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Einleitung und Problemstellung

1. EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG
1.1. Taxol® und Baccatine

Das National Cancer Institute der USA startete 1962 ein breit angelegtes
Screening-Programm zur Auffindung neuer antineoplastischer Stoffe aus der
Natur. Dabei stellten sich Extrakte der pazifischen Eibe (Taxus brevifolia
Nutt.), im Nordwesten der USA und Kanadas beheimatet, als
erfolgversprechend heraus. Damit war der Grundstein fur die heutige
Erfolgsgeschichte des Taxols®, Handelsname des Paclitaxels, gelegt (Frank
1997). 1963 entdeckte Monroe Wall am Research Triangle Institute von
North Carolina, dass die Extrakte aus der Eibenrinde gegen mehrere
Leukamiezelllinien der Maus wirksam sind (Bartsch 2004). Es folgte die
Isolierung des Paclitaxels 1969, Struktur und Wirkung wurden 1971 publiziert
(Wani et al. 1971).

Der hochste Paclitaxelgehalt findet sich in der Rinde von Taxus brevifolia
Nutt. Auch andere Taxus-Arten, wie Taxus baccata oder Taxus chinensis,
enthalten Paclitaxel, jedoch in geringeren Mengen. Bis Anfang der 1990er
Jahre wurde Paclitaxel direkt aus der Rinde gewonnen. Die Gewinnung von
einem Kilogramm Paclitaxel forderte aber die Vernichtung von 2000 bis 3000
Baumen. Daraus resultierte eine rasche Gefahrdung des Bestandes auch
deshalb, weil die Eibe ein sehr langsames Wachstum hat (Dingermann et al.
2011).

Die Totalsynthese von Taxol® ist durch Nicolaou (1994) zwar gelungen,
jedoch zu komplex und unwirtschaftlich, um den Weltbedarf zu decken.

Als Alternative zeigte sich die partialsynthetische Herstellung aus Baccatin |l
oder 10-Desacetylbaccatin Ill, hierbei handelt es sich um Zwischenprodukte
in der Biosynthese des Paclitaxels. Baccatin Ill und 10-Desacetylbaccatin Il
finden sich in den Nadeln verschiedener Taxus-Arten. Aus 3000 kg Nadeln
gewinnt man ein Kilogramm 10-Desacetylbaccatin Ill, das in vier weiteren
Schritten zu Paclitaxel umgewandelt wird (Hansel und Sticher 2010). Dieses
Gewinnungsverfahren ermdglicht eine Erhaltung der Pflanze und eine
bessere Wirtschaftlichkeit.
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Als Meilenstein in der Herstellung des wirksamen Agens Paclitaxel gilt aber
die Etablierung von Pflanzenzellkulturen. Vorreiter auf diesem Gebiet ist die
Firma Phyton, die Paclitaxel aus Zellkulturen von Taxus chinensis in 75.000-
Liter-Fermentern herstellt. Durch Zugabe bestimmter Substanzen, auch als
Elizitierung bezeichnet, kann die Produktion gesteigert werden. Seit 2002
wird Paclitaxel ausschlieRBlich auf biotechnologischem Wege hergestellt
(Dingermann et al. 2011).

Aus verschiedenen Taxus-Arten wurden mittlerweile Uber 550 Taxane aus
Blattern, Stangeln, Wurzeln, Rinde, Samen, Asten und Zweigen isoliert. Die
Klassifizierung dieser Naturstoffe erfolgte nach deren Grundgerist und

Substitutionsmustern (Wang et al. 2011).

Die Taxane sind durch ein diterpenoides Grundgerust mit 20
Kohlenstoffatomen charakterisiert (Abb. 1, 2 und 3 Seite 3). Diese bilden drei
miteinander  verknupfte = Ringe. Daran sind ein  viergliedriger,
sauerstoffhaltiger Ring — Oxetanring - sowie eine Esterseitenkette
angeschlossen (Bartsch 2004). Paclitaxel ist eine nichtproteinogene
Aminosaure — 3-Amino-N-benzoyl-2-hydroxyphenylpropion-saure — welche
mit einem trizyklischen Diterpenalkohol verestert ist (Hansel und Sticher
2010).

Die antineoplatische Wirkung ist vor allem durch die Oxetan - Gruppe und
eine Seitenkette am Kohlenstoffatom 13 des Taxanskeletts, bedingt (Frank
1997).

Abbildung 1: Struktur des Paclitaxels

Summenformel: C4;H5:NO14
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Abbildung 2: Struktur des Baccatin Il Abbildung 3: Struktur des 10-
Desacetylbaccatin Il

Der zytotoxische Wirkstoff Paclitaxel ist ein Mitosegift und hat seinen
Hauptangriffspunkt an den Mikrotubuli. Mikrotubuli sind rohrenartig
aufgebaut, sind wichtige Bestandteile des Spindelapparates und auch fir die
Zellform verantwortlich (Bartsch 2004). Paclitaxel lagert sich an die
Mikrotubuli an, stabilisiert sie dadurch und verhindert deren
Depolymerisation. Das Wachstum der Mikrotubuli wird beschleunigt (Schiff
und Horwitz 1980).

Durch die Verhinderung der Depolymerisation werden die Mikrotubuli
funktionslos und die Mitose kann nicht stattfinden (Kirschner 2001). Die
Hauptwirkung von Paclitaxel findet in der spaten G-2 und/oder M-Phase des
Zellzyklus™ statt (Bartsch 2004). Daraus resultiert eine abnormale Zellteilung
und die Hemmung vieler Zellfunktionen wie Chemotaxis, Migration und

Zellausbreitung (Kirschner 2001).

Gegensatzlich ist die Wirkung anderer Zytostatika, wie zum Beispiel von
Vinblastin. Diese basiert auf der Verhinderung des Einbaues von Tubulin in

die Mikrotubuli, woraus ein Zerfall der Mitosespindel resultiert.
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Taxol® wird zur Behandlung des Ovarial-, Mamma-, Bronchial-, und
Prostatakarzinoms eingesetzt. Weiters zeigt sich eine klinische Aktivitat bei
Kopf-, Hals-, Keimzellen-, Osophagus- und Blasenkarzinomen (Kirschner
2001). Der Einsatz erfolgt meist dann, wenn andere Therapien bereits
fehlgeschlagen sind oder der Therapieerfolg nicht zufriedenstellend war.
Aber nicht nur in der Krebstherapie zeigt Taxol® eine gute Wirksamkeit und
daraus resultierend verbesserte Uberlebenschancen, sondern es stellt auch
eine vielversprechende Alternative zur Behandlung von Psoriasis, Multipler
Sklerose und Morbus Alzheimer dar (Hoffman und Shahidi 2009).

Nebenwirkungen &aufern sich vor allem in einer hamatologischen und
neurologischen Toxizitdt, Kardiotoxizitdt und in Uberempfindlichkeits-
reaktionen (Bartsch 2004). Weiters treten Haarausfall, Ubelkeit und

Erbrechen auf.

Taxol® wird parenteral appliziert. Der Metabolismus erfolgt Uber CYP-450
Enzyme, weniger als zehn Prozent werden unverandert Uber die Niere
ausgeschieden. Die Plasmahalbwertszeit betragt drei bis 30 Stunden
(Aktories et al. 2009).

Da auch die biotechnologische Herstellung des Paclitaxels Uber Taxus-
Zellkulturen ein sehr teures und komplexes Verfahren darstellt, wurde in den
1990er Jahren von Hoffman et al. (1998) ein grof3 angelegtes Screening von
Angiospermen durchgefuhrt, um neue Taxolquellen zu entdecken. Dabei
stellte sich heraus, dass die Haselnuss eine mogliche Alternative zur Eibe
sein konnte. Mittels Kopplung von HPLC und Quadrupole-Elektrospray-
Spektrometer wurden Paclitaxel, Baccatin Ill und 10-Desacetylbaccatin IlI
detektiert. Unter anderem gelten die bessere Verflgbarkeit, das schnellere
Wachstum in-vivo und die leichtere in-vitro Kultivierung als wesentliche
Vorteile der Haselnuss gegenuber der Eibe. Daruber hinaus kann eine
Kallusinduktion direkt aus den Samen erfolgen, dadurch minimiert sich die
Gefahr einer Kontamination, weil die Oberflachensterilisation sehr effizient

durchgefuhrt werden kann (Bestoso et al. 2006).
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1.2. Corylus avellana L.

