metabolisierung von Matricin oder strukturverwandten

Proazulenen.
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C Chemodkologische Untersuchungen zu Arnica montana L.

C.1 Einleitung
C.1.1 Einfiihrung in die Chemodkologie

Die Interaktionen der verschiedensten Organismen aller taxonomischen Gruppen
untereinander sind nicht nur im fir uns sichtbaren, makroskopischen Bereich faszinierend,
sondern vor allem auch auf der Ebene der Molekiile. Dabei erweist sich das Pflanzenreich als
besonders vielfaltig, was vor allem damit zu erklaren ist, dass sich Pflanzen, als sessile
Lebewesen, einem negativen Umweltreiz nicht durch einfachen Ortswechsel entziehen bzw.
sich einem postiven ndhern kdénnen. Sie missen sich v.a. biochemisch mit ihrer Umwelt
auseinandersetzen. Sie locken Bestdauber oder Nitzlinge an oder wehren sich gegen
Herbivoren, konkurrierende Pflanzen, gegen erhohte UV-Strahlung oder niedrige

B4 Alle Wechselwirkungen auf chemischer oder biochemischer Ebene von

Temperaturen.
Lebewesen untereinander (sog. Allelopathie unter Pflanzen) bzw. von Lebewesen mit ihrer
unbelebten Umwelt sind Forschungsgegenstand der relativ jungen Disziplin der
Chemodkologie oder auch chemischen O'kologie.“'5 Ein sehr interessantes Teilgebiet stellt
dabei die Beziehung der Pflanzen zu ihren FraRfeinden dar. Pflanzen haben verschiedene
Mechanismen entwickelt, sich vor Herbivoren zu schiitzen. So reichern sie toxische oder
schlecht schmeckende Sekunddrmetabolite in ihren Geweben an oder locken durch fllichtige

#8437 vermutlich besitzen alle

Stoffe, sog. Kairomone, Parasitoide ihrer Fressfeide an.
Pflanzen konstitutive oder induzierbare Mechanismen zur Anreicherung toxischer
Sekundarmetabolite.”® Eine groBe Zahl an verschiedenen Stoffgruppen, praktisch aus dem
gesamten Spektrum der Sekundarstoffe, ist an der Abwehr von Herbivoren und Pathogenen
beteiligt. Hierzu gehoren u.a. phenolische Verbindungen wie beispielsweise das
Platyphyllosid oder das als Phytoalexin fungierende Resveratrol, Alkaloide wie das insektizide
Nikotin oder die in vielen Asteraceen vorkommenden Pyrrolizidinalkaloide, Gerbstoffe und

eine Vielzahl von fliichtigen und nichtfllichtigen Terpenoiden.“’g’440
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Die groBte Gruppe sekundédrer Pflanzenstoffe ist die der Terpenoide. Dazu zdhlen u.a.
toxische Drimane, Steroidglykoside, Iridoidglykoside, abschreckend wirkende, fliichtige

441,442

Mono- und Sesquiterpene oder die nicht fliichtigen Sesquitepenlactone (SL). Letztere

stellen mit ca. 5000 bekannten Verbindungen eine groBe Gruppe innerhalb der Terpene dar

und besitzen vielfdltige biologische Aktivitat, wie einige Beispiele verdeutlichen sollen.*? s

0
dienen etwa die von den Wurzeln in den Boden abgegebenen Strigolactone als
Wachstumsstimulantien flr symbiontische Mykorrhizapilze, gleichzeitig aber auch als
Lockstoff parasitischer Orobanche-Arten, wie das Beispiel des Orobanchols zeigt.****4>44¢
Einige SL, wie z.B. Parthenin, Damsin und Coronopilin, die im Wurzelexudat von Parthenium
hysterophorus (Asteraceae, tropisches Amerika) enthalten sind bzw. durch Auslaugen
abgestorbener Pflanzenteile in den Boden gelangen, wirken allelopathisch als Keimungs- und
Wachstumshemmer anderer Pflanzen. Sogar das Auskeimen der Pollenkérner anderer Arten
wird durch die ebenfalls im Pollen von P. hysterophorus enthaltenen SL gehemmt. Auch das
a-Santonin bei Sinapis juncea wirkt als Wachstumshemmer.**’

Andere SL, wie z.B. das Parthenolid oder das Neurolenin B, fungieren als FraRschutzstoffe
u.a. gegen Schmettelingslarven.448 Das in Artemisia absinthium enthaltene Germacranolid
Hydroxypelenolid zeigte eine fraBhemmende bzw. abschreckende Wirkung auf Herbivoren,

449

wie z.B. Blattlduse.”™ Eine Reihe von SL aus argentinischen Pflanzen erwiesen sich als aktiv

40 Am Beispiel der isomeren SL

gegen Insektenfral durch den Mehlkafer Tenebrio molitor.
Tomentosin (cis) und Xanthinosin (trans) konnte sogar ein Einfluss der Isomerie auf die
fraBhemmende Wirkung bei der Heuschreckenart Schistocerca americana nachgewiesen
werden.*!

Aber auch abiotische Faktoren wie z.B. Bodenparameter, Strahlung oder die Temperatur
konnen das Inhaltsstoffspektrum von Pflanzen maBgeblich beeinflussen. So konnte in einer

Studie am wilden Hopfen (Humulus lupulus L.) in Bayern ein Einfluss der Lichteinstrahlung

und des Boden-pH-Werts auf den Xanthohumolgehalt gezeigt werden.**? Dariiber hinaus

“* Harborne 1997

Gershenzon und Dudareva 2007
Schmidt 2006

4** Galindo et al. 2002

3 Akiyama et al. 2005
Bouwmeester et al. 2007
Picman 1986

8 passreiter und Isman 1997
9 Gonzalez-Coloma et al. 2012
Sosa und Tonn 2008

1 Ahern und Whitney 2014

*2 Flemming 2008
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konnte bei Erdbeeren beobachtet werden, dass u.a. die Temperatur und die
Zusammensetzung des Kultursubstrats (Kompostgabe) den Gehalt an Resveratrol

53 Ahnliches wurde auch fiir Kulturblaubeeren (Vaccinium corymbosum L.)

beeinflussten.
nachgewiesen. Hier enthielten 6kologisch angebaute Beeren einen hdheren Gehalt an
Zuckern, Phenolen, Anthocyanen und wiesen ein hoheres antioxidatives Potential auf als
solche, die konventionell angebaut wurden. Die groften Unterschiede der beiden
Anbaumethoden lagen dabei in der Dingung, also bei Bodenparametern.** Bei der
Besenheide (Calluna vulgaris (L) HULL) konnte ein Einfluss der Hohenlage auf die

Zusammensetzung der phenolischen Inhaltsstoffe nachgewiesen werden.*>

Auch bei einigen
Mitgliedern der Familie der Asteraceae wurde vom Einfluss der Hohenlage auf die
Zusammensetzung und den Gehalt der Phenole berichtet, so z.B. bei Scorzoneroides
helvetica, S. autumnalis und Leontodon hispidus, Crepis capillaris, Hieracium pilosella und
Hypochaeris radicata. Flr Matricaria chamomilla und Arnica montana konnte ebenfalls ein

456,457,458,459

solcher Zusammenhang ermittelt werden. Bei A. montana erwies sich letztlich die

0 | gleicher Weise wurde eine Wirkung von

Temperatur als einflussreichster Faktor.
Umweltparametern auf den Gehalt von SL gezeigt. In der oben erwdhnten Studie zu
Artemisia absinthium wurden Unterschiede im Gehalt des SL Hydroxypelenolid aufgrund des
Wuchsorts  festgestellt. Die Autoren machten Temperaturunterschiede dafir
verantwortlich.*®® Fir den Gehalt des SL Artemisinin konnte ebenfalls ein Einfluss der
Temparatur gezeigt werden.*®?

All diese Untersuchungen belegen, dass die Frage nach den umweltbedingten Ursachen der
gualitativen und quantitativen inhaltsstofflichen Zusammensetzung eines Organismus von
grundsatzlichem wissenschaftlichem, aber auch von wirtschaftlichem Interesse ist. Gleiches
gilt flir die Frage, welchen Einfluss die Erbanlagen auf das Inhaltsstoffspektrum besitzen. Mit
Hilfe von Common-garden-Experimenten mit genetisch unterschiedlichen Individuen bzw.

von Kultivierungsexperimenten mit genetisch gleichen Individuen an moglichst

unterschiedlichen Standorten kann man sich der Klarung dieser Fragen nahern. Auch

453

Wang et al. 2007

Wang et al. 2008
Monschein et al. 2010
Zidorn et al. 2005

Spitaler et al. 2006

Spitaler et al. 2008

Zidorn 2010

40 Albert et al. 2009

! Gonzalez-Coloma et al. 2012
Marchese und Rehder 2001
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,natlirliche Common-garden-Experimente” konnen dazu herangezogen werden. Denn
unterscheiden sich Individuen, die an einem Standort nahezu den gleichen abiotischen und
2.T. auch biotischen Faktoren, wie z.B. Beweidung, ausgesetzt sind, in einer Eigenschaft sehr
stark, kann man dies eben nicht nur mit einer Adaption an die Umweltbedingungen erklaren,
die ja fur diese Individuen gleich waren. Respektive lasst es den Schluss zu, dass diese
Eigenschaft zumindest stirker von den Erbanlangen als von Umweltfaktoren beeinflusst
ist, 163
Viele Veroffentlichungen beschéftigen sich mit dem Einfluss von Umweltfaktoren auf das
Spektrum phenolischer Inhaltsstoffe, weniger mit den Auswirkungen auf das der SL. Letztere
sind jedoch fiir die Droge Arnikabliiten qualitdtsbestimmend. Daher ist die Kldrung nach der
Beeinflussbarkeit des Gehalts und der Zusammensetzung der Helenaline und
Dihydrohelenaline, den wichtigsten SL in Arnika, durch den Standort von groflem Interesse,
sowohl fir die Wildsammlung als auch fiir die Kultivierung von Arnika. Auch fir die Ziichtung

neuer Arnika-Kultursorten ergaben sich aus der Klarung der Frage, ob der Gehalt an SL eher

vererbt oder von der Umwelt beeinflusst wird, wichtige Erkenntnisse.

C.1.2 Artbeschreibung von Arnica montana L.

C.1.2.1Botanik von Arnica montana L.

Die Herkunft des wissenschaftlichen Gattungsnamens Arnica ist unklar. Evtl. stammt er sogar
aus dem Arabischen. In Form von ,Arnich” erscheint der Name zum ersten Mal im 14.
Jahrhundert bei Matthaeus Sylvaticus. Das Epitheton ,montana” leitet sich ab vom
Lateinischen ,,montanus” =, auf Bergen” und bezieht sich wohl auf das hdufige Vorkommen
der Pflanze auf Bergwiesen. Der meistgebrauchte Volksname ,,Berg-Wohlverleih” wird zum
einen mit der Heilkraft der Arnika in Zusammenhang gebracht, andererseits leitet sich das

ab.*%4%% systematisch wird Arnika, wie

Wort ,,Wohl“ moglicherweise aber auch von ,Wolf“
die Kamille und auch die Schafgarbe, innerhalb der Familie der Asteraceae in die
Unterfamilie der Asteroideae eingeordnet. Innerhalb der Unterfamilie wurde Arnika dem
Tribus Madieae (Jepson, 1901) zugeordnet, welcher sich aus 36 Gattungen und etwa 200

Arten zusammensetzt, deren Verbreitungsschwerpunkt im westlichen Nordamerika liegt.

3 Hoffmann und Sgrd 2011

Hegi 1954
Dill und Kutzelnigg 2011
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Aktuell wird Arnika, nachdem sie lange Zeit in den Tribus Senecioneae eingeordnet wurde, in

den Tribus Heliantheae gestellt.*®®

Die aus etwa 30 (32 nach Merfort, 2007), meist montan
oder boreal vorkommenden Arten bestehende Gattung Arnica selbst wird in den Subtribus
Arnicinae eingeordnet, dessen meist ausdauernde, krautige Arten sich durch den Besitz von
Rhizomen, gegenstindiger Blatter und haufig gelben, gelb-orangen Strahlenbliiten

auszeichnen, 67468

Die Art A. montana L. wird gemeinsam mit A. acaulis (WALTER) BRITTON,
STERNS & POGGENB. zum Subgenus Montana zusammengefasst.*®

Arnica montana L. ist eine krautige, perenne, rhizombildende, Halbrosettenpflanze mit ca.
20-60 cm hohen, meist nur wenig verzweigten Stengeln mit 1-3 gegenstandigen Blattpaaren,
an deren Enden 1-3 (bis 9) Blitenkopfchen sitzen. Die Pflanze besitzt driisenlose und driisige
Haare. Die derben, kurz behaarten Grundblatter sind bis zu 15 cm lang und 4 cm breit,
ganzrandig, elliptisch, drisig punktiert und besitzen 5-7 an der Unterseite
hervorspringenden, parallelen Blattnerven. Die Stangelbldtter sind kleiner. Die 5-8 cm
breiten Kopfchen stehen meist einzeln und werden zweireihig von ca. 15 mm langen,
lanzettlich spitzen Hillblattern umgeben, von denen zumindest die dulReren driisig behaart
sind. Die Krone ist ebenfalls behaart und dottergelb gefarbt. Die z.T. Gber 50, 5-zdhnigen
Rohrenbliten sind zwittrig, die duferen, meist 3-zdhnigen Zungenbliten weiblich. Der
gewodlbte Blitenboden besitzt keine Spreublatter. Die Friichte sind etwa 5 mm lang, schwarz,
470,471

beidseitig zugespitzt, behaart und besitzen einen ca. 8 mm langen, gelblichen Pappus.

Abbildung 71 zeigt den Habitus von Arnikapflanzen in Maramures (Rumanien).

¢ Merfort 2007

*7 Kadereit und Jeffrey 2007
Merfort 2007

% Merfort 2007

4% Hegi 1954

Sebald et al. 1996
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Abbildung 71: Habitus von Arnica montana L. in Maramures (Rumaénien).

Die Blltezeit erstreckt sich, je nach Wuchsort, etwa von Mai bis August. Arnika kommt als
konkurrenzschwache Pflanze hauptsachlich auf nahrstoffarmen Standorten (also meist
extensiv bewirtschafteten, anthropogenen Standorten) wie Magerwiesen und —weiden,
Heiden und am Rand von Mooren oder an Waldrindern vor.*” Bevorzugt werden dabei
frische, saure, auch sandige Boden in sonniger Lage. In Mitteleuropa findet sich Arnika
einzeln, gern aber auch gruppenweise, von der Ebene bis in die hochalpine Stufe (in Bayern
bis ca. 2000 Hm, im Wallis bis ca. 2800 Hm). Das Verbreitungsgebiet von Arnica montana L.
reicht in Nord-Slid-Richtung von Skandinavien (iber ganz Mitteleuropa bis zur lberischen
Halbinsel und den Nordbalkan und in West-Ost-Richtung von Nordfrankreich bis ins
Baltikum, Polen, Rumanien, Ukraine und Sudrussland.*”>4"*

Die ehemals weit verbreitete Art ist heute durch Ubernutzung der Populationen als
Medizinalpflanze oder durch Habitatzerstérung, wie z.B. durch Intensivierung der

Landwirtschaft oder zu hohen Viehbestand auf den Wiesen, stark zurlickgegangen. Sie ist im

Annex D (EU Council Regulation No. 338/97) als geschitzte Pflanze gelistet. Auch wenn

472 Rotar et al. 2009

Hegi 1954
Sebald et al. 1996
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Arnika zwar prinzipiell mit der Kultursorte ARBO als kultivierbar gilt, ist der Anbau schwierig
und arbeitsintensiv. Und so stammt der Grof3teil der Droge nach wie vor aus mehr oder

weniger kontrollierter Wildsammlung, meist aus Siid- und Stidost-Europa. *’®

C.1.2.2Phytochemie von Arnica montana L.