Die Haselnuss, Corylus avellana L. gehort zur Familie der Haselgewachse,
den Corylaceaen. Der mittelhohe (1 - 4 m) Strauch - selten ein Baum - tragt
mannliche und weibliche Blitenstande und kommt in fast ganz Europa vor.
Die Frichte sind zur Reifezeit braune, hartschalige Nisse. Zum Wachstum
bendtigt der Haselstrauch nahrstoffreiche, lehmige Boden und viel Licht
(Aichele und Schwegler 1994). Folgende Abbildung 4 zeigt einen

frichtetragenden Strauch.

Abbildung 4: Haselnussstrauch - Corylus avellana L.

Durch Pressen der Nusse erhalt man ein fettes Speiseol, welches auch in
der Olmalerei und in der Parfimerie verwendet wird. Das feine, weiche Holz

findet in der Drechslerei und Tischlerei Anwendung (Hegi 1965).

Von der Bevolkerung wird die Haselnuss seit jeher als Fruchtbarkeitssymbol
betrachtet, weiters soll die Hasel vor bosem Zauber schitzen und Unbheil
abwehren. In der Landwirtschaft werden die mannlichen Blitenstiande den

KlUhen verfuttert, um den Milchertrag zu erhéhen (Hegi 1965).

Zu Beginn der Erforschung der Haselnuss als mogliche Taxolquelle nahm
man an, dass Paclitaxel von einem, in der Hasel lebenden endophytischen
Pilz produziert wird, und nicht von der Pflanze selbst (Bestoso et al. 2006;
Hoffman und Shahidi 2009). Diese Vermutung konnten Bestoso et al. (2006)

wiederlegen: Die Bildung der Taxane ist keine Konsequenz der Besiedlung
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durch den Endophyten, da auch in endophytenfreien in-vitro Kulturen von

Corylus avellana, Taxane detektierbar waren.

Da der Gehalt an Taxol® in der Haselnuss mit 0,0018 % aber nur etwa einem
Zehntel (Hoffman et al. 1998) des Gehalts in der Eibe entspricht, musste
man nach geeigneten, effizienteren Gewinnungsmethoden suchen. Laut
Exposito et al. (2009) ist die Zellkultur die vielversprechendste Methode fr
die Produktion von Taxol® und verwandten Taxanen. Wie schon bei den
Eibenzellkulturen die Elizitierung zur Erhohung der Ausbeute etabliert ist,

kann diese auch bei den Haselnusszellkulturen angewandt werden.

1.3. Elizitierung

Pflanzen bedienen sich eines weiten Spektrums an Strategien, um
pathogene Angriffe abzublocken. Gewisse Abwehrsysteme konnen dabei
uber Signalstoffe induziert werden. Elizitoren sind Komponenten, die das
pflanzliche Abwehrsystem stimulieren kdnnen (Angelova et al. 2006). Sie
kénnen zur Bildung von Sekundarstoffen beitragen und spielen so auch eine
essentielle Rolle in der pflanzlichen Biotechnologie. Sekundarstoffe sind fur
das prinzipielle Uberleben der Pflanze nicht notwendig, sind aber fiir den
gesamten Organismus in bestimmten Situationen von auRerster Wichtigkeit
(Vasconsuelo und Boland 2007).

Elizitierung bedeutet, dass die Pflanze oder auch pflanzlichen Zellkulturen
kinstlich unter Stress gesetzt werden und darauf mit einer Abwehrreaktion

reagieren.

Der pflanzliche Organismus reagiert auf den Befall von Mikroorganismen, wie
zum Beispiel Bakterien, Pilzen oder Viren mit Abwehrmechanismen. Dabei
werden sogenannte Phytoalexine, reaktive Sauerstoffspezies gebildet und
hypersensitive Reaktionen ausgeldést (Angelova et al. 2006). Diese
Sekundarstoffe werden als echte Phytoalexine bezeichnet, wenn sie von der
pflanzlichen Zelle ausschlieRlich nach einer Infektion gebildet werden (Prave
et al. 1994).

Elizitoren werden aber nicht nur eingesetzt, um die Produktion bestimmter

Substanzen zur erhdhen, sondern auch, um die teilweise sehr komplexen
6
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Biosynthesewege und  Signaltransduktionswege des  pflanzlichen

Sekundarmetabolismus” zu untersuchen (Angelova et al. 2006).

Sekundarstoffe die durch Elizitierung von in-vitro Kulturen produziert werden,
werden haufig auch ins Medium ausgeschieden (Prave et al. 1994). Dies

wurde auch fir Suspensionskulturen der Haselnuss gezeigt.

Viele Verbindungen oder Stimulatoren, die zur Produktion von
Sekundarstoffen in Pflanzenkulturen fuhren, sind bereits identifiziert. Die
Klassifikation der Elizitoren erfolgt nach deren Herkunft und Molekularstruktur
(Vasconsuelo und Boland 2007).

Biotische Elizitoren

Als biotische Elizitoren bezeichnet man Substanzen biologischen Ursprungs.
In den 1970ern wurden die ersten biotischen Elizitoren beschrieben (Keen
1975). Selten werden sie auch als endogene Elizitoren bezeichnet
(Vasconsuelo und Boland 2007). Beispiele hierfur waren Verbindungen mit
einer definierten Zusammensetzung wie Chitosan, Alginate, Pektin oder
Chitin. Eine eher komplexere Zusammensetzung besitzen Pilzextrakte oder
Hefeextrakte (Vasconsuelo und Boland 2007). Auch andere Klassen wie
Polysaccharide, Proteine, Glycoproteine und Fettsduren wie etwa die
Arachidonsaure kdonnen herangezogen werden. So wird die Elizitierung mit
Proteinen genutzt, um die Funktion von lonenkanalen in Zellmembranen zu
untersuchen. Zum Beispiel fluhren Glycoproteine zur Bildung von

Phytoalexinen (Angelova et al. 2006).
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Abiotische Elizitoren

Abiotische Elizitoren haben keinen biologischen Ursprung. Diese Elizitoren
werden in chemische, wie zum Beispiel Schwermetallsalze, und
physikalische Stressinduktoren, wie thermischer und osmotischer Stress,
Ultraschall und UV-Behandlung, untergliedert (Vasconsuelo und Boland
2007).

Der Effekt der Elizitierung hangt unter anderem von der Interaktion des
Elizitors mit den pflanzlichen Zellen ab, denn nicht immer fihrt eine
Elizitierung zur entsprechenden Bildung von Sekundarstoffen. Viele
Stoffwechselwege kénnen durch eine Elizitierung beeinflusst werden, die
Bildung mancher Naturstoffe ist jedoch weder durch biotische noch durch

abiotische Elizitoren induzierbar (Prave et al. 1994).

Weiters spielt die Konzentration, in der der Elizitor eingesetzt wird, eine
wesentliche Rolle. Sie sollte am besten so gewahlt werden, dass die
gewlnschten Metaboliten gebildet werden, die pflanzlichen Zellen in ihrem
Wachstum aber nicht beeintrachtigt sind. So induziert Chitosan bei einer
Konzentration von 25 mg/L in Zellkulturen von Rubia akane (Jin et al. 1999)
eine maximale Bildung von Anthrachinonen, wahrend eine Konzentration von
200 mg/L notwendig ist, um den hdchsten Gehalt von Menthol in Zellkulturen

von Mentha piperita (Chang et al. 1998) zu erzeugen.

Ein weiterer wichtiger Faktor ist der Zeitpunkt der Zugabe des Elizitors,
dieser sollte so gewahlt werden, dass sich die Zellen in der exponentiellen
Phase ihres Wachstums befinden. Auch die Zusammensetzung des
Mediums spielt eine wichtige Rolle. So reagieren Karottenzellen nicht auf
einen externen Stimulus, wenn dem Medium kein Auxin zugesetzt ist
(Kurosaki et al. 1985).

Durch die Kombination von Elizitoren lassen sich oft synergistische Effekte
bezuglich der Bildung von Sekundarstoffen erzielen. So publizierten Wani et
al. bereits 1971, dass die Kombination von Methyljasmonat und Ethylen in
Suspensionszellkulturen von Taxus sp. in einer 18-fach héheren Taxol®-
Ausbeute resultierte, als die Anwendung eines Elizitors alleine. Choi et al.

(1996) stellten aber keinen synergistischen Effekt bei der Verwendung von
8
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Silbernitrat und Ammoniumcitrat in Taxus-Zellkulturen fest. Weshalb einige
Elizitoren alleine, andere in Kombination besser wirksam sind, ist aufgrund
des geringen Verstandnisses der Aktionsmechanismen teilweise noch nicht
geklart (Yuan et al. 2002).