Neben dem Rhizom und dem Kraut werden vor allem die aromatisch duftenden
Arnikablitenkopfchen (Arnicae flos) arzneilich verwendet. Aus Arnikabliten werden
wadssrige, Olige und ethanolische Ausziige (Arnikatinktur) hergestellt, welche duRerlich bei
stumpfen Verletzungen, wie z.B. Hamatomen, Prellungen, Quetschungen, und
rheumatischen Muskel- und Gelenkbeschwerden eingesetzt werden. Auferdem findet
Arnika Anwendung bei Entziindungen im Mund- und Rachenraum, bei Furunkulose und

Entzindungen der Haut als Folge von Insektenstichen.*’®

Die wichtigste, weil
qualitatsbestimmende Inhaltsstoffgruppe bei Arnica montana L. sind Sesquiterpenlactone
(SL) mit Pseudoguaianolid-Grundgerist, welche (iber C-6 mit kurzkettigen Fettsduren
verestert sein konnen. Diese SL-Ester lassen sich in zwei verschiedene Gruppen gliedern. Ist
die Bindung zwischen C-11 und C-13 gesattigt, spricht man von Helenalinen (Hel), ist sie
ungesattigt, von 11a,13-Dihydrohelenalinen (DHel). Abbildung 72 zeigt die Strukturen der in
dieser Arbeit untersuchten SL-Ester (auBer den gezeigten finden sich noch die DHel-Ester der
Angelica- und der Seneciosaure und der Hel-Ester der Angelicasdure). Die SL-Ester kommen
in einer Konzentration von 0,2-0,8% in der Droge vor (Mindestgehalt nach PhEur 7.0:
0,40%)."”” Es lasst sich auBerdem ein mitteleuropdischer Chemotyp, mit hohem
Helenalinester-Gehalt von einem spanischen Chemotypen unterscheiden, der reich an

Dihydrohelenalinestern ist.*’8479:480481,482
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Kathe 2006

*’® Hansel und Sticher 2007

"7 Europiisches Arzneibuch 2011
Willuhn et al. 1983

Willuhn und Leven 1991

“® Willuhn et al. 1994

L Willuhn et al. 1995

*2 Merfort 2007
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OR CH,

11a,13-Dihydrohelenalin (DHel) (R = H)

o)
CH =

CHs CHs

Acetyl- (Ac-Hel/DHel) Isoburyryl- (Ibut-Hel/DHel) Metacryloyl- (Met-Hel/DHel)

o o CH, 0
)k(\okb /H\)\cHs )\K\CHE,
CHs CHs

Tigloyl- (Tig-Hel/DHel) Isovaleryl- (I-Hel/DHel) 2-Methylbutyryl- (Metbut-Hel/DHel)

Abbildung 72: Strukturformeln der in Arnikabliten vorkommenden Helenalin- und 11a,13-Dihydrohelenalin-
Ester.

Das Wirkprinzip der in Arnika vorkommenden Hel- und DHel-Ester wird durch das
Vorhandensein von a,B-ungesattigten Carbonylfunktionen (a-Methylen-y-lacton- und
Cyclopentenon-Struktur) erklart. Diese konnen auf elektronenreiche, funktionelle Gruppen
wie z.B. Sulfhydrylgruppen von Proteinen (Cystein) als Nucleophile wirken und nach dem
Mechanismus einer Michael-Addition mit Proteinen, wie z.B. NF-kB, reagieren, wodurch ihre

d.*®3%8% Dabei zeigen die Helenaline in vivo als

entziindungshemmende Wirkung erklart wir
auch in vitro starkere Aktivitat (allerdings auch hohere Allergenwirkung und Zytotoxizitat),
was mit dem Vorhandensein zweier Michael-Systeme erklart wird. Im Gegenzug zeigen die
monofunktionellen DHel-Derivate weniger kontaktallergenes Potential. Neben der Anzahl

alkylierender Zentren sind auch andere Faktoren, wie Lipophilie und die Molekilgeometrie

48 |yss et al. 1997
¥4 Schmidt et al. 1999
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aktivititsbeeinflussend.*®*%®%7  Apgesehen von der prominenten, antiphlogistischen
Wirkung der SL vom Helenalidtyp wurden auch andere Wirkungen beobachtet, so z.B.
antineoplastische Wirkung durch Zytotoxizitat gegen Tumorzellen, antibakterielle Wirkung
v.a. gegen grampositive Bakterien, antifungale Wirkung, positiv-inotrope Wirkung auf das

488,489

Herz, aber auch akute Toxizitat und kontaktallergene Wirkung. Neben den

Hauptsequiterpenlactonen sind auch noch die beiden Minorverbindungen 6-O-lsobutyryl-
tetrahydrohelenalin und Mexicanin-C-Isovalerat aufgefunden worden. #9491

Weitere Inhaltstoffe sind Flavonoide, die zu etwa 0,4-0,6% in Arnika vorkommen. Darunter
Flavon- und Flavonolaglyka, wie die methoxylierten Verbindungen Hispidulin,
Pectolinarigenin und 6-Methoxykampferol. AuBerdem Flavon- und Flavonolglykoside, wie
z.B. Kampferol-3-O-glycosid, 6-Methoxykdampferol-3-O-glycosid, Quercetin-3-O-glycosid,
Patuletin-3-0O-glycosid und Flavonol-3,7-di-O-glycoside, sowie Flavonol-3-0-

492,493,494

glucuronide. In Arnikabliten findet sich zudem zwischen 0,2 bis 0,35% &therisches

Ol, welches zu etwa 40-50% aus Fettsduren und zu ca. 9% aus n-Alkanen besteht, auBerdem

4954%  ynter den

Thymolderivate, Mono- und  Sesquiterpene und Polyine.
Phenolcarbonsauren finden sich beispielsweise 1-0-, 3-0-, 4-0-, und 5-0O-Caffeoylchinasaure,
1,5-, 3,4-, 3,5- und 4,5-Di-caffeoylchinasaure und 1,3,5,-Tri-caffeoylchinasdure. AulRerdem
wurden in Arnikabliten 5-O-Feruloylchinasdaure und 1-O-Caffeoyl-5-O-feruloylchinasdure,
1,5-Di-O-caffeoyl-3-O-fumaroylchinasaure, 1,5-Di-O-caffeoyl-4-O-fumaroylchinasaure und

methoxylierte Chinasdurederivate nachgewiesen.497’498’499’500

“> Willuhn 1998

% Heilmann et al. 2001

**” Hansel und Sticher 2007
“8 Willuhn 1998

8 Merfort 2007

“*Willuhn et al. 1984
Kresken und Willuhn 1983
“? Epert et al. 1988

* Merfort 2007

% Ganzera et al. 2008

4 Merfort 2007

*® Hansel und Sticher 2007
*7 Merfort 1992

% Merfort 2007
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Desweiteren sind die Cumarine Scopoletin und Umbelliferon und geringe Mengen der nicht

toxischen Pyrrolizidinalkaloide Tussilaginsdure, Isotussilaginsaure und 2-Pyrrolidinessigsaure

501,502,503

in Arnikabliten enthalten. Auch die ubiquitdr im Pflanzenreich anzutreffenden

Carotinoide, Xanthophylle und Polysaccharide kommen in Arnika vor.>%**%

% passreiter 1992

*2 Merfort 2007

%% Hansel und Sticher 2007
% Hansel und Sticher 2007
*% Merfort 2007
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C.1.3 Zielsetzung

Folgende Ziele wurden im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit verfolgt:

- Es sollte das Sesquiterpenlactonspektrum von Arnika in Maramures (Rumanien) untersucht

werden.
- Durch Regressionsanalysen wurde versucht Zusammenhdnge von Umweltparametern
(Standortfaktoren und Hohenlage) und der SL-Zusammensetzung einzelner Individuen von

Arnica montana in Maramures (Rumanien) zu finden.

- Aullerdem sollte durch Stressexperimente mit Arnikaklonen eine potentielle

Beeinflussbarkeit des SL-Spektrums experimentell untersucht werden.
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C.2 Material und Methoden

C.2.1 Chemodkologische Untersuchungen von Arnica montana L. in Rumadnien

Im Sommer 2010 wurden im Verwaltungsbezirk Maramures (Rumanien) Proben von
Arnikabliiten an verschiedenen Standorten gesammelt und der Gehalt der SL von
Einzelbliten ermittelt. AulRerdem wurden vor Ort Umweltparameter bestimmt, die zu

Regressionsanalysen mit den Inhaltstoffmustern der Einzelproben verwendet wurden.

C.2.1.1Untersuchungsgebiet und Standorte der Probenentnahme

Die beiden Untersuchungsgebiete ,Repedea” und ,Bobeica“ befinden sich im Bezirk
Maramures im Norden von Rumadnien an der ukrainischen Grenze auf dem Gebiet des
Naturparks Parcul Natural Muntii Maramuresului (Abbildung 73). Das Gebiet wird von den
Waldkarpaten durchzogen und ist stark landlich gepragt. Kleine Bauernhéfe, die zum Teil
weit zerstreut und von Wiesen und kleinen Gemiusefeldern umgeben auf Waldlichtungen
liegen, pragen die Kulturlandschaft dieser Gebirgsregion. In den mittleren Bergregionen
finden sich naturbelassene und zum Teil natlirliche Mischwélder, in den oberen Regionen
Schafweiden, Bergwiesen und Almen. Die nahrstoffarmen Wiesen der mittleren Bergregion
sind anthropogenen Ursprungs und bedingt durch die extensive Bewirtschaftung (Mahd bzw.

h.>%>% sje sind wichtiger Bestandteil der Kulturlandschaft von

Weide) sehr artenreic
Maramures. Arnica montana L. ist als konkurrenzschwache Pflanze vornehmlich auf solche
Flachen angewiesen und somit durch deren Verlust akut bedroht. Diingung, wie sie auf
ertragsoptimierten Futtergraswiesen ublich ist, ldsst Arnika innerhalb kurzer Zeit
verschwinden.”®%  Auch Verbuschung und Wiederbewaldung als Folge der
Nichtbewirtschaftung der Wiesen fihren durch den hohen Konkurrenzdruck zum
Verschwinden von Arten wie Arnika. GrofRe Teile der Waldkarpaten in Maramures stehen
seit 2004 unter dem Schutz des Naturparks Parcul Natural Muntii Maramuresului mit
Verwaltungssitz in Viseu de sus (vgl. Abbildung 73). Der mit 133.354 ha grofRte Naturpark
seiner Art in Rumadnien befindet sich zwischen 24°30°00 E und 47°48‘00" N. Das Klima ist

moderat-kontinental mit einer jahrlichen Durchschnittstemperatur in den Niederungen von

506

Marian und Sdudan 2003
%7 Coldea et al. 2009
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4-6 °C und 2-4 °Cin den Berglagen. Die Niederschlagsmengen reichen von 900-1000 mm im

dstlichen und 1200-1400 mm im westlichen Teil.>!°

Die Geologie des Gebiets ist dullerst
komplex. Das anstehende Gestein besteht im Allgemeinen aus Gneisen, Schiefer und
Glimmerschiefer, ist also generell eher sauer.” In der vulkanisch aktiven Region finden sich
auBerdem vielerorts Mineralquellen und die reichen Erzvorkommen wurden bis vor wenige
Jahre in zahlreichen Minen ausgebeutet. Das Gebiet ist nicht nur naturrdumlich sondern
auch kulturell dulRerst vielfaltig. So siedelten im Gebiet Gber Jahrhunderte hinweg Rumanen,
Ungarn, Deutsche (Zipser) und Roma nebeneinander und entwickelten u.a. eine einzigartige
Holzkirchenarchitektur (UNESCO-Welterbe). Heute ist die Region sehr arm und leidet unter
hoher Arbeitslosigkeit und Abwanderung v.a. junger Menschen. Dadurch sind die dort immer

noch lebendigen Traditionen und damit auch das davon abhdngige Kulturland vom

Verschwinden bedroht (mindliche Mitteilung Gabriel Covaza, Catalina Bogdan).

Standorte der Probenentnahme
Fir die Inhaltstoffanalyse wurden in 2 Gebieten (Repedea und Bobeica) insgesamt 79
(verwertbare) Bliitenproben von einzelnen Arnikapflanzen gesammelt. Abbildung 73 zeigt

eine Ubersichtskarte des Naturparks. Die beiden besammelten Gebiete sind markiert.

510 pyx
Nastase et al.

Muregan 2009
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Abbildung 73: Ubersichtskarte des Naturparks Parcul Natural Muntii Maramuresului. Die besammelten Gebiete
Repedea (Nord-Westen) und Bobeica (Sid-Osten) sind rot umrahmt. Die Standorte sind mit roten Punkten
markiert. (Karte erstellt und dankenswerter Weise zur Verfligung gestellt von Christina Pop).
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Tabelle 23 gibt eine Ubersicht der Standorte und der gesammelten Proben.

Tabelle 23: Ubersicht der Einzelproben und der besammelten Standorte in Maramures.

Gebiet Standort Plot (GPS-Koordinaten) Individuen
(m @i. NHN)
Repedea Rel (780 m) Rell (N 47°52'04.6" E 024°24'53.8" Rell1, Rel12, Rel13

(Re) Rel2 (N 47°52'05.0" E 024°24'54.2" Rel21, Rel22, Rel123

Rel3 (N 47°52'05.7" E 024°24'54.6" Rel31, Rel32, Rel33

Rel4 (N 47°52'05.3" E 024°24'54.5" Rel41, Rel42

Re2 (862 m) Re21 (N 47°52'02.8" E 024°25'03.3" Re211, Re212, Re213, Re214

Re22 (N 47°52'03.0" E 024°25'03.6" Re221, Re222, Re223

Re23 (N 47°52'03.0" E 024°25'02.6" Re232, Re233, Re234

Re3 (1037 m) Re31 (N 47°52'08.9" E 024°25'52.8" Re311. Re312, Re313, Re314

Re32 (N 47°52'10.0" E 024°25'51.9" Re321, Re322, Re323

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

Re33 (N 47°52'07.9" E 024°25'55.0" Re331, Re333, Re334

Summe Re: 31

Bobeica Bol (1116 m) Bol1 (N 47°39'50.2" E 024°44'11.7") | Bol1l, Bol112, Bo113
(Bo) Bo12 (N 47°39'50.3" E 024°44'11.8") | Bo121, Bo122, Bo123
Bo13 (N 47°39'50.0" E 024°44'12.6") | Bo131, Bo132, Bo133
Bo2 (1213 m) Bo21 (N 47°39'47.9" E 024°44'34.8") | Bo211, Bo212, Bo214, Bo215
Bo22 (N 47°39'48.0" E 024°44'36.5") | Bo222, Bo223, Bo225
Bo3 (1327 m) Bo31 (N 47°39'58.2" E 024°44'50.1") | Bo311, Bo312, Bo313, Bo314,
Bo315
Bo32 (N 47°39'58.3" E 024°44'50.2") | Bo321, Bo322, Bo323, Bo324,
Bo325

Bo33 (N 47°39'58.4" E 024°44'50.0") | Bo331, Bo332, Bo333, Bo334

Bo4 (1435 m) Bo41 (N 47°40'02.9" E 024°45'07.1") | Bo411, Bo412, Bo413, Bo414,

Bo415
Bo42 (N 47°40'02.8" E 024°45'06.6") Bo421, Bo422, bo423, Bo424,
Bo425
Bo5 (1466 m) Bo51 (N 47°40'00.8" E 024°45'16.4") Bo511, Bo512, Bo513, Bo514,
Bo515
Bo52 (N 47°40'00.4" E 024°45'16.6") Bo522, Bo523, Bo524
Summe Bo: 48
Summe Re + Bo: 79

C.2.1.2 Ermittlung der Standortfaktoren

An jedem Standort wurden die Hohe in Meter iber Normalhéhennull (m . NHN) und die
GPS-Koordinaten mit einem GPS-Empfanger ermittelt (Tabelle 23). Je Standort wurden
zwischen 2 und 4 Plots (2x2 m) abgesteckt. Innerhalb der Plots wurden zwischen 2 und 5
Arnikapflanzen beprobt (Entnahme von 1-3 Blitenkopfchen). Um die Plots ndher zu
charakterisieren, wurden die Standortfaktoren mittels Vegetationsaufnahmen und der
Zeigerwerte nach Ellenberg bestimmt. Fiir die Vegetationsaufnahmen wurden alle auf dem

Plot vorhandenen hoheren Pflanzenarten bestimmt (nach Senghas & Seybold (2003) und
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miindliche Mitteilung Parkranger) und deren Deckungsgrad, abgewandelt nach der Methode
von BRAUN-BLANQUET (in: Dierschke, 1994), durch Schatzung der Abundanz einer Art auf dem

>12313 Daraus wurden mit Hilfe der fur jede Art tabellierten Zeigerwerte nach

Plot bestimmt.
Ellenberg (1986) fiir jeden Plot eine Standortanalyse beziglich der Umweltfaktoren Lichtzahl
(L), Temperaturzahl (T), Kontinentalitdtszahl (K), Feuchtezahl (F), Reaktionszahl (R), und
Stickstoffzahl (N) durchgefiihrt.>* Hierzu wurde zuerst der nach BRAUN-BLANQUET ermittelte
Prozentsatz der Deckung einer Art mit dem jeweiligen Zeigerwert der Art multipliziert
(gewichtet). Die Summen der Produkte aus Deckung und Zeigerwert jeder auf dem Plot
vorhandenen Art wurde nun durch die Summe der Prozente der Deckung dieser Arten
dividiert. Das Ergebnis dieser Operation stellt den jeweiligen Standortfaktor des Plots dar.

Dieser wurden danach fir eine Regressionsanalyse mit den ermittelten Inhaltstoffspektren

verwendet. Tabelle 24 zeigt die der Skala nach BRAUN-BLANQUET zugeordneten Prozentzahlen.

Tabelle 24: Die zur Ermittlung der Standortfaktoren benutzte Braun-Blanquet Skala und die zugehorigen
Prozentsatze der Abundanz.

Skala Abundanz [%]

5 87,5
4 62,5
3 37,5
2 15

1 3,5
+ 2

r 1

C.2.1.3 Sammlung der Proben

Im Juni 2010 wurden auf 22 Plots von insgesamt 79 Arnikaindividuen zwischen 1-3
Blitenkodpfchen gesammelt. Es wurden nur Blitenkdpfchen gleichen Reifegrades gesammelt,
sobald die duBersten 2 Reihen von Rohrenbliten gedffnet waren. Die Képfchen ein und
derselben Pflanzen wurden vereinigt und in Papiertiten in Styroporboxen liber Orangegel
(Merck) getrocknet. Die Lagerung bis zur Extraktion erfolgte bei 4 °C lber Orangegel.
AuBerdem wurden an den Standorten Fotoaufnahmen einiger Arnikapflanzen gemacht, um

deren phanotypische Variation zu dokumentieren.

%2 senghas und Seybold 2003
> Dierschke 1994
> Ellenberg 1986
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C.2.2 Stressexperimente mit Arnika-Klonen

Um den Einfluss von Umweltfaktoren auf die Zusammensetzung und den Gehalt an SL in
Arnica montana L. naher zu untersuchen, wurden Stressversuche an Arnikaklonen
durchgefiihrt, die freundlicherweise von der Bayerischen Landesanstalt fiir Landwirtschaft (
LfL) in Freising zur Verfligung gestellt wurden. Es wurden 3 verschiedene, in vitro vermehrte
Klone spanischer Herkunft mit den Bezeichnungen 504-54, 519-08 und 519-15 verwendet
(gekreuzt von Herrn Prof. Dr. Ulrich Bomme, nicht ndher charakterisiert). Die Pflanzen
wurden im Gewdchshaus unter gleichen Bedingungen in Topfen, befillt mit Einheitssubstrat,
mit freundlicher Genehmigung und unter der Aufsicht von Dr. Fred Eickmeyer kultiviert. Die
Pflanzen je eines Klons wurden in Gruppen aufgeteilt und, auBer der Kontrollgruppe (K),
verschiedenen Stressfaktoren ausgesetzt. Eine Gruppe (S) wurde dem FralRdruck von 3-4
Nacktschnecken (Arion rufus) einer GréBe zwischen 2-4 cm ausgesetzt, welche durch
Uberstiilpen von durchlécherten Folien (iber die gesamte Pflanze an der Flucht gehindert

wurden und somit zum FraR an den Arnikapflanzen gezwungen waren (Abbildung 74).

Abbildung 74: Auslésen von FraRstress bei Arnika-Klonen durch Schnecken (Arion rufus). Die Schnecken
wurden durch Folie am Entkommen gehindert (a). Deutliche FraRschdden an Bliten (b) und Blattern (c).

Die nachste Gruppe (P) von Pflanzen wurde mit Hilfe einer Stahlpinzette an je 10 Battern

etwa 10-mal durch Perforation verletzt (Abbildung 75).
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Abbildung 75: Verletzung der Blatter durch Perforation mittels Pinzette.

Die letzte Gruppe (A) wurde zweimal im Abstand von 4 Tagen mit einer Abszisinsdaure-Losung
(ABA, 10 uM, 1% EtOH in dest. Wasser) bis zur vollstindigen Benetzung bespriiht.>"> Die
Wirkdauer zwischen der Behandlung und der Ernte der Bliten bzw. der Blatter betrug, je
nach Reifegrad der Blitenképfchen, zwischen 7 und 10 Tage. Die Bliitenkdpfchen wurden
geerntet, sobald die dullersten 2 Reihen von Rohrenbliiten gedffnet waren. Die Blattproben
wurden zeitgleich mit den Blitenkdpfchen geerntet. Die weitere Behandlung der Proben
(Trocknung, Lagerung) erfolgte wie unter C.2.1.3 fir die rumanischen Proben beschrieben.

Tabelle 25 zeigt eine Ubersicht der fiir das Experiment gebildeten Gruppen.

Tabelle 25: Ubersicht der aus den Arnikaklonen gebildeten Gruppen.

Behandlung Klon 504-54 (n = 13) Klon 519-08 (n = 8) Klon 519-15 (n = 12)
K (Kontrolle) n=3 n=4 n=3
S (SchneckenfraR) n=3 n=4 n=3
P (Verletzung) n=3 n=3
A (ABA-Behandlung) n=4 n=3

515

Jing et al. 2009
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C.2.3 Analytik der Helenaline

Die Analytik der Helenaline und Dihydrohelenaline der gesammelten Arnikablitenképfchen
erfolgte abgewandelt nach der Methode von Willuhn & Leven (1991) und wurde sowohl auf
die Proben aus Rumanien, als auch fiir die Blatt- und Blitenkopfchenproben der Arnikaklone

angewendet. "

C.2.3.1 Probenaufbereitung

Die getrockneten, ganzen Blitenkopfchen (bzw. Blattproben bei Klonen) wurden in einem
Keramikmorser mit flissigem Stickstoff komplett bedeckt und mit dem Pistill zu Pulver
zermahlen. Dieses wurde in ein Probenglas Uberfiihrt und sofort verschlossen, um
Kondenswasserbildung zu vermeiden. Nach Erwarmung auf RT wurden die Glaser geoffnet

und im Exsikkator tGber Orangegel mindestens 24 h bei 4 °C getrocknet.

C.2.3.2 Extraktions- und Anreicherungsverfahren

Zur Extraktion der Sesquiterpenlactone wurden je 0,25g (genaue Einwage auf 5
Nachkommastellen) der aufbereiteten Proben in einen 100 ml Rundkolben eingewogen und
unter Ruhren fir 30 min mit 15 ml 50% MeOH in Wasser bei 57 °C unter Riickfluss im
Wasserbad erhitzt. Der Extrakt wurde filtriert und mehrfach mit 50% MeOH gewaschen. Die
Extraktion wurde mit dem Rickstand einmal wiederholt. Die beiden Extrakte wurden
vereinigt und mit 375 ul einer methanolischen Santoninlésung ((-)-a-Santonin, 99% rein,
Sigma-Aldrich) als internen Standard versetzt (0,1 %, 100 mg in 100 ml MeOH, entspricht:
0,375 mg Santonin je Probe). Der mit Santonin versetzte Extrakt wurde anschlieRend am
Rotationsverdampfer bei 40°C auf 50% des Ausgangsvolumens eingeengt und der
verbliebene, wassrige Extrakt im Scheidetrichter dreimal mit je 30 ml EtOAc ausgeschittelt.
Die vereinigten EtOAc-Phasen wurden Uber wasserfreiem Na,SO; getrocknet und
anschlieRend filtriert. Nach Abdestillieren des EtOAc am Rotationsverdampfer wurde der
Rickstand zweimal mit 7 ml DCM ausgezogen (1 min Ultraschallbad), die DCM-Losung
filtriert und der Filterriickstand mit wenig DCM gewaschen. Der Riickstand wurde verworfen,
das Filtrat wurde nach Abdestillieren des Losungsmittels in 4 ml 50% MeOH geldst, in ein

15 ml Zentrifugenrohrchen (Cellstar Tubes, Greiner) lberfiihrt und zur Flavonoidfdllung mit

516

Willuhn und Leven 1991
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1,75 g Aluminiumoxid 60 aktiv (basisch, KorngréRe: 0,063-0,200 mm, Merck) versetzt. Nach
1 min kraftigem Schitteln wurde 4 min bei 4000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abdekantiert und bis zur Trockene am Rotationsverdampfer eingeengt. Zur GC-Analyse

wurde der erhaltene Riickstand in 250 pl MeOH gel6st.

C.2.3.3 Gaschromatographische—-Analyse (GC-Analyse)

Zur qualitativen und quantitativen GC-Analyse der Einzelproben wurde ein
Gaschromatograph mit FID-Detektor (Flammenionisationsdetektor) (Varian 3900, Saule:
30 m VF-1MS-0.25, film thickness 0.25 um, He als Trdgergas) mit folgenden Parametern
verwendet: Injektionsvolumen 1,0 pl, Splittverhaltnis: 1:50, Injektortemperatur: 300 °C,
Detektor-Temperatur: 300 °C. Zur besseren Auflosung der Peaks wurde jede Probe mit 3

verschiedenen Einstellungen (1-3) vermessen (Tabelle 26).

Tabelle 26: GC-Einstellungen fiir die qualitative und quantitative GC-Analyse der Arnikaproben.

GC-Einstellung Ofentemperatur [°C] Flow des Tragergases He [ml/min]
1 212 (isotherm) 2,5
2 210 (isotherm) 1,2
3 205 (isotherm) 2,7

Zur Peakidentifikation wurde mit einer Probe eine GC-MS-Analyse (niedrigauflésend, EI-MS,
CI-MS, Finnigan MAT SSQ 710 A) mit den gleichen GC-Parametern wie oben beschrieben in
der zentralen Analytik der Universitdt Regensburg durchgefiihrt. Die einzelnen Peaks des
Chromatogramms wurden durch den Vergleich der Molekiilpeaks bzw. der Basispeaks der

MS-Analyse und der Retentionszeiten mit Literaturwerten identifiziert.>*">8

C.2.3.4 Auswertung

Die Chromatogramme wurden mit dem Programm Varian Galaxie Chromatography
Workstation Version 1.8.508.1 bearbeitet. Nach Identifizierung der Peaks von Santonin und
der 14 Helenain- und Dihydrohelenalinester wurden deren Peakflachen durch Integration
bestimmt. Mit Hilfe folgender Formel wurden die Konzentrationen der Sesquiterpenlactone

berechnet:>*

7 Willuhn et al. 1983
> perry et al. 2009
> Willuhn und Leven 1991
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Cisu) = Fisy) X Cis) / Fs) X Ke

mit:

Cis1) = Konzentration des Sesquiterpenlactons in der Probe [mg]

Fisy) = Peakflache des Sesquiterpenlactons

Cis) = Konzentration von Santonin (Interner Standard) in der Probe (hier 0,375 mg)

Kr = Substanzspezifischer Korrekturfaktor bezogen auf Santonin K = 1
(siehe Tabelle 27)

Tabelle 27: Zur Berechnung der Sesquiterpenlacton-Konzentrationen verwendete Korrekturfaktoren K
(experimentell ermittelt nach Willhun & Leven (1991))520

Verbindung Ke Verbindung K

Hel 1,03 DHel 1,11
Ac-Hel 1,03 Ac-DHel 1,14
Ibut-Hel 0,96 Ibut-DHel 1,04
Met-Hel 1,03 Met-DHel 0,96
Tig-Hel 1,35 Tig-DHel 1,24
I-Hel 0,93 I-DHel 1,06
Metbut-Hel 0,93 Metbut-DHel 1,06

Der Gehalt der Sesquiterpenlactone in jeder Probe wurde auf mg/g riickgerechnet. Fir jede
Einzelprobe wurde auf diese Weise fiir jeden der 14 Ester ein Gehalt in mg/g Trockengewicht
Droge ermittelt. AuBerdem wurden jeweils die Summen von Helenalinestern (Hel) und

Dihydrohelenalinestern (DHel) und deren Verhaltnis zueinander (Hel/DHel) berechnet.