1.4. Fragestellung

Krebs ist eine sehr aggressive Erkrankung, die jeden von uns ohne
Vorwarnung treffen kann. Sehr haufig gibt es jedoch keine oder nur wenige
erfolgsversprechende Therapien. Daher ist es notwendig, dass zumindest
jene Arzneistoffe, die eine entsprechende Wirksamkeit aufweisen, in

ausreichender Menge zur Verfugung stehen.

Wie bereits im Kapitel 1.1. (Seite 4) erwahnt, gehort Paclitaxel zu den
wichtigsten Zytostatika, die die Uberlebenschancen signifikant erhohen.
Neueste Forschungen haben ergeben, dass es aber nicht nur in der
Krebstherapie hervorragend wirkt, sondern auch zur Behandlung von
Psoriasis, Multipler Sklerose und Morbus Alzheimer eingesetzt werden kann
(Hoffman und Shahidi 2009). Aus diesem Grund wird der Bedarf an Taxol®
stetig zunehmen (Miele et al. 2012). Paclitaxel wird derzeit Uber die
Fermentation von Taxus-Zellkulturen gewonnen. Diese wird grof3technisch

durch die Firma Phyton durchgefihrt.

Wie durch Hoffman et al. (1998) in einem grol} angelegten Screening von
Angiospermen festgestellt wurde, ist auch die Haselnuss fahig, Taxol® zu
produzieren. Die Vorteile der Haselnuss liegen in einem schnelleren

Wachstum und der besseren Kultivierung in-vitro (Bestoso et al. 2006).

Somit konnte die Haselnuss als wichtige Zusatzquelle fur die Produktion von

Paclitaxel dienen.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Elizitierung von Haselnusszellkulturen,

um die Taxol®'BiIdung zu induzieren und/oder zu steigern.
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Wie bereits von Shaykislamov (Diplomarbeit in Vorbereitung) gezeigt werden
konnte, ist eine Eliziterung mit Methyljasmonat geeignet, um die

Taxanbildung in Haselnusszellkulturen zu beeinflussen.

In der vorliegenden Arbeit sollten unterschiedliche Konzentrationen von
Saccharose, Silbernitrat und Ammoniumcitrat als Elizitoren eingesetzt

werden.

Yuan et al. (2002) kamen zu dem Ergebnis, dass eine Elizitierung mit
Silbernitrat und Ammoniumcitrat in Taxus-Zellkulturen zu einer erhdhten
Bildung der gewunschten Taxane fuhrt. So sind diese Elizitoren in der Lage,
die Produktion von Baccatin Ill, dem letzten Zwischenprodukt in der

Biosynthese des Paclitaxels, auszulosen.

Zhao et al. (2010) konnten aufzeigen, dass die Tanshinon-Produktion in
Zellkulturen von Salvia miltiorrhiza durch hyperosmotischen Stress,
ausgelost durch Sorbitol, erhoht werden kann. Als abiotische Elizitoren,
fuhren Zucker zu erhdhtem osmotischen Stress, daher sollten in unseren
Untersuchungen unterschiedliche Saccharosekonzentrationen zur Taxol®-

Produktion eingesetzt werden.

10
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Pflanzenmaterial

In der vorliegenden Arbeit wurden einerseits Zellsuspensionskulturen der
Haselnuss aus Kallusgewebe hergestellt. Der Kallus wurde freundlicherweise
von Hassan Rezadoost (2012) zur Verfugung gestellt. Die Kallusbildung war
an Samen der Kultursorte Corylus avellana L. cv. Gerd Eshkevar, heimisch
im Nordiran, induziert worden. Bevor die Samen fur eine in-vifro Kultur
genutzt werden konnten, wurden sie einer Oberflachensterilisation

unterzogen.

Zellsuspensionskulturen wurden aus weil3-braunlich gefarbtem Kallusgewebe
hergestellt. Dazu wurde der Kallus aus dem Kulturgefal® entnommen und mit
einem Skalpell in kleine Stlcke zerschnitten. Fir die Herstellung einer
Zellkultur wurden zwei Gramm Kallus in 50 ml Linsmaier und Skoog-Medium
(siehe Kap. 2., Seite 12) ubergefuhrt. Die Subkultivierung erfolgte alle 11 bis
14 Tage. Dies geschah, indem die Zellkultur durch ein feinmaschiges,
handelsubliches Teesieb filtriet und anschlieend in frisches Medium
eingebracht wurde. Fur die Ermittlung des besten Zeitpunktes der
Subkultivierung war von Shaykhislamov (Diplomarbeit in Vorbereitung) eine
Wachstumskurve erstellt worden. Das Ende der exponentiellen Phase liegt
bei Tag 14. Somit erwies sich dieser Tag, also bevor die Absterbephase
beginnt, zur Subkultivierung als am besten geeignet, wie aus folgender
Abbildung 5 ersichtlich ist.

0,700
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Abbildung 5: Wachstumskurve einer Zellsuspensionskultur von Corylus avellana,

Ende der exponentiellen Phase an Tag 14 (Shaykhislamov, in Vorbereitung)

11



Material und Methoden

Andererseits wurden in der Arbeit schon bestehende
Zellsuspensionskulturen verwendet, die von Shaykhislamov (Diplomarbeit in
Vorbereitung) zur Verfugung gestellt worden waren. Die folgenden

Abbildungen 6 und 7 zeigen Kallusgewebe und eine Zellsuspensionskultur.

Abbildung 6: Kallusgewebe von
Corylus avellana auf festem
Nahrmedium

Abbildung 7: Zellsuspensionkultur
von Corylus avellana

2.2. Nahrmedien

Die Medien fur Kallus- und Zellkulturen basierten auf der Formulierung von
Linsmaier und Skoog (1965).

Allerdings wurde das Medium fur die Zellsupensionskulturen modifiziert. Es
wurden 3 mg/L 3-Indolylessigsaure (Sigma-Aldrich) und 3 mg/L a-
Naphthylessigsaure (Sigma-Aldrich), 2,5 mg/L 6-Furfurylaminopurin (Sigma-
Aldrich) und 30 g/L Saccharose zugesetzt, weiters erhohten wir den Gehalt
an myo-Inosit (Sigma-Aldrich) auf 200mg/L.
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Herstellung:

Es wurde etwa die Halfte des bendtigten destillierten Wassers in einem
Erlenmeyerkolben vorgelegt. AnschlieBend wurden das Basismedium, in
Form einer fertigen Mischung (Duchefa Biochemie), myo-Inosit und
Saccharose (handelsublicher Haushaltszucker) unter Rihren beigemengt.
Nach Auflésung der Feststoffe wurden die Wuchsstoffe in Form von
Stammldsungen zugesetzt. Fur die Herstellung der Stammlosungen wurde
die bendtigte Menge an Festsubstanz in destilliertem Wasser gelést und im
Klhlschrank aufbewahrt. Zuletzt wurde mit destilliertem Wasser auf die
gewlnschte Menge aufgeflllt und der pH-Wert mit Hilfe von KOH
beziehungsweise HCI auf 5,5 + 0,1 eingestellt. Nach der Abfullung in 250 ml-
Erlenmeyerkolben erfolgte die Sterilisation im Autoklav fur 20 Minuten bei
121°C. Die Lagerung fand bei 5°C im Dunkeln statt.

Um die Sterilitat der Suspensionskulturen zu bestimmen wurde, ein Nahragar

zur Zuchtung anspruchsvoller Bakterien eingesetzt.

Herstellung:

In einer SCHOTT DURAN® Flasche wurde die entsprechende Menge an
destilliertem Wasser vorgelegt, der Nahragar zur Zuchtung anspruchsvoller
Bakterien (Standard |-Agar, Merck) zugesetzt und unter Rihren grofldteils
gelost. Die vollstandige Auflosung erfolgte in der Mikrowelle (etwa 15
Minuten). Danach wurde auf die entsprechende Menge mit destilliertem
Wasser aufgeflllt und der pH-Wert auf 7,5 £ 0,2 eingestellt — die
Autoklavierung erfolgte flr 20 Minuten bei 121°C. Nach leichter Abkuhlung
wurde der Nahragar unter der sterilen Werkbank in Petrischalen
ausgegossen, bis zur Aushartung gewartet, mit Parafilm® verschlossen und

im Kuhlschrank bei 5°C gelagert.
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2.3. Kulturbedingungen

Kalluskulturen wurden in Hipp®-Glasern, welche mit Magentakappen und

Parafilm® verschlossen wurden, kultiviert.

Die Kultivierung der Zellsuspensionskulturen erfolgte in 250 ml-
Erlenmeyerkolben, welche mit Alufolie verschlossen wurden. Diese reichte
etwa zwei bis drei cm Uber den Rand. Der Kolbenhals wurde zusatzlich mit

Parafilm® abgedichtet.