C.2.4 Statistik

Alle Berechnungen wurden mit Hilfe von Excel (2007, Microsoft) angestellt. Der
Variationskoeffizient cv berechnete sich durch Division der Standardabweichung durch den
Absolutbetrag des arithmetischen Mittels multipliziert mit 100. Zur statistischen Auswertung
wurden mit dem Programm SPSS (SPSS Statistics 19, IBM) lineare Regressionsanalysen,

Korrelationsanalysen und Mittelwertvergleiche mittels ANOVA durchgefiihrt.

520

Willuhn und Leven 1991
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C.3 Ergebnisse

C.3.1 Untersuchungen zu Arnica montana L. in Rumanien

C.3.1.1 Ergebnisse der Vegetationsaufnahmen

Es werden hier nicht die Ergebnisse der Vegetationsaufnahmen jeder beprobten Flache
gezeigt, sondern lediglich die daraus Uber die Zeigerwerte berechneten Standortfaktoren
(Tabelle 28). Bei den Zeigerwerten nach Ellenberg handelt es sich um ein
Klassifikationsverfahren fir mitteleuropdische Pflanzen nach ihren 0Okologischen
Eigenschaften. Die Werte spiegeln die Standortanspriiche einzelner Pflanzen wider. Die
durch die Wichtung mit der Deckung der jeweiligen Pflanzenart ermittelten
Standortfaktoren liefern ein gutes Bild der pro Plot vorherrschenden Standortbedingungen.

Die Lichtzahl L der beprobten Plots zeigte Werte zwischen 6,3 und 8,9. Der Grol3teil der Plots
wies daher Halblicht- bis Volllichtbedingungen auf. Die Temperaturzahl T der Plots bewegte
sich zwischen den Werten 3,9 und 5,5 und zeigt damit eher kiihle Umweltbedinungen an.
Die Kontinentalitatszahl K zeigte Werte zwischen 3,2 und 4,5. Damit konnen die Plots als
subozeanisch eingestuft werden. Die Feuchtezahl F der Plots bewegte sich im Bereich von
4,1 und 5,0. Die Boden der Plots sind damit als trocken bis frisch einzustufen. Die Werte der
Reaktionszahl R der beprobten Plots bewegte sich zwischen 2,3 und 3,4, was die Boéden der
Plots als sauer bis stark sauer kennzeichnet. Die Stickstoffzahl N der Plots zeigte Werte
zwischen 2,0 und und 2,8, was kennzeichnend fir stickstoffarme Boéden ist. Die Plots sind
also zusammenfassend gekennzeichnet durch stickstoffsalzarme, saure und eher trockene
Boden mit maRig feuchtem (subozeanisch) und eher kiihlem Klima und relativ hoher
Lichteinstrahlung. Diese Beobachtungen sind mit den 6kologischen Anspriichen von Arnika
gut vereinbar. Die einzelnen Plots waren sich in ihren Standortfaktoren sehr &hnlich.

Lediglich bei der Licht-Zahl zeigten sich gréRBere Unterschiede.
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Tabelle 28: Die Uiber Vegetationsaufnahmen und Zeigerwerte ermittelten Standortfaktoren der beprobten Plots
in Maramures. Licht-Zahl (L, Skala 1-9), Temperatur-Zahl (T, Skala 1-9), Kontinentalitats-Zahl (K, Skala 1-9),

Feuchte-Zahl (F, Skala 1-12), Reaktions-Zahl (R, Skala 1-9) und Stickstoff-Zahl (N, Skala 1-9).

Plot L T K F R N

Rell 6,3 3,9 4,5 4,8 2,3 2,6
Rel2 7,6 4,1 4,1 4,9 3,1 2,2
Rel3 7,5 4,1 3,5 4,8 2,3 2,1
Rel4 7,7 4,0 3,7 5,0 2,6 2,3
Re21 8,9 4,0 4,0 5,0 31 2,0
Re22 6,5 4,1 4,4 4,9 2,8 2,8
Re23 8,0 4,0 4,1 5,0 2,8 2,2
Re31 8,6 4,0 3,9 5,0 3,0 2,1
Re32 7,6 4,3 3,5 4,6 2,8 2,2
Re33 8,3 4,0 3,5 5,0 2,5 2,0
Bol1l 8,0 4,9 3,7 4,1 3,2 2,1
Bo12 7,5 5,5 3,3 4,1 3,4 2,5
Bo13 7,5 4,7 3,2 4,8 2,4 2,1
Bo21 7,5 4,0 3,7 4,9 2,6 2,2
Bo22 6,1 3,9 4,4 5,0 2,5 2,7
Bo31 7,5 3,9 4,2 5,0 2,7 2,3
Bo32 7,7 3,9 3,7 5,0 2,5 2,2
Bo33 7,1 4,0 3,1 5,0 2,1 2,1
Bo41l 6,8 4,1 4,0 5,0 2,2 2,5
Bo42 7,8 4,0 3,7 5,0 2,5 2,3
Bo51 5,9 4,3 4,4 5,0 2,1 2,8
Bo52 8,0 4,1 3,2 4,9 2,2 2,1

Ein zusatliches Ergebnis der Vegetationsaufnahmen war eine Liste der auf den Plots

vorkommenden hoheren Pflanzenarten. Folgende Arten wurden auf den untersuchten

Arnikawiesen bestimmt (Tabelle 29).

Tabelle 29: Liste der im Juni/Juli 2010 auf den Arnikawiesen in Maramures gefundenen Arten.

Achillea distans
Achillea millefolium
Agrostis canina
Alchemilla vulgaris

Anthoxanthum odoratum

Arnica montana

Briza media
Calycocorsus stipitatus
Campanula patula
Carduus nutans

Carex pallescens
Carlina acaulis
Dactylorhiza maculata

Deschampsia flexuosa
Dianthus barbatus
Euphrasia rostkoviana
Festuca ovina

Festuca rubra
Galeopsis pubescens
Galium verum
Gentiana asclepiadea
Gymnadenia conopsea
Hieracium aurantiacum
Hieracium pilosella
Hypericum maculatum
Hypochoeris uniflora

Juniperus communis
Knautia arvensis
Laserpitium krapfii
Leucanthemum vulgare
Luzula luzuloides
Lycopodium clavatum
Melampyrum saxosum
Mycelis muralis
Nardus stricta
Phyteuma spicatum
Plantago lanceolata
Platanthera bifolia
Poa chaixii

Polygala comosa
Polytrichum formosum
Potentilla erecta
Prunella vulgaris
Ranunculus nemorosus
Rhinanthus minor
Rhinantus angustifolius
Salvia verticillata
Scorzonera rosea
Silene vulgaris
Sphagnum spec.
Vaccinium myrtillus
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C.3.1.2 Analytik der Helenalin- und Dihydrohelenalinester

Wie unter C.2.3.3 beschrieben wurden 3 verschiedene GC-Einstellungen zur vollstandigen
Auftrennung und Quantifizierung aller SL-Ester der Arnikaproben bendtigt. Der interne
Standard Santonin erschien bei allen Einstellungn als erstes im Chromatogramm
(Retentionszeit: 5,90 min (1), 9,30 min (2) und 6,52 min (3)) und nachfolgend die Peaks der
SL-Ester. Tabelle 30 zeigt die durch die gaschromatographische Analyse der 14 Helenalin-
und Dihydrohelenalinester ermittelten Retentionszeiten exemplarisch an einer Probe aus

Rumanien.

Tabelle 30: Die fiir die 14 Helenalin- und Dihydrohelenalinester ermittelten Retentionszeiten der
gaschromatographischen Analyse einer Probe.

Bezeichnung im Verbindung Retentionszeit [min] (Einstellung
Beispielchromatogramm Tabelle 26)
(Abbildung 76)

S a-Santonin (interner Standard) 5,90 (1), 9,30 (2), 6,52 (3)
1 DHel 6,46 (1)
2 Hel 6,59 (1)
3 Ac-Hel 7,36 (1)
a4 Ac-DHel 7,89 (1)
5 Ibut-Hel 10,10 (1)
6 lbut-DHel 11,89 (3)
7 Met-Hel 11,45 (1)
8 Met-DHel 11,72 (1)
9 Metbut-Hel 12,73(1)
10 Metbut-DHel 20,75 (2)
11 I-Hel 20,90 (2)
12 I-DHel 13,32 (1)
13 Tig-Hel 17,91 (1)
14 Tig-DHel 18,17 (1)

Abbildung 76 zeigt 3 exemplarische Chromatogramme der 3 verschiedenen

Gerateeinstellungen (vgl. auch Tabelle 26).
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Abbildung 76: Exemplarische GC-Chromatogramme bei unterschiedlichen Gerateeinstellungen. Oben: 212 °C
und 2,5 ml/min flow; Mitte: 210 °C, 1,2 ml/min flow; Unten: 205 °C, 2,7 ml/min flow. Zuordnung der Nummern
siehe Tabelle 30.
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C.3.1.3 GC-Analyse der rumanischen Proben
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Quantifizierung der Helenalin- und

Dihydrohelenalinester der rumanischen Arnikaproben dargestellt.

C.3.1.3.1 Chemotyp und chemische Variation

Der Chemotyp bei Arnika ist bestimmt durch das Verhalnis der Summen der Helenalin-Ester
und der Dihydrohelenalin-Ester. Hel reiche Chemotypen zeichnen sich durch Werte tiber 1
aus, wahrend DHel reiche Chemotypen Werte unter 1 aufweisen. Unter chemischer
Variation wird hier die Variationsbreite der Gehalte einzelner Individuen verstanden,
ausgedriickt durch den Variationskoeffizienten. Tabelle 31 zeigt die gemessenen Mittelwerte
und die Variationskoeffizienten des Gehalts an Hel- und DHel-Ester aller rumanischen

Proben (n =79).

Tabelle 31: Mittelwerte und Variationskoeffizienten der Gehalte der Hel- und DHel-Ester aller rumanischen
Proben (n =79).

Verbindung: Mittelwert + Stabw Variationskoeffizient [%]
DHel 0,09 + 0,09 mg/g 97,35
Hel 0,02 + 0,01 mg/g 44,53
Ac-Hel 0,01 +£ 0,01 mg/g 72,11
Ac--DHel 0,11 £ 0,05 mg/g 48.46
Ibut-Hel 0,51 + 0,25 mg/g 48,28
lbut-DHel 0,24 £ 0,12 mg/g 51,22
Meta-Hel 0,22 +0,14 mg/g 64,14
Meta-DHel 0,13 + 0,07 mg/g 57,45
Metbut-Hel 0,58 + 0,29 mg/g 51.08
Metbut-DHel 0,15 + 0,08 mg/g 53,54
I-Hel 0,15 + 0,07 mg/g 43,88
I-DHel 0,21 + 0,07 mg/g 34,24
T-Hel 0,23 +0,13 mg/g 57,63
T-DHel 0,17 £ 0,08 mg/g 49,29
Summe-Hel 1,73 £ 0,67 mg/g 38,61
Summe-DHel 1,09 £ 0,36 mg/g 32,61
Summe-Hel/Summe-DHel 1,66 £ 0,66 39,78
SL-Gesamtgehalt 2,82 + 0.87 mg/g Max.: 4,98 Min.: 0,85 30,83

Die SL-Ester mit den hochsten Gehalten sind Metbut-Hel (0,58 mg/g), Ibut-Hel (0,51 mg/g),
Ibut-DHel (0,24 mg/g) und T-Hel (0,23 mg/g). Die SL DHel (0,09 mg/g) Hel (0,02 mg/g) und

Ac-Hel (0,01 mg/g) kénnen als Minorverbindungen betrachtet werden.

Als ndchstes wurden die Mittelwerte des Gesamtgehalts an SL pro Standort ermittelt, um

eventuelle Unterschiede zwischen den Standorten erkennen bzw. Regressionsanalysen
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(siehe C.3.1.3.2) mit Standortfaktoren durchfiihren zu konnen. In Tabelle 32 sind die
Mittelwerte des SL-Gesamtgehalts und des Verhdltnisses Summe-Hel/Summe-DHel
(Hel/DHel) und die zugehdrigen Variationskoeffizienten der einzelnen Standorte aufgelistet.
Beziglich des SL-Gesamtgehalts konnten keine signifikanten Unterscheide zwischen den
Standorten festgestellt werden (ANOVA, post hoc-Test: Scheffé-Prozedur). Lediglich die
Mittelwerte der SL-Gesamtgehalte der Gebiete Re (2,4 mg/g) und Bo (3,0 mg/g)
unterschieden sich signifikant voneinander (p< 0,05, t-Test). Die Werte des
Variationskoeffizienten bewegten sich fir den SL-Gesamtgehalt zwischen 21% und 43%,
lediglich Bo5 lag mit 7,61% auffillig niedriger. Ahnliches gilt fiir die Werte des
Variationskoeffizienten  fur das  Verhéaltnis  Hel/DHel. Die Ermittlung  der
Variationskoeffizienten dienten v.a. zum Vergleich mit den Werten der Arnika-Klone (vgl.

C.3.2).

Tabelle 32: Mittelwerte (MW) und Variationskoeffizienten (cv) des SL-Gesamtgehalts und des Verhéltnisses
Summe-Hel/Summe-DHel (Hel/DHel) der Arnikaproben der verschiedenen besammelten Standorte.

Standort n MW SL-Gesamtgehalt cv-SL- MW Hel/DHel £ Stabw  cv-Hel/DHel
[mg/g] £ Stabw Gesamtgehalt [%]
Rel 11 2,39+0,66 27,48 1,70+0,86 50,74
Re2 10 2,61+0,94 35,92 1,93+0,78 40,34
Re3 10 2,33+1,01 43,37 1,30+0,38 29,18
Bol 9 3,10+ 0,97 31,30 1,88 £0,94 49,66
Bo2 7 2,31+0,56 24,30 1,32+0,30 22,85
Bo3 14 3,26 +0,70 21,42 1,57 £ 0,45 28,54
Bo4 10 3,31+0,70 21,04 2,05 0,65 31,65
Bo5 8 2,99+0,23 7,61 1,41 +£0,23 16,12

Zur Chemotypbestimmung im Vergleich mit Literaturwerten fiir Arnika mitteleuropaischer
und spanischer Herkiinfte wurde der Mittelwerte des Verhéltnisses Hel/DHel fiir alle Proben
bestimmt. Tabelle 33 zeigt die Ergebnisse des Vergeleichs der Mittelwerte der rumanischen
Proben zu den Werten aus anderen Verotffentlichungen. Wahrend der Quotient Summe-
Hel/Summe-DHel bei mitteleuropaischen Herkiinften zwischen 4,8 und 7,7 liegt und der von
spanischen Herkiinften zwischen 0,1 und 0,14 (Literaturwerte), liegt der Wert des
Quotienten der rumanischen Proben im Mittel bei 1,66. Der Variationskoeffizient (cv) von

Summe-Hel/Summe-DHel aller Proben betrug 39,78%.
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Tabelle 33: Vergleich der Quotienten der Summen der Helenaline und der Dihydrohelenaline (Hel/DHel)

rumanischer Proben mit Literaturwerten von mitteleuropdischen und spanischen Herkiinften.