Die Kulturen wurden auf einem Rotationsschuttler bei 125 Umdrehungen pro

Minute und einer Raumtemperatur von 25°C £ 1°C im Dunkeln gehalten.

2.4. Elizitierung

Um die Elizitierung reproduzierbar durchfihren zu kdnnen, sollte in jedem
Kolben etwa die gleiche Menge an Zellmaterial enthalten sein. Hierfur
wurden jeweils drei Kolbeninhalte gemeinsam abgenutscht und anschlie}end
drei Minuten lang Luft durchgesaugt. Danach wurden die Zellen vermischt
und etwa zwei Gramm in einen neuen Kolben Uubergefuhrt. Bis zur

Elizitierung erfolgte die Lagerung wie unter Kapitel 2.3. angeflhrt.

Flr die Elizitierung mit unterschiedlichen Saccharosekonzentrationen
(herkdmmlicher Haushaltszucker) wurde das Standardmedium mit einer
erhohten Saccharosekonzentration von 50g/L beziehungsweise 70 g/L
zubereitet. Die Zellsuspensionskulturen wurden an Tag zehn (in der
exponentiellen Phase des Wachstums) in das Medium mit erhdhter
Saccharosekonzentration Ubergeflihrt (zehn Kulturen pro Behandlung) und

weitere zehn Tage am Schuttler gehalten.

Fir die Behandlung der Zellen mit Silbernitrat (Merck) wurde eine
Stammlosung hergestellt. Dafur wurde die entsprechende Menge an
Silbernitrat in einem 100 ml fassenden Kolben mit destillietem Wasser
aufgeflllt und noch am selben Tag verwendet. Bevor die Stammldésung zu

den Kulturen zugesetzt wurde, erfolgte eine Filtration durch einen 0,22 um
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Sterilfilter. Zehn Kulturen wurden mit einer Konzentration von 30 pmol
elizitiert, zu zehn weiteren Kulturen wurde die doppelte Konzentration
zugesetzt. Die Elizitierung fand an Tag zehn statt, nach weiteren zehn Tagen

erfolgte die Ernte.

Die Elizitierung mit Ammoniumcitrat (Sigma-Aldrich) erfolgte ebenfalls mit
Hilfe einer Stammldsung. Um eine Konzentration von 50 mg/L und 100 mg/L
zu erreichen, wurde die entsprechende Menge an Ammoniumcitrat in einen
100 ml fassenden Kolben ubergefuhrt und mit destilliertem Wasser aufgefulit.
Bevor die Losung den Kulturen zugesetzt wurde, erfolgte eine Filtration durch
einen 0,22 um Sterilfilter. Zehn Suspensionskulturen wurden mit je 100 pl
und weitere zehn Kulturen mit 200 pl der Stammldsung versetzt, dies
entspricht den oben angefuhrten Konzentrationen. Die Elizitierung und Ernte

erfolgte wie oben angegeben.

Zur Kontrolle fur die Elizitierung mit erhohten Saccharosekonzentrationen
diente ein Medium mit der Standardkonzentration von drei Prozent. Zur
Kontrolle fir die Elizitierung mit Silbernitrat und Ammoniumcitrat wurde, neun

Zellkulturen, die entsprechende Menge an destilliertem Wasser zugesetzt.

Die Ernte erfolgte mit Hilfe einer Porzellannutsche. Das Vakuum wurde fir
drei Minuten angelegt, die Zellen samt Filterpapier entnommen und das
Frischgewicht bestimmt. Die Zellmasse wurde Uber Nacht eingefroren und
tags darauf lyophilisiert, anschlieRend ermittelten wir das Trockengewicht.
Bis zur Extraktion wurden die gefriergetrockneten Zellen im Exsiccator

gelagert.

Das abgenutschte Medium wurde in SCHOTT-DURAN® Flaschen gesammelt

und bis zur Extraktion eingefroren.

Da die Zellmasse nicht quantitativ vom Filterpapier zu I6sen war, wurden alle
oben angefihrten Schritte mit dem Papier durchgefuhrt. Um das exakte
Gewicht im Nachhinein bestimmen zu kdnnen, wurde der Mittelwert von zehn
trockenen Filterpapieren, zehn feuchten Filtern (Befeuchtung mit 50 ml
Medium, Durchsaugen von Luft in der Nutsche fur drei Minuten) und zehn

gefriergetrockneten Filtern bestimmt.
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2.5. Extraktion und Analytik

2.5.1. Extraktion:

Sowohl in den Zellen als auch im Medium lassen sich die produzierten
Taxane nachweisen. Daher erfolgte eine Extraktion der intra- und

extrazellularen Bestandteile.

Extraktion der intrazelluldren Bestandteile:

Die Extraktion zur Detektion der intrazellularen Bestandteile erfolgte wie von
Rezaei (2011) beschrieben, wobei es sich um eine Modifikation der Methode
von Wu und Lin (2003) handelte. 100 mg der gefriergetrockneten Zellen
wurden in einer Reibschale mit einem Pistill funf Minuten bei
Raumtemperatur zerkleinert, in zehn ml Methanol aufgenommen und 40
Minuten in das Ultraschallbad gegeben. Das Gemisch wurde filtriert, das
Filtrat zur Trockene gebracht und in einer Mischung aus Dichlormethan und
Wasser (1:1) aufgenommen. Die organische Phase wurde gesammelt und
eingedampft; die von Rezaei et al. (2011) vorgeschlagene Zentrifugation
wurde aufgrund guter Phasentrennung nicht durchgefihrt. Zur vollstandigen
Trocknung wurde das Extrakt einen Tag im Exsiccator gelagert und danach

bis zur Analyse eingefroren.

Extraktion der extrazellularen Bestandteile:

Hierfur wurde die Methode nach Wu und Lin (2003) angewandt. 100 ml des
Mediums wurden drei Mal mit Dichlormethan ausgeschuttelt, die organischen
Phasen gesammelt und zur Trockene gebracht. Die Lagerung erfolgte wie

oben beschrieben.

Die Extrakte - sowohl intrazellular als auch extrazellular - wurden vor der
Analyse in 100 pl Methanol aufgenommen, zentrifugiert und in UPLC-Vials
uberfihrt.
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2.5.2. Analytik:

Ultra performance liquid chromatography (UPLC):

Zur Auftrennung der Taxane wurde eine UPLC-Anlage Ultimate 3000 RS
(Dionex) bestehend aus einer Ultimate 3000 RS Pumpe, Autosampler und
Column Compartment verwendet. Die UPLC-Anlage war mit einer C-18
Dionex Acclaim 120 Saule (2,1x150 mm, Vorsaule 2,1x4 mm) ausgestattet.
Die Temperatur bei Probenentnahme betrug 5°C, die Temperatur im
Saulenbereich wurde konstant auf 30°C gehalten. Die Taxane wurden bei
einer Flussrate von 0,5 ml/min mit einer Mischung aus destilliertem
Wasser/Ameisensaure (pH 3,54, Mobile Phase A) und Acetonitril (Mobile
Phase B) eluiert. Dabei wurde mit 30 % Acetonitril gestartet, innerhalb von 7
Minuten auf 100 % erhoht, dies fir zehn Minuten beibehalten und danach
wieder auf 30 % gesenkt. Das Injektionsvolumen betrug funf pl. Als externe
Standards wurden Paclitaxel (Sigma-Aldrich), Baccatin Il (Sigma-Aldrich)

und 10-Desacetylbaccatin IIl (Sigma-Aldrich) verwendet.

Kopplung UPLC und Massenspektrometrie (MS):

Die Massenspektrometrie ist eine gangige Methode, welche zur
Strukturaufklarung und Quantifizierung von Substanzen herangezogen wird.
Die Probenmolekule werden in einer lonenquelle in geladene, gasformige
Teilchen Ubergefuhrt. Diese werden danach - gemall ihrem
Masse/Ladungsverhaltnis (m/z) getrennt und analysiert. Im Zuge der
vorliegenden Arbeit wurde ein ,weiches” lonisierungsverfahren, Elektrospray-
lonisation (ESI), angewandt. Dabei wird das Eluat von der
Flissigchromatographie, mit Hilfe einer unter Spannung stehenden Nadel, in
eine Spruhkammer geleitet. Durch ein Verneblungsgas werden kleine
Tropfchen gebildet, ein zusatzliches Trocknungsgas sorgt flr das
Verdampfen des Lésungsmittels. Als Resultat erhalt man gasféormige lonen

die in das Massenspektrometer geleitet werden.
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Zur Quantifizierung von Substanzen gilt die Triple Quadropole-Technologie
(QQQ) als bevorzugte Methode, weil sie sehr selektiv und empfindlich ist. In
den Abbildungen 8 und 9 ist der appartive Aufbau dargestellt. Nach der
lonisierung gelangen die lonen in den ersten Quadropole (Q1), wo bestimmte
Mutterionen (Precursor lons) ausgewahlt werden (zB. Quasimolekdlion der
zu quantifizierenden Substanz). Nur diese ausgewahlten lonen kénnen in
den zweiten Quadropole (Q2) gelangen, der als Stosszelle fungiert. Hier
werden die Molekile durch Zusammenstoss mit einem Gas (zB. Stickstoff)
fragmentiet (CAD = Collision Activated Decompostion). Die dabei
entstandenen Fragmentionen kdnnen im dritten Quadropole (Q3) analysiert

und quantifiziert werden.

Abbildung 8: Triplequad MS — API 4000; (aus Trainingsunterlagen API 4000™
LC/MS/MS System, Applied Biosystems 2009)
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau des Triplequad MS API 4000; (aus
Trainingsunterlagen APl 4000™ LC/MS/MS System, Applied Biosystems 2009)

Um eine selektive und empfindliche Quantifizierung durchfihren zu kénnen,
mulssen die Parameter flr jede Substanz optimiert werden. Zum Beispiel
wurde flr Baccatin Ill eine Quasimolekulargewicht von m/z 587,18 erhalten
(MG +H", Mutterion).
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Q1: Wird so eingestellt, dass nur das Mutterion mit m/z 587,18 Q1 passieren
und damit im Q2 fragmentiert werden kann. Dadurch wird sehr hohe

Selektivitat erreicht, weil alle anderen Substanzen ausgeblendet werden.

Q2: Durch CAD wird aus dem Mutterion das typische Tochterion gebildet.
Um hochste Empfindlichkeit zu erzielen wird das Tochterion mit der héchsten
Intensitat beobachtet. Im Falle des Baccatin Ill war das Tochterion mit der

hochsten Intensitat bei m/z 405,2.

Q3: Wird so eingestellt, dass nur m/z 405,2 durch kann. Dieses lon kann nur
entstehen, wenn die Mutter m/z 587,18 durch den ersten Quadrupole in die
Stosszelle gekommen ist. Dadurch wird hochste Selektivitat und

Empfindlichkeit erzielt. Die Nachweisgrenze liegt bis unter 0,1 ng/mL.

Abbildung 10 zeigt die Entstehung der spezifischen lonen.

Multiple Reaction Monitoring (MRM)

O
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Q1: SIM
Q2: Fragmentierung
Q3: SIM

Abbildung 10: Schematische Darstellung eines MRM-Prozesses; (aus
Trainingsunterlagen APl 4000™ LC/MS/MS System, Applied Biosystems 2009)

Neben Baccatin 1l wurden auch die Bedingungen fur die
Standardsubstanzen 10-Desacetylbaccatin Ill und Paclitaxel optimiert und
entsprechende Parameter in die Messmethode aufgenommen (siehe
Tabellen 1-3, Seiten 20 und 21).

Jede Probe wurde zwei oder drei Mal vermessen und der Mittelwert aus den

erhaltenen Daten berechnet.
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Gerateinstellungen:

Quellen-Typ: Turbo Spray = ESI Quelle
Quellen-Temperatur:  400.0 C

Scan-Typ: Multiple Reaktion Monitoring
Polaritat: Positive

lonenquelle: Turbo Spray
Software-Version: Analyst 1.5

Software-Application:  Dionex Chromatography MS Link

Standardspezifische MS-Parameter:

Baccatin |l

Tabelle 1: Baccatin Ill: Mutterion bei 587,18; Tochterion bei 405,2

Q1 Mass | Q3 Mass | Dwell Parameter

(Da) (Da) (msec)

587,18 405,2 200 Declustering potential 66
Collision engergy 17
Collision cell exit potential | 18

10-Desacetylbaccatin Il

Tabelle 2: 10-Desacetylbaccatin Ill: Mutterion bei 545,22; Tochterion bei 363,1

Q1 Mass | Q3 Mass | Dwell Parameter

(Da) (Da) (msec)

545,22 363,1 200 Declustering potential 251
Collision engergy 19
Collision cell exit potential | 16
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Paclitaxel

Tabelle 3: Paclitaxel: Mutterion bei 854,3; Tochterion bei 286,1

Q1 Mass | Q3 Mass | Dwell Parameter

(Da) (Da) (msec)

854,3 286,1 200 Declustering potential 61
Collision engergy 23
Collision cell exit potential | 18

Massenspektrometrische Parameter:

Curtain Gas: 10.00

Gas 1: 30.00

Gas 2: 30.00

lon Spray Voltage (Needle): 5500.00
Temperature: 400.00
Interface heater: ON

Collision activated decompostion gas:  4.00

Entrance potential: 10.00
Channel electron multiplayer: 2100.0
Deflector Voltage: 25.0

2.6. Vitalitatstests
Um vor der Elizitierung sicher zu gehen, dass noch genlgend lebendes

Zellmaterial vorhanden war, wurden der Fluoresceindiacetat-Test (FDA-Test)

und der Phenosafranin-Test durchgeflhrt.
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FDA-Test:

Hierfur wurden Stichproben der Zellen gezogen und auf Eis abgekuihlt. 0,2 ml
einer FDA-Stammlosung (0,5 % in Aceton; Sigma-Aldrich) wurden mit
zehn ml geklihltem Medium gemischt und ein Tropfen dieser Lésung mit
einem Tropfen Zellsuspension auf einem Objekttrager vereint. Nach drei
Minuten erfolgte die Beurteilung der Fluoreszenz der Zellen unter UV-
Beleuchtung. Dabei wurde ein Nikon DM 510 (B-2A) Filter verwendet.
Lebende Zellen zeigen eine ausgepragte grune Fluoreszenz, tote Zellen
hingegen erscheinen im Mikroskop gelb, ohne Fluoreszenz (Seitz et al.
1985).

Phenosafranin-Test:

Hierfur wurde wiederum eine Phenosafraninstammidsung hergestellt (0,1 %
in Kulturmedium; Sigma-Aldrich). Diese wird im Verhaltnis 1:1 mit der
Zellsuspension auf einem Objekttrager vermischt und der Anteil der
gefarbten und ungefarbten Zellen bestimmt. Der Farbstoff wird von lebenden
Zellen nicht aufgenommen, daher erscheinen tote Zellen im Mikroskop

intensiv rot gefarbt (Seitz et al. 1985).

2.7. Sterilitat

Wahrend der Durchfiihrung der praktischen Arbeiten wurde auch laufend die
Sterilitdt der Zellkulturen kontrolliert. Hierfur wurde mit Hilfe einer sterilen
Pipette ein Aliquot des Mediums und der Zellen unter der sterilen Werkbank
entnommen und in eine Keimtestpetrischale Ubergeflhrt. Die Petrischale
wurde anschlieRend mit Parafim® verschlossen und bei 35°C zwei bis drei

Tage lang bebrutet.

Eine zwischenzeitlich aufgetretene Infektion der Zellen konnte durch
mehrmaliges Waschen mit Standardmedium wahrend der Subkultivierung

beseitigt werden.
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3. ERGEBNISSE

Zur Quantifizierung von Baccatin Ill, Paclitaxel und 10-Desacetylbaccatin |l
wurde eine externe Eichung verwendet. Durch Injektion verschiedener
Verdlinnungen der drei Referenzsubstanzen, Baccatin Ill, Paclitaxel und 10-
Desacetylbaccatin Il wurden Eichgeraden erhalten. Die Eichgeraden sind in
den folgenden Abbildungen 11, 12 und 13 (Seiten 23 und 24) dargestellt.

[ W Baccatin Ill Eichgerade 19 07 2012.rdb (Peak 1): "Quadratic” Regression ("No" weighting): y = -0.00124 x*2 + 314 x + 2.25¢+004 (r = 0.9997)
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Abbildung 11: Eichgerade flr Baccatin Ill, r = 0,9997
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[ W Paclitaxel Eichgerade 20 07 2012.rdb (Peak 3): "Linear Through Zero" Regression ("No" weighting): y = 949 x (r = 0.9995)
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Abbildung 12: Eichgerade fir Paclitaxel, r = 0,9995

[ W Desacetylbaccatin Ill Eichgerade 23 07 2012.rdb (Peak 2): "Linear Through Zero" Regression ("No" weighting): y = 12.3 x (r = 0.9999)
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Abbildung 13: Eichgerade fur 10-Desacetylbaccatin Ill, r = 0,9999
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Der Biosyntheseweg des Paclitaxels ist sehr komplex - von besonderem
Interesse sind die letzten drei Schritte. Daher sollte der Elizitor speziell hier
den Schwerpunkt seiner Wirksamkeit zeigen. Die wesentlichen Schritte
liegen vor dem Umbau des 10-Desacetyl-2-Debenzoylbaccatin Ill zum 10-
Desacetylbaccatin Ill, zwischen 10-Desacetylbaccatin Il und Baccatin Ill und
zwischen Baccatin 11l und Taxol® (Yuan et al. 2002). Daher wurden diese drei

Substanzen auch als Referenzen herangezogen.