521,522,523

Untersuchte Proben
aus Rumanien
(n=79)

Willuhn et al. (1994)

Perry at al. (2009)

Seemann et al.( 2010)

Hel/DHel
Stabw

1,66 £ 0,66 (Min.:
0,45; Max.: 4,15,
Median: 1,47)

Mitteleuropaischer
Chemotyp (n = 31)*:
4,8+2,8

(Min.: 1,0; Max.: 13,3)

Mitteleuropaischer
Chemotyp (n=3) : 7,68

Mitteleuropaischer
Chemotyp (n = 10)*:
6,1+2,8

(Min.: 1,5; Max.: 17,6)

Spanischer Chemotyp
(n=4)":0,08 0,09
(Min.: 0,00; Max.:
0,20)

Spanischer Chemotyp
(n=16):0,14

’ Mischproben aus n-Populationen

Mit den Einzelwerten der Summe der Helenaline und der Summe der Dihydrohelenaline aller

Proben lieR sich auch eine Korrelationsanalyse durchfiihren. Die nichtparametrische

Korrelation ergab einen positiven Zusammenhang (Korrelationskoeffizient nach Spearman-

Rho =0,456, p <0,001). Abbildung 77 zeigt die Auftragung der Werte gegeneinander. Die

positive Korrelation zeigt, dass mit einem hohen Gehalt an Hel-Estern auch ein hoher Gehalt

an DHel-Estern einhergeht.

2,5
gz,o * 4§ e ¢
€
—=1,5 - % &
2 . * e o *
21,0 —.’“—‘fh—'—”” *
210 -
e’ 'S LS LY L 2
£ o0 0'; N ¢ LIRS
‘,3’0,5 T ’

0,0 T T T 1

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00

Summe-Hel [mg/g]

Abbildung 77: Auftragung der Einzelwerte der Summen der Helenaline gegen die der Dihydrohelenaline
(Korrelation). Korrelationskoeffizient der nichtparametrischen Korrelation (Spearman-Rho) = 0,456, p < 0,001.

! Willuhn et al. 1994
322 perry et al. 2009

52 Seemann et al. 2010
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C3.1.3.2 Regressionsanalysen

Die Regressionsanalysen der Inhaltsstoffzusammensetzung (einzelne Ester, Summe-Hel,
Summe-DHel, Verhéltnis Summe-Hel/Summe-DHel) der Einzelproben und der
Standortfaktoren der jeweiligen Plots ergaben in keinem der Falle signifikante
Zusammenhange (daher Ergebnisse nicht gezeigt).

Die Regressionsanalyse der SL-Gesamtgehalte der Einzelproben mit der Héhenlage der Plots
ergab einen signifikanten Zusammenhang, wenn man alle Werte von Re und Bo in die
Regressionsanalyse mit einbezieht (R=0,28, R?=0,079, p=0,013 (ANOVA, lineare

Regression, Abbildung 78).
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Abbildung 78: Regressionsanalyse aller Einzelwerte (n=79) des SL-Gesamtgehalts und der zugehorigen
Hohenlage. R =0,28; R’ = 0,079; p = 0,013 (ANOVA, lineare Regression, SPSS).

Bei getrennten Regressionsanalysen der Einzelwerte der beiden Gebiete Repedea und

Bobeica lieB sich jedoch kein Zusammenhang mehr zeigen (Abbildung 79).
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Abbildung 79: Regressionsanalysen der Einzelwerte des SL-Gesamtgehalts und der zugehdorigen Hohenlage von
Repedea (Re, n = 31) und Bobeica (Bo, n = 48). R’z = 0,0033, R%, = 0,023 (berechnet mit Excel).

Bei getrennter Betrachtung der beiden Untersuchungsgebiete war also kein signifikanter

Einfluss der H6henlage auf den Gesamtgehalt der SL von Arnika zu beobachten.

C.3.1.4 Phanotypische Variation

Wahrend der Probenentnahme in Maramures wurden Fotoaufnahmen einzelner
Arnikaindividuen gemacht, um die phanotypische Variabilitit der Populationen zu
dokumentieren. Da diese Ergebnisse nicht quantifizierbar sind, sind sie lediglich als rein
deskriptiv zu betrachten. Es wurden Unterschiede beziglich der Verzweigungsform des
Sprosses, der Form der Zungenbliiten und der Sprossfarbung dokumentiert.

Bei den meisten Arnikaindividuen in Maramures wurde ein gut entwickelter Haupt-
blitenstand und 0-2 kleinbleibende Nebenbliitenstdnde vorgefunden (Abbildung 80, a).
Jedoch wurden vereinzelt auch Individuen mit 5 (Abbildung 80, b) und bis zu 7

Blitenkopfchen beobachtet.
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Abbildung 80: Unterschiede im Verzweigungsgrad der Sprossachse bei 2 Arnikapflanzen in Maramures. Zu
sehen ist (a) die mehrheitlich vorkommende ,1-3-blitige” Form und (b) eine seltener auftretende ,,5-bliitige”
Form. Aufgenommen im Juni 2010.

Es konnte aullerdem eine gewisse Variation bei der Breite der Zungbliiten beobachtet
werden. Abbildung 81 zeigt die beiden Extremfalle von (a) sehr schmalen und (b) sehr
breiten Zungenbliiten. Die beiden abgebildeten Individuen wuchsen in unmittelbarer

Nachbarschaft auf dem gleichen Plot.

Abbildung 81: Variationen der Breite der Zungenbliiten bei 2 Arnikaindividuen in Maramures von (a) sehr
schmal bis (b) sehr breit. Die beiden Individuen wuchsen auf dem gleichen Plot in unmittelbarer raumlicher
N&he zueinander. Aufgenommen im Juni 2010.

Auch in der Farbe der Sprossoberfliche zeigten sich z.T. groBe Unterschiede zwischen
einzelnen Individuen, die in unmittelbarer raumlicher Ndahe zueinander wuchsen (Abbildung
82, a). So wurden Individuen mit stark rot tGberlaufenem Stangel (Abbildung 82, c) neben

Individuen mit griinem Stangel (Abbildung 82, b) beobachtet.
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Abbildung 82: Variationen in der Sprossfarbe von Arnika-Individuen, welche in unmittelbarer raumlicher
Nachbarschaft zueinander wuchsen (a). GroRaufnahmen des ,griinsténgeligen” (b) und des ,rotstangeligen”
Individuums (c).

C.3.2 Untersuchung der Arnika-Klone

C.3.2.1 Ergebnisse der Stressexperimente

Um den Einfluss von Stressoren auf den Gehalt von SL bei Arnika-Klonen zu ermitteln,
wurden Stressexperimente durchgefiihrt. Abbildung 83 zeigt exemplarisch die Ergebnisse
der Analyse der SL-Gesamtgehalte von Blatt- und Blitenproben der verschiedenen Klone
und der jeweiligen Behandlung. Lediglich bei den Blattproben von Klon 519-15 ist ein leicht
erhohender Einfluss der Stressfaktoren S und P auf den SL-Gesamtgehalt sichtbar ebenso
wie bei Blattproben von Klon 504-54 durch FralRdruck. Auch bei den Bliitenproben von Klon

519-15 ist eine Erhéhung des SL-Gesamtgehalts unter dem Einfluss von Stress erkennbar.
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Aufgrund der geringen Probenzahl und der hohen Standardabweichungen sind die
Ergebnisse statistisch jedoch nicht verlasslich. Es konnte daher fiir keinen der untersuchten
Klone, weder fiir die Blattproben, noch fiir die Blitenproben ein signifikanter Einfluss der
Stressfaktoren Fraf3 (S), Verletzung (P) und Bersprithen mit Abszisinsdure (A)) auf den SL-

Gesamtgehalt oder den Gehalt eines einzelnen Esters festgestellt werden.
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Abbildung 83: SL-Gesamtgehalt von Blatt- und Bliutenproben (griin bzw. grau) der Arnika-Klone 519-15, 504-54
und 519-08 unter dem Einfluss verschiedener Stressfaktoren wie FraBdruck durch Schnecken (S), mechanische
Verletzung durch Pinzetten (P) und Bespriihen mit Abszisinsdure (A). Unbehandelte Individuen dienten als
Kontr5olle (K). (Keine Blattproben bei Klon 519-08 aufgrund von Probenverlust)

C.3.2.2 Mittelwertvergleiche der SL-Gehalte der Arnika-Klone

Um die schon in Abbildung 83 sichtbaren SL-Gehaltsunterschiede zwischen den Klonen, von
Blatt- und Bliitenproben und zu den Proben aus Rumaénien darzustellen, wurden die
Mittelwerte und Variationskoeffizienten (cv) der Klone ermittelt. Tabelle 34 zeigt die
Mittelwerte der SL-Gesamtgehalte und des Verhéltnisses der Summen von Hel und DHel der
unbehandelten Kontrollgruppen der untersuchten Klone. Die Klone 504-54 und 519-08
glichen sich mit im Mittel 8,41 mg/g bzw. 8,98 mg/g SL stark, wihrend Klon 519-15 mit
durchschnittlich 4,42 mg/g nur etwa die Halfte an SL enthielt. Wahrend bei Klon 504-54 der
SL-Gesamtgehalt in den Bliutenkdpfchen etwa um das 2,5-fache héher war, als der der

Blattproben, lag dieser Unterschied bei Klon 519-15 nur etwa beim 1,5-fachen. Das
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Verhiéltnis Hel/DHel lag bei allen Klonen weit unter 1 und damit waren alle drei Klone

eindeutig dem spanischen Chemotyp zuzuordnen.

Tabelle 34: Mittelwerte (MW) der SL-Gesamtgehalte und Summe-Hel/Summe-DHel (Hel/DHel) von Blatt- und
Blitenproben der unbehandelten Kontrollgruppen der untersuchten Klone.

Bliite (n = 10) Blatt (n = 6)

MW SL-Gesamtgehalt MW (Hel/DHel) MW SL-Gesamtgehalt MW (Hel/DHel)

[mg/g] £ Stabw + Stabw [mg/g] £ Stabw + Stabw
504-54 8,41+0,54 0,30+0,01 3,29+0,56 0,17 +£0,01
519-15 4,42 + 2,50 0,15+0,10 3,04 £ 0,07 0,24 £ 0,03
519-08 8,98+1,18 0,29+0,01 - -
Gesamt 7,53 +2,56 0,25 +0,08 3,16 £ 0,38 0,21+ 0,04

* Keine Blattproben bei Klon 519-08 wegen Probenverlust

Betrachtet man den Variationskoeffizienten aller Arnika-Klone, also auch der behandelten
Arnika-Klone (was in Anbetracht der Tatsache, dass die Behandlung keinen signifikanten

Einfluss hatte, sinnvoll erscheint), so ergeben sich folgende Mittelwerte und

Variationskoeffizienten (cv) fir SL-Gesamtgehalt und Hel/DHel (Tabelle 35).

Tabelle 35: Mittelwerte (MW) und Variationskoeffizienten (cv) des SL-Gesamtgehalts (SL-Ges.) und des
Quotienten Summe-Hel/Summe-DHel (Hel/DHel) aller Proben der Arnika-Klone.

Bliiten (n = 33)

Blatter (n = 25)

Mw cv MW cv MW cv cv
SL-Ges. SL-Ges. Hel/ DHel Hel/DHel SL-Ges. SL-Ges. Hel/DHel Hel/DHel
[mg/g] £ [%] t Stabw [%] [mg/g] £ [%] [%]
Stabw Stabw

504-54 8,18+0,71 8,67 0,32+0,03 8,38 3,47+0,62 17,76 0,18 £ 0,01 6,88
(n= 13) (n= 13)

519-15 5,43+1,44 26,55 0,12+0,05 42,91 3,86 +0,97 25,09 0,22 £ 0,06 27,92
(n=12) (n=12)

519-08 9,01+0,81 9,03 0,29+0,01 5,17 - - - -
(n=8)

Ges. 7,38+1,84 24,99 0,24+0,10 42,07 3,66+0,81 22,23 0,20 £ 0,05 24,93

Mit durchschnittlich 7,38 + 1,84 mg/g SL-Gesamtgehalt lagen die Arnikaklone weit Giber dem
Durchschnittsgehalt der rumanischen Proben (2,82 + 0,87 mg/g). Bis auf Klon 519-15 lagen
die Variationskoeffizienten des SL-Gesamtgehalts mit 8,67% (504-54) und 9,03% (519-08)
und von Hel/DHel mit 8,38% (504-54) und 5,17% (519-08) auch unter den jeweiligen Werten
der rumanischen Proben von 30,83 (SL-Gesamtgehalt) bzw. 39,78 (Hel/DHel) (vgl. Tabelle 31
undTabelle 32). Bei Klon 519-15 ist der erhdhte Variationskoeffizient wohl auch mit einem

schwachen Einfluss der Stressbehandlung zu erklaren, wobei auch schon die Kontrollgruppe
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allein eine grofle Variationsbreite zeigte (vgl. Abbildung 83). Ein Vergleich rumaénischer
Proben mit den Arnikaklonen beziiglich der Gehalte der Bldtter muss wegen fehlender

Blattproben aus Rumanien entfallen.
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C.4 Diskussion

Die Arzneipflanze Arnica montana L. kommt in Rumanien auf nahrstoffarmen, artenreichen
Wiesen vor und ist auch dort, wie in vielen Teilen Europas, durch das Verschwinden ihres

524,525,526527 Getrocknete Arnikablitenstinde (Arnicae flos) sind die

Lebensraumes bedroht.
arzneilich verwendeten Teile der Pflanze. Ausziige der Droge werden v.a. duRerlich bei
stumpfen Verletzungen wie Hadmatomen, Prellungen und Quetschungen oder bei
rheumatischen Beschwerden eingesetzt.528 Als Hauptwirkstoffe werden

529

entziindungshemmende Sesquiterpenlactone (SL) angesehen.””” Qualitatsbestimmend fir

die Verwendung als Arzneimittel ist daher u.a. der Gehalt dieser SL, v.a. der der Helenalin

(Hel)- und Dihydrohelenalinester (DHel).>*

Aus diesem Grund ist ein moglichst hoher Gehalt
in der Droge wiinschenswert.

Doch welche Einflussfaktoren bestimmen das Inhaltsstoffspektrum von Arnika? Sind es
vornehmlich biotische und abiotische Umweltfaktoren, oder ist der Einfluss der Erbanlagen
maRgeblich? Mit diesen und ahnlichen Fragestellungen befassen sich sog. chemod6kologische
Untersuchungen, wie sie auch in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurden.