Die Abbildungen 14, 15 und 16 (Seiten 25 und 26) zeigen die

Chromatogramme der Referenzsubstanzen.

[ W XIC of +MRM (3 pairs): 587.2/405.2 Da ID: Baccatin Ill from Sample 1 (Baccatin Ill) of Baccatin Il.wiff (Turbo Spray)
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Abbildung 14: Standardpeak-Chromatogramm des Baccatin Il bei 3,81 min.

Die Retentionszeit des Baccatin Il lag bei 3,81 Minuten, die des Paclitaxels
bei 5,30 Minuten und die des 10-Desacetylbaccatin Il bei 2,75 Minuten.
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Abbildung 15: Standardpeak-Chromatogramm des Paclitaxels bei 5,30 min.
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Abbildung 16: Standardpeak-Chromatogramm des 10-Desacetylbaccatin Il bei 2,75 min.
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3.1. Elizitierung mit Saccharose

Die Haselnusskulturen wurden mit zwei verschieden erhohten
Saccharosekonzentrationen behandelt. Als Kontrolle diente hierbei das
3proz. Standardmedium: Diese Konzentration ist fir ein gutes Wachstum

notwendig.

Zum Vergleich der Auswirkung der Elizitierung wurden zuerst die
Chromatogramme der intrazellularen Bestandteile aufgelistet, anschliel’end
die der extrazellularen. Um den Unterschied graphisch besser

hervorzuheben, wurden Diagramme erstellt.

3.1.1. Intrazellulare Inhaltsstoffe

Saccharose 3 % (Kontrolle):

Der Peak bei 3,84 Minuten weist auf ein eindeutiges Vorhandensein von
Baccatin Il in den Haselzellen, welche unter normalen Bedingungen kultiviert
wurden, hin (Abb.17).

[ W XIC of +MRM (3 pairs): 587.2/405.2 amu Expected RT: 3.8 ID: Baccatin Il from Sample 1 (Zucker 3%) of Zucker 3%.wiff (Turbo Spray) Max. 1.1e4 cps,
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Abbildung 17: Chromatogramm eines Zellextraktes nach Kaultivierung im

Kontrollmedium mit 3 % Saccharose; Baccatin 1l bei 3,84 min und eine

Verunreinigung bei 5,81 min.
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Wie zum Beispiel durch Hofman et al. (1998) und Ottaggio et al. (2008)
belegt, bestatigte sich hiermit die Vermutung, dass in der Hasel
Paclitaxelvorstufen enthalten sind. Bei dem Peak mit einer Retentionszeit
von 5,81 Minuten handelte es sich um eine Verunreinigung, welche
unabhangig von der Elizitierung in jedem Zellextrakt auftrat. Die Behandlung
der Zellen mit einer erhdohten Saccharosekonzentration fuhrte wohl zu einer
Beeinflussung des Taxangehaltes, allerdings nahm der Gehalt an Baccatin |l

im Vergleich zur Kontrolle ab.

Saccharose 5 %:

In den Zellen, die unter elizitierten Bedingungen kultiviert wurden, war
ebenso Baccatin Ill vorhanden, allerdings in einer niedrigeren Konzentration
als in der Kontrolle (Abb. 18).

[ W XIC of +MRM (3 pairs): 587.2/405.2 amu Expected RT: 3.8 ID: Baccatin Ill from Sample 1 (Zucker 5%) of Zucker 5%.wiff (Turbo Spray) Max. 2348.0 cps|
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Abbildung 18: Chromatogramm eines Zellextraktes nach Kultivierung im Medium

mit 5 % Saccharose, Baccatin Il bei 3,83 min und eine Verunreinigung bei 5,81 min.
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Saccharose 7 %:

Bei dieser Vermessung wurde Baccatin Il detektiert (Abb. 19). Vergleicht
man die Intensitat der Baccatin IlI-Peaks (Seite 28 und 29) so bewirkte die
7proz. Saccharosekonzentration im Vergleich zur Sproz. eine eindeutige
Erhéhung des Gehalts an Baccatin Ill. Korreliert man alle Konzentrationen,
stellt man allerdings fest, dass der Gehalt an Baccatin Il im Kontrollmedium

am hochsten war.

[ W XIC of +MRM (3 pairs): 587.2/405.2 amu Expected RT: 3.8 ID: Baccatin Ill from Sample 1 (Zucker 7%) of Zucker 7%.wiff (Turbo Spray) Max. 2736.0 cps|
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Abbildung 19: Chromatogramm eines Zellextraktes nach Kultivierung im Medium
mit 7 % Saccharose, Baccatin Il bei 3,83 min und eine Verunreinigung bei 5,81 min.

Diagramm 1 (Seite 30) gibt einen besseren Uberblick tGber die Auswirkung
der durchgeflhrten Elizitierungen. In der Kontrollkultur konnten
0,071 ng/100mg an Baccatin Il nachgewiesen werden. Durch die Elizitierung
mit funf Prozent Saccharose sank die Konzentration auf 0,039 ng/100mg ab
wahrend die Elizitierung mit sieben Prozent Saccharose zu einem Gehalt von
0,061 ng/100mg flhrte.
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0,020 —— -~ 003 —
0,010 +——— — — —

0,000 : . )
Saccharose 3% Saccharose 5% Saccharose 7%

Diagramm 1: Kalkulierte Konzentration in ng/100mg; Vergleich der Auswirkung der
Elizitierung auf den Baccatin 1llI-Gehalt der Zellen

3.1.2. Extrazellulare Inhaltsstoffe

Die Vermessung der extrazellularen Extrakte ergab, dass die Inhaltsstoffe
auch ins Medium abgegeben wurden. Sowohl in der Kontrollkultur (drei
Prozent Saccharose) als auch in den elizitierten Kulturen (funf und sieben
Prozent Saccharose) war eindeutig Baccatin Il enthalten. Abbildung 20
(Seite 33) zeigt beispielhaft ein Chromatogramm des Nahrmediums mit funf
Prozent Saccharose. Bei drei beziehungsweise sieben Prozent Saccharose

ergab sich ein vergleichbares Bild.

Diagramm 2 (Seite 31) zeigt die kalkulierten Konzentrationen von Baccatin Il
in den untersuchten Medien. Dabei zeigt sich, dass die abgegebene Menge
an Baccatin Ill in das Medium mit steigender Saccharosekonzentration sink.
So liegt die Konzentration in dem Kontrollextrakt (drei Prozent Saccharose)
bei 0,094 ng/100mL, sinkt in dem Extrakt mit finf Prozent Saccharose auf
0,068 ng/100mL und liegt unter sieben prozentigen Kulturbedingungen nur
noch bei 0,041 ng/100mL.
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[ W XIC of +MRM (3 pairs): 587.2/405.2 amu Expected RT: 3.8 ID: Baccatin I1l from Sample 1 (Medium Zucker 5%) of Medium Zucker 5%.w... Max. 2948.0 cps,|
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Abbildung 20: Chromatogramm eines Nahrmediums mit 5 % Saccharose, Baccatin Il bei

3,81 min.
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Diagramm 2: Kalkulierte Konzentration in ng/100mL; Vergleich der Auswirkung
der Elizitierung auf den Baccatin 1lI-Gehalt des Mediums
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3.2. Elizitierung mit Silbernitrat

Bei dieser Versuchsanordnung wurde mit zwei Silbernitratkonzentrationen
gearbeitet. Die Elizitierung mit Silbernitrat beeinflusste sowohl den

intrazellularen als auch den extrazellularen Gehalt an Baccatin Ill.

3.2.1. Intrazellulare Inhaltsstoffe

Silbernitrat 30 ymol/L:

Aus dem folgenden Chromatogramm (Abb. 21) ist deutlich ersichtlich, dass

Baccatin Ill vorherrschend ist. 10-Desacetylbaccatin Ill und Paclitaxel haben

sich durch die vorgenommene Elizitierung nicht gebildet.