Es existieren bereits einige Arbeiten, welche sich mit dem Einfluss von Umweltfaktoren auf
das Inhaltstoffmuster von Arnika beschaftigt haben. So zeigten Spitaler et al. (2006) an
Arnikapflanzen, die entlang eines Hohengradienten gepflanzt wurden, einen Einfluss der
Hohenlage auf die Zusammensetzung der Flavonoide und eine Korrelation mit der
Konzentration an Kaffeesdurederivaten. Fiir den Gehalt an SL konnten sie jedoch keinen
Zusammenhang feststellen.>®" In einer anderen Untersuchung von Spitaler et al. (2008)
bestatigte sich dieser Zusammenhang zwischen der Hohenlage des Wuchsorts genetisch
homogener Arnikapflanzen und der Zusammensetzung ihres Flavonoidspektrums.

Interessant war v.a. eine Zunahme der Flavonoide mit hohem RadikaIféingerpotential.sa'2

> Marian und S3udan 2003
*% Coldea et al. 2009

Kathe 2006

Rotar et al. 2009

Merfort 2007

Hansel und Sticher 2007
>3 Merfort 2007

31 spitaler et al. 2006
Spitaler et al. 2008

526
527
528
529

532
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Die gleiche Arbeitsgruppe ermittelte daraufhin in Klimakammerexperimenten, dass die
Temperatur, und nicht wie vorher vermutet die UV-Strahlung, als wichtigsten Faktor fiir die
Flavonoidzusammensetzung der Arnikapflanzen anzusehen war.>33%3

Seemann et al. (2010) untersuchten den Einfluss von Umweltparametern auf das SL-
Spektrum bei Arnika. Sie konnten lediglich fiir den Isovalerylester des Helenalins eine starke
Korrelation mit den Umweltfaktoren Temperatur, Niederschlagsmenge und Hohenlage
ermitteln, nicht jedoch fiir die anderen Ester. Auch das Verhaltnis von Hel- und DHel-Ester
war sehr konstant und es ergaben sich keine Korrelationen mit Umweltfaktoren.
Bodenparameter, die wie in dieser Arbeit Uiber die Zeigerwerte nach Ellenberg bestimmt
wurden, zeigten ebenfalls keinen Einfluss auf das SL-Muster. Es lieB sich aber eine Tendenz
zur Abgrenzung einzelner Populationen beziiglich der Inhaltstofffihrung erkennen.’®

Die oben genannten Erkenntnisse zur Chemodkologie der SL von Arnika stehen zum GroRteil
im Einklang mit den in dieser Arbeit ermittelten Daten fiir rumanische Populationen. Hier
konnten weder fir die Hohenlage der besammelten Pflanzen, noch fiir einen der
Standortfaktoren (Licht, Temperatur, Kontinentalitdt, Feuchte, Bodenreaktion und
Stickstoffzahl) ein Zusammenhang mit dem SL-Muster der Pflanzen festgestellt werden.

Auch in den Stressexperimenten mit Arnika-Klonen unter kontrollierten Bedingungen
wurden durch Reize wie Schneckenfrals, mechanische Verletzung oder Besprithen mit dem
Seneszenz auslosenden Phytohormon Abszisinsdure keine erkennbaren Verdanderungen im
SL-Muster der Pflanzen induziert, weder in den Infloreszenzen noch in den Blatter.
Untersuchungen an anderen Pflanzen kamen jedoch zu entgegengesetzten Ergebnissen. Es
ist bekannt, dass Pflanzen auf Stressreize u.a. mit der Anderung der Biosynthese ihrer

536

Sekunddarmetabolite reagieren. So konnte beispielsweise in einem Experiment an

Artemisia annua durch Bespriihen mit Abszisinsdure der Gehalt des SL Artemisinin erhoht

537

werden.”" Auch Jasmonat, ein Phytohormon, das als Reaktion auf Stressreize wie z.B.

Verletzung freigesetzt wird, beeinflusst den Sekundarmetabolismus von Pflanzen u.a. den

538

der Terpenoide.” Da von SL vermutet wird u.a. als FralRschutz fiir die Pflanze zu dienen, ist

das Ergebnis der hier prasentierten Untersuchung, dass der Gehalt von SL offenbar nicht von

*3 Albert et al. 2009

** Zidorn 2010
Seemann et al. 2010
33 Zhao et al. 2005

%% Jing et al. 2009

>3 Devoto et al. 2005
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h.>39240341 Aych deshalb, weil bekannt ist, dass

Stressreizen verandert wird, eher erstaunlic
Arnika durchaus von Schnecken als Nahrungspflanze akzeptiert wird, was fiir Jungpflanzen
sogar bestandsbestimmend sein kann. Dabei ist der Fraldruck in niedrigeren Hohenlagen

242343 hemnach sollte sich im Falle eines FraRschutzes durch SL ein

grofer als in hohen Lagen.
negativer Hohengradient zeigen, was in der vorliegenden Studie zu Arnika in Rumanien aber
nicht beobachtet wurde. Die oben genannten Autoren konnten auBerdem anhand von
FraRexperimenten zeigen, dass Schnecken Blatter von unverletzten Arnikaindividuen denen
von vorher verletzten vorzogen, was auf einen induzierbaren chemischen
Abwehrmechanismus schlieBen ldsst.>** Die Autoren nennen zwar keine konkrete
Inhaltsstoffgruppe, aber bezogen auf die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnisse,
scheiden die SL fiir einen induzierbaren Abwehrmechanismus aus. Jedoch muss man kritisch
betonen, dass bei den hier durchgefiihrten Experimenten eventuell die Reizstarke zu gering
bzw. der zeitliche Abstand zwischen Reiz und chemischer Analyse zu gro8 war. Man weil3,
dass der Terpenoidstoffwechsel auf verschiedene Reize, wie z.B. Frall oder Verletzung,

>% Da der Erntezeitpunkt der Bliitenkdpfchen aber durch

unterschiedlich schnell reagiert.
den Reifegrad vorgegeben war und so die Zeitspanne zwischen Reiz und Ernte bei den
unterschiedlichen Individuen zwangslaufig variierte, war mit einer hohen Unscharfe zu
rechnen, was zu falsch negativen Ergebnissen gefiihrt haben kdnnte. Troztdem gibt die
Tatsache, dass bei keinem der 3 untersuchten Arnika-Klone (weder bei Blattern noch bei
Blutenkopfchen) eine Beeinflussung des SL-Spektrums durch Stressfaktoren festzustellen
war und auch die Beobachtung, dass Umweltparameter keinen Einfluss auf das SL-Spektrum
bei den ruméanischen Proben hatten, dazu Anlass, die Induzierbarkeit der SL-Synthese durch
Umweltparameter in Frage zu stellen.

Herms & Mattson (1992) teilten perenne Pflanzen beziiglich ihrer chemischen
Abwehrmechanismen in zwei Gruppen ein. Einerseits gibt es schnellwachsende Pflanzen, mit
nur gering ausgebildeter, konstitutiver, aber dafiir stark ausgepragter induzierbarer

chemischen Abwehr. Andererseits gibt es langsam wachsende Pflanzen, die dauerhaft hohe

Konzentrationen an Abwehrstoffen enthalten, dafir aber nur gering entwickelte,

539

Burnett Jr, W. C. et al. 1974
Picman 1986

*! Harborne 1995

> Bruelheide und Scheidel 1999
>3 scheidel und Bruelheide 2005
¥ scheidel und Bruelheide 1999
> Schulze et al. 2002
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induzierbare chemische Abwehrmechanismen besitzen.”*® Arnika ist zweifelsfrei zur zweiten
Gruppe zu zadhlen. Dies konnte die in der vorliegenden Arbeit beobachtete
Nichtinduzierbarkeit der Biosynthese von SL durch Umwelteinflisse erklaren. Fir die von
Chrysanthemum cinerariaefolium produzierten, ebenfalls terpenoiden und insektizid
wirkenden Pyrethrine, konnte gleichermaRen keinerlei Induzierbarkeit deren Biosynthese
duch simulierten FraRstress beobachtet werden.>’ Die bei Arnika gemachten
Beobachtungen lassen vielmehr einen hohen genetischen Einfluss auf das SL-Spektrum
vermuten, denn groRBe phéanotypische Unterschiede bei gleichen Umweltbedingungen

kdnnten auf einen hohen erblichen Anteil dieser Variationen hinweisen.>*®

Die Ermittlung
der Standortfaktoren zeigte, dass sich die besammelten Standorte in ihren abiotischen
Eigenschaften nur wenig voneinander unterschieden. Wenn man den Variationskoeffizienten
cv als ein MakR fur die Variationsbreite innerhalb einer Gruppe versteht, und nun die relativ
hohen Variationskoeffizienten der SL-Gehalte und des Verhdltnisses von Helenalin- und
Dihydrohelenalinester der dort gesammelten Arnika-Individuen betrachtet, so weist dies
aber auf eine hohe Variabilitat der Individuen eines Standorts hin (vgl. Tabelle 32), obwohl
diese Pflanzen dort dhnlichen Umwelteinflissen ausgesetzt sind. Auch die Variabilitdt der
Gehalte der einzelnen Ester selbst ist hoch, gemessen an der relativen Einheitlichkeit der
Umweltfaktoren und deren beobachteten geringen Einfluss auf den Gehalt der Ester (vgl.
Tabelle 31). Im Gegenzug dazu waren die Variationskoeffizienten des SL-Gesamtgehalts und
des Verhdltnisses Summe-Hel/Summe-DHel (Hel/DHel) der Arnika-Klone niedriger, was
ebenfalls fur einen starken Einfluss der Erbanlagen auf das SL-Spektrum spricht, denn fir
praktisch identische Individuen wirde man auch sehr ahnliche Inhaltsstoffspektren
erwarten, sofern die Erbanlagen dafiir ausschlaggebend sind.

Die vermutlich hohe Variabilitdt der in Rumanien beprobten Arnikapopulationen zeigte sich
nicht nur am SL-Profil der Individuen, sondern auch am Habitus mancher Pflanzen, wie aus
den Abbildung 80 (Verzweigungsgrad),Abbildung 81 (Breite der Zungenbliten) undAbbildung
82 (Sprossfarbe) deutlich wird. Die gezeigten Individuen wuchsen teilweise in einer
Enfernung von unter einem Meter, was drastische Unterschiede der Standortfaktoren
praktisch ausschlieft. Auch wenn diese Ergebnisse rein beschreibend und nicht

guantifizierbar sind, so unterstiitzen sie doch die Vermutung einer hohen phanotypischen

** Herms und Mattson 1992

Baldwin et al. 1993
Hoffmann und Sgro 2011
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Variabilitat von Arnika in Maramures. Um diese Hypothese zu untermauern, bot sich ein
common-garden-Experiment mit vor Ort gesammeltem Saatgut an, welches aber leider
aufgrund von schlechten Witterungsbedinungen misslang. Fir eine fundierte Klarung der
genetischen Variabilitdt bote sich z.B eine populationsgenetische AFLP-Analyse (Amplified
fragment-length polymorphism) der rumanischen Arnika an.

Doch nicht nur die Variation der SL-Zusammensetzung und deren Zusammenhang mit
Umwelteinflissen, sondern auch der Gesamtgehalt von Sesquiterpenlactonen und das
Verhaltnis von Hel-Estern und DHel-Estern sind von Interesse. Die Korrelationsanalyse der
Gehalte von Hel-Estern und DHel-Estern zeigte einen positiven Zusammenhang, was den
biogenetischen Zusammenhang dieser beiden Stoffgruppen unterstreicht (Abbildung 77).>*°
Von Arnika werden bezliglich der Helenalin- bzw. Dihydrohelenalingehalte zwei Chemotypen
beschrieben: Ein mitteleuropdischer Chemotyp, der reich an Helenalinestern ist, welche ein
erhohtes allergenes Potential bergen, und ein spanischer Chemotyp, der reich an

Dihydrohelenalinestern ist.>>°

Willuhn et al. (1994) bestimmten fir den mitteleuropéischen
Chemotyp ein mittleres Verhéltnis von Hel/DHel von 4,8 und fir den spanischen Chemotyp
von 0,08.>! In einer anderen Untersuchung ergab sich fiir mitteleuropéische Herkiinfte ein

552

Wert von 7,68 und fiir spanische Herkiinfte von 0,14.”>° Seemann et al. (2010) berichten fir

>33 Mit einem ermittelten Hel/DHel-Verhaltnis

den mitteleuropdischen Typ ein Wert von 6,1.
von durchschnittlich 1,66, liegen die 79 Arnikaproben aus Maramures eher im Mittelfeld
bzw. ndher an den Werten des spanischen Chemotyps (vgl. Tabelle 33). Dies lberrascht
aufgrund der geographischen Lage, ist jedoch fiir eine mogliche Verwendung der dortigen
Arnika als Arzneimittel postiv zu bewerten, da die allergenen Hel-Ester in geringeren
Konzentrationen vorkommen, als im mitteleuropdischen Chemotyp. Mit einem

durchschnittlichen Gesamtgehalt an SL von 0,28% liegen die Proben aus Rumanien allerdings

unter den Mindestanforderungen des Arzneibuchs von 0,40%.>>*

Insgesamt lassen die im Verlauf dieser Studie erhobenen Daten vermuten, dass die Gehalte
und die Zusammensetzung der Sesquiterpenlactone in Arnika nur wenig von

Umweltparametern beeinflusst, sondern wohl eher von genetischen Faktoren bestimmt

** Schmidt et al. 1998
> Merfort 2007
Willuhn et al. 1994
Perry et al. 2009
Seemann et al. 2010
Merfort 2007
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werden. Die hier erorterten Beobachtungen lassen aullerdem den vorsichtigen Schluss zu,
dass die untersuchten Arnikapopulationen im Naturpark Parcul Natural Muntii
Maramuresului noch eine hohe genetische Variabilitat aufweisen und dadurch noch nicht so
stark durch genetische Verarmung gefahrdet sein kdnnten. Eine hohe Variabilitat ist Garant
far biologische Fitness und das gibt Anlass zur Hoffnung fur das Fortbestehen der Art Arnica

montana L. in Ruminien.>>

555

Reed und Frankham 2003
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C.5 Projekt zum nachhaltigen Anbau und zum Schutz von Arnica montana L.
in Maramures (Rumanien)

Im Zuge der Feldarbeiten in Rumanien ist in enger Zusammenarbeit mit der Parkverwaltung
von Parcul Natural Muntii Maramuresului eine Projektidee gereift, deren Inhalt hier kurz
skizziert werden soll.

Kern dieses Projekts ist es, Kleinbauern in der wenig entwickelten Region Maramures darin
zu unterstitzen Arnika auf brachen Flachen nach Methoden des 6kologischen Landbaus zu
kultivieren, das Endprodukt Arnicae flos durch Ernte und Trocknung selbst zu produzieren
und direkt und fair gehandelt an einen deutschen Abnehmer zu verkaufen. Ein Teil des
Erléses soll dabei unter Regie des Naturparks fir PflegemaRBnahmen fiir von Verbuschung
bedrohter Arnikawiesen und fir UmweltbildungsmaBnahmen verwendet werden. Ein
anderer Teil soll zum Ankauf von kontrolliert wildgesammelten Arnikasaatguts verwendet
werden. Damit soll den Landbesitzern ein Anreiz geboten werden ihre artenreichen
Arnikawisen einerseits zu pflegen und andererseits nicht durch unachtsames Verhalten wie
z.B. das Einrichten von Holzlagerpldtzen oder Viehkoppeln zu zerstéren. Durch das
Zusatzeinkommen fir die z.T. wirtschaftlich sehr schlecht gestellten Bauern kann auBerdem
ein kleiner Beitrag zur nachhaltigen Entwicklung der Region und damit zum Erhalt der
traditionellen Kulturlandschaft von Maramures geleistet werden.