[ W XIC of +MRM (3 pairs); 587.2/405.2 amu Expected RT: 3.8 ID; Baccatin Ill from Sample 1 (AgNo3 30um) of AgNo3 30um wiff (Turbo Sp... Max. 3140.0 cps|
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Abbildung 21: Chromatogramm nach Elizitierung mit 30 umol/L Silbernitrat, Baccatin lll

bei 3,84 min und eine Verunreinigung bei 5,81 min.
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Silbernitrat 60 ymol/L:
Vordergrundig ist der Peak von Baccatin Ill zu erkennen (Abb. 22). Im

Gegensatz zur niedrigeren Konzentration an Silbernitrat ist die Intensitat
etwas hoher ausgepragt. Wie auch bei den anderen Chromatogrammen
handelt es sich bei der Substanz mit der Retentionszeit von 5,81 Minuten um

eine Verunreinigung.

[ W XIC of +MRM (3 pairs): 587.2/405.2 amu Expected RT: 3.8 ID: Baccatin Il from Sample 1 (AgNo3 60um) of AgNo3 60um.wiff (Turbo Sp... Max. 3184.0 cps|
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Abbildung 22: Chromatogramm nach Elizitierung mit 60 pmol/L Silbernitrat,

Baccatin Il bei 3,84 min und eine Verunreinigung bei 5,81 min.
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Das folgende Diagramm 3 veranschaulicht den Einfluss der Elizitierung mit
AgNO3 auf den intrazelluldaren Gehalt an Baccatin Ill. Unter H,O-Kontrolle
sind jene Kulturen gemeint, zu denen Wasser (das als Losungsmittel fur den

Elizitor) zugesetzt worden war.

0,080

0,070

0,060 -

0,050 -
0,040 -
0,030 -
0,020 -

0,010 -

0,000 -

AgNO; 30 umol/L AgNO; 60 pmol/L H,O Kontrolle

Diagramm 3: Kalkulierte Konzentration in ng/100mg; Vergleich der Auswirkung der
Elizitierung auf den Baccatin IllI-Gehalt der Zellen

Es ist ersichtlich, dass die Elizitierung eine signifikante Steigerung des
intrazellularen Gehalt an Baccatin Ill bewirkte. Jedoch trat kein wesentlicher

Unterschied zwischen den beiden Konzentrationen an Silbernitrat auf.
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3.2.2. Extrazellulare Inhaltsstoffe:

Hier erfolgte bei beiden AgNOs-Konzentrationen eine Abscheidung des

Baccatin Ill ins Medium wie aus der folgenden Abbildung 23 ersichtlich ist.

[ W XIC of +MRM (3 pairs): 587.2/405.2 amu Expected RT: 3.8 ID: Baccatin Ill from Sample 1 (Medium AgNO3 30) of Medium AgNO3 30.wi...
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Abbildung 23: Chromatogramm eines Nahrmediums nach Eliziterung mit 30 pmol/L

Silbernitrat, Baccatin Il bei 3,81 min.

In dem nachstehenden Diagramm 4 (Seite 36) wird gezeigt, dass die Menge

des abgeschiedenen Baccatin Il nach Elizitierung mit 30 pmol/L Silbernitrat

hoher war als im Medium der Kontrolle. Der Zusatz von 60 pmol/L Silbernitrat

resultierte in deutlich weniger Baccatin .
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AgNO3 30 umol/L AgNO3 60 umol/L H,O Kontrolle

Diagramm 4: Kalkulierte Konzentration in ng/100mL; Vergleich der Auswirkung der
Elizitierung auf den Baccatin IlI-Gehalt des Mediums

3.3. Elizitierung mit Ammoniumcitrat

Die Versuchsreihe zur Elizitierung mit Ammoniumcitrat in zwei verschiedenen
Konzentrationen fuhrte zu signifikant erhohtem intrazellularen Gehalt an
Baccatin Ill. Dabei erwies sich die hdhere Konzentration 100 mg/L als
besonders geeignet - die niedrigere Konzentration (50 mg/L) nicht im selben
Ausmal’. Der Einsatz von Ammoniumcitrat fuhrte zu keiner Bildung von

Paclitaxel oder 10-Desacetylbaccatin lll.

3.3.1. Intrazellulare Inhaltsstoffe

Ammoniumcitrat 50 mg/L:

Baccatin Ill war mit der bisher hochsten Intensitat eindeutig vorhanden.
Daher lag die Vermutung nahe, dass eine hohere Konzentration zu einem
noch besseren Resultat fihren wirde, wie sich durch die Abbildung 25
(Seite 38) bestatigt.
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[ W XIC of +MRM (3 pairs): 587.2/405.2 amu Expected RT: 3.8 ID: Baccatin Ill from Sample 1 (AC 100 um) of AC 100 um.wiff (Turbo Spray... Max. 6928.0 cps|
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Abbildung 24: Chromatogramm nach Elizitierung mit 50 mg/L Ammoniumcitrat,

Baccatin Il bei 3,83 min und eine Verunreinigung bei 5,81 min.

Ammoniumcitrat 100 mg/L:

Das eindeutig beste Resultat der durchgefuhrten Elizitierungen, ist im

folgenden Chromatogramm 25 (Seite 38) erkennbar. Die Behandlung der

Zellen mit 100 mg/L Ammoniumcitrat fihrte zu dem héchsten Gehalt an

Baccatin Ill. Paclitaxel und 10-Desacetylbaccatin 11l wurden nicht gebildet.
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[ W XIC of +MRM (3 pairs): 587.2/405.2 amu Expected RT: 3.8 ID: Baccatin Ill from Sample 1 (AC 200 um) of AC 200 um.wiff (Turbo Spray...
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Abbildung 25: Chromatogramm nach Elizitierung mit 100 mg/L Ammoniumcitrat,

Baccatin Il bei 3,83 min und eine Verunreinigung bei 5,81 min.

Das nun folgende Diagramm 5 (Seite 39) soll zum Vergleich der

intrazellularen Menge an Baccatin Il dienen. Es ist eindeutig zu sehen, dass

der Gehalt an Baccatin Ill mit steigender Ammoniumcitratkonzentration

zunimmt. So ist das Resultat der Kontrolle mit 0,045 ng/100mg am

geringsten, steigt bei einer Konzentration von 50 mg/L Ammoniumcitrat auf
0,100 ng/100mg an und erreicht den hochsten Wert von 0,123 ng/100mg

durch die Elizitierung mit 100 mg/L Ammoniumcitrat.

38



Ergebnisse
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Diagramm 5: Kalkulierte Konzentration in ng/100mg; Vergleich der Auswirkung der
Elizitierung auf den Baccatin IlI-Gehalt der Zellen

3.3.2. Extrazellulare Inhaltsstoffe

Baccatin Ill wurde auch ins Medium ausgeschieden, wie aus dem nachsten
Chromatogramm 26 (Seite 40) ersichtlich ist. Die Ausscheidung fand bei
beiden Elizitor-Konzentrationen statt. Aus dem folgenden Diagramm 6
(Seite 41) kann abgelesen werden, dass Baccatin Ill im Medium beider
Ammoniumcitratelizitierungen in geringerem Ausmal vorhanden war als in
der Wasserkontrolle.

Somit konnte mit Hilfe dieses Elizitors der Gehalt an Baccatin Il intrazellular
signifikant gesteigert werden. In das Medium wurde aber wesentlich weniger

abgegeben.
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[ W XIC of +MRM (3 pairs): 587.2/405.2 amu Expected RT: 3.8 ID: Baccatin Ill from Sample 1 (AC 100 um Medium) of AC 100 um Medium...
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Abbildung 26: Chromatogramm eines Nahrmediums mit 50 mg/L Ammoniumcitrat,

Baccatin Il bei 3,82 min und eine Verunreinigung bei 5,81 min.
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Diagramm 6: Kalkulierte Konzentration in ng/100mL; Vergleich der Auswirkung der

Elizitierung auf den Baccatin IlI-Gehalt des Mediums
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wurden immer  wieder
durchgefuhrt. Dadurch wird

garantiert, dass die Taxane nicht verschleppt wurden. Ein falsch positives

Zwischen den einzelnen  Messungen

Reinigungsschritte mit reinem Methanol
Ergebnis kann daher ausgeschlossen werden. Weder Baccatin Il noch 10-
Desacetylbaccatin 1ll oder Paclitaxel sind im Methanolchromatogramm zu

erkennen.