Die ersten Schritte wie das Anziehen der mehrjahrigen Arnika in extra dafir errichteten
Gewachshadusern, das versuchweise Aussetzen der Jungpflanzen und die Vernetzung von
Bauern, Abnehmern und Naturpark sind bereits abgeschlossen. Neben der
soziobkonomischen Ausrichtung des Projekts boten sich in Zukunft auch interdisziplinare,
wissenschaftliche Fragestellungen v.a. im Okologischen Bereich und im Natur- und
Landschaftsschutz an. AulRerdem ist eine Ausweitung des Projekts auf andere Arznei- und

Gewdlrzpflanzen denkbar.>®

>® Flemming und Heilmann 2014
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D Zusammenfassung

D.1 Phytochemische und pharmakologische Untersuchungen von Proazulenen
aus Kamille und Schafgarbe

Im Teil B dieser Arbeit konnte eine Isolierung des Proazulens Matricin aus der Kamille
(Matricaria recutita L.) durch rein chromatographische Methoden entwickelt werden. Mit
Hilfe von drei Flash-Chromatographieschritten an Kieselgel, Aluminiumoxid und RP-18-
Kieselgel konnte Matricin einer Reinheit von (98,6%, HPLC) und einer Ausbeute von 0,016%
isoliert werden. Auflerdem wurde eine Methode zur Isolierung des Matricinderivats 8-
Desacetyl-8-angeloyl-4-epi-matricin aus Schafgarbenkraut (Achillea millefolium agg.)
etabliert.

Aufgrund der relativ widerspriichlichen Datenlage beziglich der Pharmakologie des
Matricins und seines Abbauprodukts, dem Chamazulen, wurden beide Substanzen in vitro
auf potentiell anti-inflammatorische Aktivitdt untersucht. Dazu wurden zellbasierte
Testsysteme mit humanen Endothelzellen (HMEC-1) und murinen Makrophagen (RAW
264.7) benutzt. Auerdem wurde ein zellfreier Assay zur NO-Radikalfangereigenschaft
angewandt (SNP-Assay). Matricin zeigte eine dosisabhangige Inhibierung der TNF-a- und
LPS-stimmulierten ICAM-1-Expression (intercellular adhesion molecule) bei HMEC-1 im
nicht-toxischen Konzentrationsbereich, wohingegen sich Chamazulen als inaktiv erwies. Die
Expression des Adhdsionsmolekiils ICAM-1 steht in engem Zusammenhang mit dem
Entziindungsgeschehen im Gewebe und wird u.a. Uber den NF-kB-Weg aktiviert. Mit Hilfe
von immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von mit TNF-a-stimmulierten humanen
Endothelzellen konnte eine Translokationshemmung des Transkriptionsfaktors NF-kB vom
Zytoplasma in den Zellkern durch Matricin nachgewiesen werden. Chamazulen hingegen
hemmte die Translokation nicht. Auch in einem Reportergen-Assay konnte die NF-kB-
Promotoraktivitdt dosisabhangig durch Matricin vermindert werden.

Ein weiteres wichtiges Ereignis im Entzindungsgeschehen stellt die Synthese von
Stickstoffmonoxid (NO)-Radikalen durch die induzierbare NO-Synthase (iNOS) von
Makrophagen dar. Als Reaktion auf Infektionen dient NO einerseits der unmittelbaren
Bekdmpfung pathogener, mikrobieller Organismen, bei chronischer Uberproduktion
hingegen verursacht es chronisch entziindliche Gewebeerkrankungen. NO wird in Losung in

Nitrit umgewandelt, welches akkumuliert und mittels Griess-Reagenz nachgewiesen werden
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kann. Matricin und Chamazulen konnten bei 24-stiindiger Applikation dosisabhdngig die
Nitrit-Akkumulation im Zelliberstand von LPS-stimmulierten RAW 264.7-Zellen (Griess-
Assay) reduzieren, wobei Matricin (ICso=20,9 uM) effektiver war als Chamazulen
(ICso = 59,3 uM). Beide Substanzen waren in den untersuchten Konzentrationen nicht toxisch
fir RAW 264.7 Zellen. Im zellfreien SNP-Assay, in dem NO durch einen metallorganischen
NO-Donor generiert wird, zeigte sich, dass Chamazulen die Nitrit-Konzentration senkte,
wahrend Matricin keinen Einfluss hatte. In einem modifizierten Griess-Assay wurde der
zeitliche Einfluss von Matricin und Chamazulen auf die Nitrit-Konzentration im Zelliiberstand
von LPS-stimmulierten RAW 264.7-Zellen gemessen. Nach 24 h Inkubation zeigte sich das
analoge Ergebnis zum klassischen Griess-Assay. Nach nur 1 h Inkubation zeigte das Matricin
keinerlei Einfluss, wohingegen das Chamazulen die Nitrit-Konzentration bereits zu senken
vermochte. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die entziindungshemmende Aktivitat
des Matricins schon préa-transkriptionell evtl. iber eine Translokationshemmung von NF-kB
und die dadurch bedingte Verminderung der Menge inflammatorischer Proteine wie z.B.
ICAM-1 oder iNOS vermittelt wird, wahrend das Chamazulen lediglich als Radikalfanger
fungiert und wenig Einfluss auf die Signaltransduktion der Zelle nimmt.

In einem zweiten Projekt des Teils B dieser Arbeit erwiesen sich sowohl die proazulenreichen
Fraktionen eines Schafgarbenblitenextrakts (DCM) als auch der Extrakt selbst als duRerst
potent beziglich ihrer anti-inflammatorischen Aktivitat, sowohl im ICAM-1-Assay als auch im
Griess-Assay. So verminderte der Extrakt die ICAM-1-Expression bei HMEC-1 bei einer
Konzentration von 12,5 pg/ml auf 21,1%. Im Griess-Assay senkte der Extrakt in einer
Konzentration von 5 pug/ml die Nitrit-Konzentration auf 38,7% im Vergleich zur Kontrolle.
Die proazulenreiche Fraktion V zeigte sich bei einer Konzentration von 5 pug/ml und einer
Verminderung der Nitrit-Konzentration auf unter 30% noch aktiver als der Extrakt selbst.
Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Proazulene aus der Schafgarbe einen nicht

unerheblichen Anteil an der entziindungshemmenden Wirkung dieser Pflanze haben.

D.2 Chemookologische Untersuchungen zu Arnica montana L.

Die chemodkologische Untersuchung von 79 Proben von Arnica montana L. aus Maramures
(Rumanien) ergab keine signifikanten Zusammenhange zwischen Umweltparametern und

dem Gehalt bzw. der Zusammensetzung der Sesquiterpenlactone (SL) vom Helenalin- und
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Dihydrohelenalintyp. Die Variabilitat der Inhaltsstoffmuster der Arnikaindividuen war auch
unter den &hnlichen Umweltbedingungen eines Standorts sehr hoch, hingegen bei
untersuchten Arnikaklonen deutlich geringer. In Stressexperimenten an Arnika-Klonen
konnte auRBerdem keine Verdnderung der SL-Muster induziert werden. Diese Ergebnisse
weisen auf einen geringen Einfluss von Umweltfaktoren und einen grofReren Einfluss der
Erbanlagen auf die Biosynthese der SL bei Arnika hin.

Das Verhaltnis von Helenalin- zu Dihydrohelenalinestern der rumanischen Arnikaproben lag
zwischen dem des helenalinreichen mitteleuropdischen und dem des spanischen
Chemotyps. Der durchschnittliche Gesamtgehalt an SL lag mit 0,28% unter den

Mindestanforderungen des Europaischen Arzneibuchs von 0,40%.

E Summary

E.1 Phytochemical and pharmacological investigations of Chamomile and

Yarrow

In the first part B of this study a straight isolation procedure of the proazulene matricin from
chamomille (Matricaria recutita L.) was established. Using 3 chromatographic steps with
different stationary phases (silica gel, alumina and RP-18-silica gel), matricin was obtained in
a yield of 0.016% exhibiting a purity of 98.6% (HPLC). Furthermore, a method was developed
to isolate the matricin derivative 8-desacetyl-8-angeloyl-4-epi-matricin from Yarrow herb
(Achillea millefolium agg.).

Due to contradictory data concerning the pharmacology of matricin and its degradation
product chamazulene, both substances were tested in terms of their anti-inflammatory
potential in vitro. Therefore, cell-based assays with human microvascular endothelic cells
(HMEC-1) and murine macrophages (RAW 264.7) and a cell-free NO-scavenger-assay (SNP-
assay) were used. Matricin inhibited TNF-a and LPS induced ICAM-1 expression (intercellular
adhesion molecule 1) in HMEC-1 dose-dependently, whereas chamazulene was inactive.
Both substances were tested in non-cytotoxic concentrations. ICAM-1 expression is
associated with inflammatory processes in tissues and is, amongst others, activated via the
NF-kB-pathway. Immunfluorescence microscopy of TNF-a stimulated HMEC-1 revealed an
inhibitory effect of matricin on the translocation of NF-kB from the cytoplasm into the

nucleus. Chamazulene did not affect the NF-kB translocation. Furthermore, in a reporter
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gene assay matricin down-regulated the NF-kB-promotor activity in a dose-dependent
manner.

Another important element of inflammation is the production of nitric oxide radicals (NO)
via inducible NO-synthase (iNOS) by macrophages. On the one hand, NO helps to control
pathogenic microbes, as a reaction on acute infection. On the other hand, chronical over
production of NO can cause tissue-damage. Dissolved NO is converted into nitrite which
accumulates in the supernatant and can be analyzed using the griess-ragent. Matricin and
chamazulene reduced the nitrite concentration in the supernatant of LPS stimulated RAW
264.7-cells (Griess-assay) after 24 h incubation in a dose-dependant manner. Matricin was
more active (ICso=20.9 uM) compared to chamazulene (ICso =59.3 uM). Both substances
proved to be non-cytotoxic in the tested concentrations. The cell-free SNP-assay indicated
that chamazulene lowered nitrite concentration in contrast to matricin The influence of
incubation time of matricin and chamazulene on LPS-stimulated RAW-cells was examined by
a modified Griess-assay. After 24 h the results were equal to the conventional Griess-assay.
When incubating cells just 1 h, matricin showed no influence on the nitrite-concentration
whereas chamazulene reduced nitrite accumulation. Therefore, it can be assumed that anti-
inflammatory activity of matricin is mediated pre-transcriptionally maybe via inhibition of
NF-kB translocation and the associated decrease of inflammatory protein-levels such as
ICAM-1 and iNOS, whereas chamazulene could act as a NO-scavenger with less or no
influence on the signal transduction of the cell.

In a second project of part B of this study, the high in vitro anti-inflammatory activity of a
yarrow flowerhead extract (DCM) and its proazulene-rich fractions in the ICAM-1-assay and
Griess-assay was shown. The yarrow crude extract, for instance, reduced ICAM-1 expression
in HMEC-1 to 21.1% at a concentration of 12.5 ug/ml and decreased the nitrite accumulation
in the Griess-assay down to 38.7% in a concentration of 5 ug/ml compared to the control
group. The proazulene-rich fraction V was even more active than the extract and reduced
the nitrite accumulation below 30% in a concentration of 5 pg/ml. Thus it can be presumed

that proazulenes play a significant role in the anti-inflammatory effects of A. millefolium.
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E.2 Chemo-ecological investigations of Arnica montana L.

No significant correlation between helenalin- and dihydrohelenalintype sesquiterpene
lactone (SL) content and ecological parameters was observed during a chemo-ecological
investigation of 79 samples of Arnica montana L. in Maramures (Romania). Variability of the
SL-composition between individuals was quite high despite high similarity of environmental
conditions on site. In contrast, Arnica-clones exhibited less variability. In addition, changes of
SL-pattern were not inducible by stress-experiments with Arnica-clones. These results are
suggestive of a higher genetic influence on SL-composition of Arnica plants compared to
environmental influences. The ratio of helenaline- and dihydrohelenaline esters of the
Romanian samples was in between the ration of the middle-european and the Spanish
chemotype. The mean SL-content of 0.28% was below the minimum standard of 0.40% of

the European Pharmacopoeia.
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F Anhang

F.1 Abkiirzungsverzeichnis

AA-Reagenz
Ac-

ACN

AFLP

Ang-

AP-1

BH,

Bo

C/EBP
CI-MS

CoA

COX-2

Da

DC

DCM
DC-MS
DHel
DMAPP
DMSO
DXP-Weg
ECGM
EI-MS
eNOS
EP-Reagenz
ESI-MS
EtOAc

Et,0

EtOH

Ets

FACS
FID-Detektor
FITC

FPP

GC

GGPP
GM-CSF
GPP

Hel
HMEC-1-Zelllinie
HMGR
HMG-CoA-Synthase
HPLC
HUVEC

|-

Ibut-
ICAM-1

Anisaldehyd-Reagenz

Acetyl-

Acetonitril

Amplified Fragment-Length Polymorphism
Angeloyl-

Activator Protein 1

Tetrahydrobiopterin

Bobeica

CCAAT-enhancer-binding proteins
Chemische-lonisations-Massenspektrometrie
Coenzym A

Cyclooxygenase 2

Dalton

Dinnschichtchromatographie

Dichlormethan
Dinnschichtchromatographie-Massenspektrometrie
Dihydrohelenalin

Dimethylallylpyrophosphat

Dimethylsulfoxid

1-Desoxy-D-Xylose-Weg

Endothelial Cell Growth Medium
ElektronenstoRionisations-Massenspektrum
endotheliale NOS
Essigsaure-Phosphorsaure-Reagenz
Elektrospray-lonisations Massenspektrometrie
Ethylacetat

Diethylether

Ethanol

Erythroblast transformation specific (Transkriptionsfaktor)

Fluorescence Activated Cell Sorting
Flammenionisationsdetektor
Fluorescein-Isothiocyanat
Farnesylpyrophosphat
Gaschromatographie
Geranylgeranylpyrophosphat

Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor
Geranlypyrophosphat

Helenalin

Human Microvascular Endothelial Cells
HMG-CoA-Reduktase
3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-Synthase
Hochleistungsflissigkeitschromatographie
Human Umbilical Vein Endothelial Cells
Isovaleryl-

Isobutyryl-

Intercellular Adhesion Molecule 1
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IFN-y Interferon gamma

I-kB Inhibitor of kB

IKK I-kB-Kinase-Komplex

IL Interleukin

iNOS induzierbare Stickstoffmonoxid (NO)-Synthase
IPP Isopentenylpyrophosphat

IRF-1 Interferon Regulatory Factor-1

JAK Januskinase

LDL Low Density Lipoprotein

LPS Lipopolysaccharid

MAP Mitogen-Activated Protein

MCP Monocyte Chemotactic Protein

MeOH Methanol

Met- Methacryloyl-

Metbut- Methyl-butyryl-

MIF Migration Inhibitory Factor

MIP Macrophage Inflammatory Protein

MMPs Matrix-Metalloproteasen

MVA-Weg Acetat-Mevalonat-Weg

MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid)
MW Mittelwert

NADP* Nikotinamidadenindinukleotidphosphat
NF-kB Nuclear Factor kappa B

NF-IL-6 Nuclear Factor Interleukin-6

NIK NF-kB-Inducing Kinase

nNOS neuronale NOS

NOS NO-Synthasen

NP-DC Normalphasen Diinnschichtchromatographie
PBS Phosphate Buffered Saline

PLA2 Phospholipase A,

RANTES Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted
Re Repedea

Re-Wert Retentionsfaktor

RT Raumtemperatur

SDS Sodiumdodecylsulfate

SL Sesquiterpenlacton(e)

SNP Sodium nitroprusside

SP1 Specificity Protein 1

STAT Signal Transducers and Activators of Transcription
tBME tert-Butylmethylether

TGF-B Transforming Growth Factor

Tig- Tigloyl-

TNF-a Tumornekrosefaktor alpha

TRAF TNF Receptor Associated Factors

VCAM Vascular Cell Adhesion Molecule
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F.2 Gerate und Materialien

Tabelle 36: Auflistung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Gerate und Materialien.

Bezeichnung Spezifikation/Modell Hersteller
Analysenwaage R 160 P Sartorius, Germany
Autoklaven Autoklav 500 H+P, Germany
Autoklav 23 Melag, Germany
DC-Kammer Doppeltrogkammern 10x10 bzw. 20x20 cm Camag, Switzerland

DC-MS-Interface

TLC-MS Interface

Camag, Switzerland

Diinnschichtchromatographie

Reprostar 3
Linomat 5
Software: WinCats 1.4.2

Camag, Switzerland

Probendosierspritze:
100 pl

Hamilton, Switzerland

FACS

Facscalibur
Software: CellQuestPro

Becton Dickinson, USA

FACS-Rohrchen

5 ml Polystyren Round Bottom Tube

Becton Dickinson, USA

Flash-Chromatographie
Anlage

Spot Liquid Chromatography Flash Software: Armen
Glider Flash V2.3

Flash-Chromatographiesaule GroRe 1: 18,5 cm x

4 cm Durchmesser

Flash-Chromatographiesaule GroRRe 2: 12 cm x

2,8 cm Durchmesser

Armen, France

Gaschromatograph

Modell 3900

Saule:
30 m VF-1MS-0.25, film thickness 0.25 um,

Varian, Germany

Glaspipetten

Mess- und Vollpipetten

Brand, Germany

Glassaulen

Verschiedene GroRen

Glasblaser der Uni
Regensburg

Heizplatte, DC

Thermoplate S

Desaga, Germany

HPLC, analytische

Elite La Chrom:

Organizer

Diode Array Detector L-2455
Autosampler L-2200

Pump L-2130

Column Oven L-2350
Software: EZChroméElite 3.1.7

VWR, Germany

Analytische HPLC-S&ule:
Hibar® 250-4, Purospher® STAR, RP-18e (5um)

Merck, Germany

HPLC, semipraparative

ProStar:

Autosampler 410

Pumpen 210

Detektor 335

Software: Galxie 1.9.302.952

Varian, Darmstadt
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Semipraparative HPLC-Saule:
Dynamax 250x10 mm, Pursuit XRs 5 C18

Injektionsspritze:
5ml

Hamilton, Switzerland

CO2-Inkubator

CO,-Incubator NU-5500 E, Series 13

NUAIRE, USA

Kieselgelplatte, Normalphase

TLC Silicagel 60 Fjs,4

Merck, Germany

Kulturflaschen

Cellstar 75 cmz, 150 cm’

Greiner, Germany

Massenspektrometer Finnigan TSQ 7000 Thermoquest, USA
Software: Xcalibur 1.2 DC-MS, ESI
Finnigan MAT SSQ 710 A Thermoquest, USA
Q-TOF 6540 UHD Agilent, Germany
Messkolben Verschiedene Volumina Brand, Germany

Messzylinder

Verschiedene Volumina

Brand, Germany

Mikroskope Axio Observer Z1 mit motorisiertem Objekttisch, EC Carl Zeiss, Germany

Plan-Neofluar 10x Obectiv

Software: AxioVision 4.8.1

Axiovision ASSAYbuilder™ Physiology Analyst Modul

CK X 41 SF Olympus, Germany
Nanoseps 30K, OMEGA Pall Lifescience, USA
NMR-R6hrchen 507-HP-8 Norell, USA

NMR-Spektrometer

AVANCE Il 600 Kryo

AVANCE 300

Bruker, Germany

NMR-Software

MestReNova 6.0.2-5475

Mestrelab Research,
Spain

Papierfilter

150 mm folded filters, grade: 289,80 g/m2

Sartorius, Germany

Pasteurpipetten

150 mm, 230 mm

VWR, Germany

Pipetten, serologische

5,10,25 ml, steril

Greiner, Germany

Pipetten

2,5 Reference (0,1-2,5 pl)

10 Reference (2,5-10 pl)

100 Research (10-100 pl)

1000 Research (100-1000 pl)

100 Research, 12-Kanal (10-100 pl)

300 Research, 8 Kanal (30-300 pl)

100 Research pro, 12 Kanal automatisch (5-100 pl)

Eppendorf, Germany

Pipettenspitzen

0,5-10 pl

Abimed, Germany

100 i, 1000 pl

Sarstedt, Germany

Plattenlesegerat

Spectra FluorPlus
Software: Xfluor4 4.40

Tecan, Germany

ReaktionsgefdRe

0,5ml,1,5ml, 2,0 ml

Eppendorf, Germany

Reinstwasseranlage

Astacus LS

MembraPure,
Germany

Rotationsverdampfer

Laborota 4003-control
MR 3004 safety s
Rotavac vario control

Heidolph, Germany

Spritzenvorsatzfilter

Titan Syringe Filter, RC, 0,2 um

Sun Sri, USA

Sterilbank

HERASafeKS

Thermo, Germany
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Sterilfilter

Minisart, 0,20 um

Sartorius, Germany

Thoma-Zahlkammer,
Neubauer improved

0,100 mm Tiefe, 0,0025 m’

LO-Laboroptik, UK

Ultraschallbad

Ultrasonic cleaner

VWR, Germany

Wasserbad

WB 22

Memmert, Germany

Zellkulturtestplatten

96-well, 24-well

TPP, Switzerland

Zellschaber

Dispenser, 30 cm

TPP, Switzerland

Zentrifugen

Megafuge 1.0

Heraeus Sepatech,
Germany

Jouan BR4i multifunction centrifuge

Thermo, Germany

Zenrifugenrohrchen

15 ml, 50 ml

Greiner, Germany

F.3 Chemikalienlisten

Tabelle 37: Auflistung der fir die phytochemischen Untersuchungen verwendeten Losungen, Chemikalien und

Pflanzenmaterialien.

Bezeichnung

Spezifizierung

Hersteller

Abszisinsdure (ABA) >98,5% Sigma-Aldrich, Germany
Aceton p.a., EMSURE® Merck, Germany
Acetonitril (ACN) LiChrosolv® Merck, Germany

Aluminiumoxid B (Al,03)

Aluminiumoxid 60 aktiv, basisch
(Aktivitatsstufe )

Merck, Germany

Aluminiumoxid N (Al,O3)
(Aktivitatsstufe IV)

MP-Aluminia N Super I, EcoChrom™
Aktivitatsstufe IV: + 10% Wasser

MP-Biomedicals Germany
GmbH, Germany

Ammoniaklosung

25% NH;-Losung, p.a.

Merck, Germany

Anisaldehyd (AA)

p-Methoxybenzaldehyd, p.a.

Merck, Germany

Anisaldehyd-Reagenz (AA-
Reagenz)

Anisaldehyd: 0,5 ml
Essigsaure: 10 ml
Methanol: 85 ml
Schwefelsdure: 5 ml

Chamazulen

97% (GC)

PhytolLab, Germany

Celite® 560

Sigma-Aldrich, Germany

Chloroform, deuteriert

Chloroform-d, 99,8 atom % D

Sigma-Aldrich, Germany

Dichlormethan (DCM)

p.a. + 100 ppm Amylene

ACROS, USA

Diethylether (Et,0)

AnalaR NOMAPUR

VWR, Prolabo, Belgium

4-Dimethylaminobenzaldehyd

99%

Sigma-Aldrich, Germany

EP-Reagenz 4-Dimethylaminobenzaldehyd: 0,25 g

Essigsaure: 50g

85% Phosphorsdure: 5 g

Wasser: 20 ml
Essigsaure p.a., EMSURE®, 100%, anhydrous Merck, Germany
Essigsaureethylester (EtOAc) p.a., 99,5% ACROS, USA
Ethanol (EtOH) absolute J.T. Baker, Netherlands
Hexan n-Hexan, p.a. ACROS, USA
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Kamillenbliten

Flores Chamomillae, PH.EUR.6.0

Caelo, Deutschland

Kieselgel Geduran®

Geduran®, Si 60 0,063-0,200 mm

Merck, Germany

Methanol HPLC grade (MeOH-
HPLC)

LiChrosolv®, gradient grade for liquid
chromatography

Merck, Germany

Methanol (MeOH)

p.a., EMSURE®

Merck, Germany

Methanol, deuteriert (CD;0D)

Methanol-d4, 99,8%

Deutero GmbH, Germany

Natriumsulfat (Na,SO,),

99% extra pure, wasserfrei

ACROS, USA

Orangegel

Kieselgel mit Feuchtigkeitsindikator, 1-3 mm

Merck, Germany

Petroleumbenzin

p.a., Siedebereich 60-80 °C

Merck, Germany

Phosphorsaure p.a., 85% ortho-Phosphorsaure Merck, Germany
RP-18-Kieselgel LiChroprep® RP-18 (25-40 um) Merck, Germany
Santonin (-)-a-Santonin, 99% rein Sigma-Aldrich, Germany

Schafgarbenbliiten

Flores Millefolii gerebelt, Ch-B 12267701,
Gehalt(atherisches Ol) 3,6 ml/kg

Caelo, Deutschland

Schafgarbenkraut Charge 2277430 Bombastus, Germany
Schwefelsdure (H,S0,) p.a., 95-97% Merck, Germany
Seesand extra pure, 0,1-0,315 mm Merck, Germany

Sodium nitroprusside (SNP) =
Natrium-Nitroprussid

di-Natriumnitrosylpentacyanoferrat (l11)
Dihydrat, p.a., 299%

Sigma-Aldrich, Germany

tert-Butylmethylether (tBME)

99,9%, extrapure

ACROS, USA

Tabelle 38: Auflistung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten LOsungen
zellbiologischen Untersuchungen.

und Chemikalien fiir die

Antibiotics fir ECGM

3,5 ml

Provitro, Germany

Cellomics® HCS Reagent Kit Multiplex

NF-kB and c-Jun Activation

Immunfluoreszenzfarbung von NF-kB
und c-Jun

Thermo Scientific, USA

Collagen G Collagen G from bovine calf serum | Biochrom AG, Germany
4 mg/ml

Dimethylsulfoxid (DMSQ) p.a. Sigma-Aldrich, Germany

Endothelial Cell Growth Medium | 500 ml Provitro, Germany

(ECGM)

Ethanol (EtOH) absolute J.T. Baker, Netherlands

Fetales Kalberserum (FCS) FCS superior Biochrom AG, Germany

FITC-markierter Antikorper (ICAM-1)

FITC-markierter Mausantikorper
(Fluorescin-Isothiocyanat) 1gG1 gegen

humanes CD54 (ICAM-1)

Biozol, Germany

Formaldehydlésung

Formaldehyd-Losung
10%, phosphatgepuffert

AppliChem, Germany

Hoechst

Bisbenzimid H 33342 trihydrochlorid

Sigma-Aldrich, Germany

Interferon-gamma (IFN-y)

human, recombinant, E.coli

PeproTech, USA

Lipopolysaccharid (LPS)

Lipopolysaccharid aus E. coli 055.B5

Sigma-Aldrich, Germany

M199

Medium199

PAN GmbH, Germany

MTT 1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5- Sigma-Aldrich, Germany
diphenylformazan, 98%

NED >98% Sigma-Aldrich, Germany
(N-(1-
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Naphtyl)ethylendiamindihydrochlorid)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

SDS-Losung: 10% (m/V) in Wasser

Sigma-Aldrich, Germany

Natriumnitrit (NaNOy,

p.a., EMSURE®

Merck, Germany

Parthenolid >297% Calbiochem, Germany
PBS Dulbecco’s phosphate buffered saline | Biochrom AG, Germany
RPMI-Medium RPMI 1640, 2,0 g/l NaHCO5: 500 ml Biochrom AG, Germany
Sulfanilamid 99% Sigma-Aldrich, Germany
Supplement mix fir ECGM 23,5 ml Provitro, Germany
Trypanblau 37% Sigma-Aldrich, Germany

Trypsin/EDTA

Trypsin/EDTA-Solution
0,5%/0,2% in 10x PBS

(10x)

Biochrom AG, Germany

Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a)

> 97%, human, recombinant, E. coli

Sigma-Aldrich, Germany

Tabelle 39: Auflistung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten zusammengesetzten Losungen und Medien

flr die zellbiologischen Untersuchungen.

Abstoppmedium M199: 500 ml
FCS: 50 ml
Collagen-Losung PBS: 500 ml
Collagen G: 1,25 ml
Endothelial Cell Growth Medium | ECGM: 500 ml

(ECGM) (gebrauchsfertig)

FCS, hitzeinaktiviert: 50 ml
Supplement mix: 23,5 ml
Antibiotics: 3,5 ml

Fetales Kéalberserum hitzeinaktiviert

(FCS h.i.)

FCS superior, hitzeinaktiviert, 30 min
bei 65 °C

Biochrom AG, Germany

Hoechst-Losung

Hoechst 20 mM, 1:1200 in PBS

Sigma-Aldrich, Germany

RPMI-Medium (gebrauchsfertig)

RPMI 1640, 2,0 g/l NaHCO5: 500 ml
FCS, hitzeinaktiviert: 50 ml
L-Glutamin 200mM: 5,5 ml

Biochrom AG, Germany

Trypanblau-Lésung

0,4% (m/V)
sterilfiltriert

Trypanblau in PBS,

Trypsin/EDTA-Losung

Trypsin/EDTA-Solution (10x) 1:10 mit
PBS verdiinnt

Biochrom AG, Germany

Einfriermedium fir HMEC

FCS: 5 ml
ECGM: 4,2 ml
DMSO: 0,8 ml
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