[ W XIC of +MRM (3 pairs): 587.2/405.2 amu Expected RT: 3.8 ID: Baccatin Il from Sample 1 (MeOH) of MeOH.wiff (Turbo Spray)
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Abbildung 27: Chromatogramm einer Methanolspullung

41



Ergebnisse

AbschlieRend sollen die durchgeflhrten Elizitierungen verglichen werden
(Diagramm 7). Lag die Konzentration von Saccharose bei funf Prozent, so
sank der Baccatin Ill-Gehalt auf 0,039 ng/100mg. Dieser stieg bei einem
Gehalt von sieben Prozent Saccharose auf 0,061 ng/100mg. Bei erhdhten
Saccharosekonzentrationen erreichten die Werte von Baccatin Il aber nicht
den Gehalt von 0,071 ng/100mg wie bei drei Prozent Saccharose.

Betrachtet man die Ergebnisse der Elizitierungsversuche mit Silbernitrat so
ist eindeutig erkennbar, dass es zu keiner wesentlichen Steigerung an
Baccatin Ill gekommen ist.

Behandelte man die Zellen jedoch mit Ammoniumcitrat, hat sich der
intrazellulare Baccatin llI-Gehalt signifikant erhoht, im speziellen bei der
héheren Konzentration von 100 mg/L Ammoniumcitrat.

Zur Kontrolle wurde die gleiche Menge an destilliertem Wasser zugesetzt, da

die Elizitoren in destilliertem Wasser geldst wurden.

Vergleich aller Elizitierungen/Zellen
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Diagramm 7: Kalkulierte Konzentration in ng/100mg; Darstellung und Vergleich
aller Ergebnisse der intrazellularen Inhaltsstoffe
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Ein gewisser Anteil der Taxane wurde auch in das Medium abgegeben
(Diagramm 8).

Die Abgabe in das Standardmedium, mit drei Prozent Saccharose, war dabei
am hochsten und sank mit steigenden Saccharosekonzentrationen.
Auffallend war der Unterschied zwischen den beiden
Silbernitratkonzentrationen. Wahrend bei der Zugabe von 30 umol/L
Silbernitrat 0,102 ng/100mL Baccatin Ill im Medium gefunden werden konnte,
waren bei 60 umol/L Silbernitrat nur 0,034 ng/100mL.

Der Gehalt an Baccatin Ill im Medium, nach Elizitierung mit Ammoniumcitrat
war bei beiden Konzentrationen annahernd gleich.

Ein relativ hoher Anteil ist bei den Kontrollkulturen in das Medium abgegeben

worden.
Vergleich aller Elizitierungen/Medium
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Diagramm 8: Kalkulierte Konzentration in ng/100mL; Darstellung und Vergleich
aller Ergebnisse der extrazellularen Inhaltsstoffe
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Zuletzt noch eine zusammenfassende Darstellung des Baccatin lll-
Gesamtgehaltes (Diagramm 9). Hier ist anzumerken, dass die fur die H,O-
Kontrolle eingesetzten Zellkulturen alter waren als die fur die 3proz.
Saccharose-Kontrolle eingesetzten Suspensionen.

Dies war durch das limitierte Untersuchungsmaterial bedingt und sollte bei
der Betrachtung der Ergebnisse berucksichtigt werden. So sollte eher die
H,O-Kontrolle herangezogen werden, diese kann jedoch nicht exakt auf die
Saccharoseelizitierungen Ubertragen werden.

Bei Bezug auf die H,O-Kontrolle zeigt sich, dass 30 ymol/L Silbernitrat und
100 mg/L Ammoniumcitrat zu einer Steigung des Baccatin IlI-Gehaltes
fuhrten. Die Elizitierung mit funf oder sieben Prozent Saccharose resultierte

hingegen in einer reduzierten Bildung von Baccatin Ill.

Gesamtgehalt

0,200
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Diagramm 9: Kalkulierte Konzentration in ng/100mg und 100mL; Gesamtgehalt des
Baccatin IlI
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In der nachstehenden Tabelle 4 sind alle Proben samt den Peakflachen und

der kalkulierten Konzentration angegeben. Jeweils drei beziehungsweise

zwei Vermessungen wurden durchgefuhrt und daraus der Mittelwert

berechnet.

In allen Diagrammen wurden die Werte jeweils pro 100 mg oder 100 ml

angegeben.

Tabelle 4: Darstellung aller durchgefiihrten Messungen, mit Peakflachen und
kalkulierten Konzentrationen.

Proben- Datei-Name Analyte Kalkulierte Mittelwert
Name Peakflache | Konzentration und
(counts) (ng/mL) Standard-
abweichung
AC 2012 07 23 6.78e+003 0.405
50mg/L Proben\AC 100
Medium | um Medium.wiff
AC 2012 07 23 6.01e+003 0.359 0,369
50mg/L Proben\AC 100
Medium | um Medium.wiff +0,003
AC 2012 07 23 5.75e+003 0.343
50mg/L Proben\AC 100
Medium | um Medium.wiff
AC 2012 07 23 1.65e+004 0.983
50mg/L Proben\AC 100
Zellen um.wiff
AC 2012 07 23 1.70e+004 1.01 0,998
50mg/L Proben\AC 100
Zellen um.wiff +0,002
AC 2012 07 23 1.68e+004 1.00
50mg/L Proben\AC 100
Zellen pl | um.wiff
AC 2012 07 23 6.98e+003 0.416
100mg/L | Proben\AC 200
Medium | um Medium.wiff
AC 2012 07 23 6.43e+003 0.384 0,389
100mg/L | Proben\AC 200
Medium | um Medium.wiff +0,003
AC 2012 07 23 6.17e+003 0.368
100mg/L | Proben\AC 200
Medium | um Medium.wiff
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Tabelle 4: Fortsetzung

Ergebnisse

Proben-
Name

Datei-Name

Analyte
Peakflache
(counts)

Kalkulierte
Konzentration
(ng/mL)

Mittelwert
und
Standard-
abweichung

AC
100mg/L
Zellen

2012 07 23
Proben\AC 200
um.wiff

2.06e+004

1.23

AC
100mg/L
Zellen

2012 07 23
Proben\AC 200
um.wiff

2.12e+004

1.27

AC
100mg/L
Zellen pl

2012 07 23
Proben\AC 200
um.wiff

1.88e+004

1.12

1,207
10,004

2012 07 23
Proben\Medium
AgNO3 30.wiff

1.68e+004

1.01

2012 07 23
Proben\Medium
AgNO3 30.wiff

1.73e+004

1.03

0,102
10,001

2012 07 23
Proben\AgNo3
30um.wiff

1.10e+004

0.654

2012 07 23
Proben\AgNo3
30um.wiff

1.13e+004

0.676

2012 07 23
Proben\AgNo3
30um.wiff

1.08e+004

0.643

0,658
10,002

2012 07 23
Proben\Medium
AgNO3 60.wiff

5.76e+003

0.344

2012 07 23
Proben\Medium
AgNO3 60.wiff

5.45e+003

0.326

0,335
10,001

2012 07 23
Proben\AgNo3
60um.wiff

1.15e+004

0.685

2012 07 23
Proben\AgNo3
60um.wiff

1.17e+004

0.699

2012 07 23
Proben\AgNo3
60um.wiff

1.10e+004

0.655

0,680
10,002
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Tabelle 4: Fortsetzung

Ergebnisse

Proben- Datei-Name Analyte Kalkulierte Mittelwert
Name Peakflache | Konzentration und
(counts) (ng/mL) Standard-
abweichung
H.O 2012 07 23 7.59e+003 0.453
Kontrolle | Proben\H20
Zelle Kontrolle.wiff
H,O 2012 07 23 7.34e+003 0.438 0,451
Kontrolle | Proben\H20
Zelle Kontrolle.wiff +0,001
H.O 2012 07 23 7.76e+003 0.463
Kontrolle | Proben\H20
Zelle Kontrolle.wiff
H,O 2012 07 23 1.59e+004 0,949
Medium Proben\Medium
H20 Kontrolle.wiff
H.O 2012 07 23 1.58e+004 0,944 0,920
Medium Proben\Medium
H20 +0,001
MeOH 2012 07 23 6.82e+000 0.000407
Proben\MeOH.wiff
MeOH 2012 07 23 1.33e+000 0.0000795 0,001672
Proben\MeOH.wiff
MeOH 2012 07 23 1.46e+001 0.000869 0,002
Proben\MeOH.wiff
Sacch. 2012 07 23 1.64e+004 0.978
3% Proben\Medium
Medium | Zucker 3%.wiff
Sacch. 2012 07 23 1.50e+004 0.893 0,936
3% Proben\Medium 0,006
Medium | Zucker 3%.wiff
Sacch. 2012 07 23 1.19e+004 0.713
3% Proben\Zucker
Zellen 3%.wiff
Sacch. 2012 07 23 1.29e+004 0.771 0,715
3% Proben\Zucker
Zellen 3%. wiff +0,006
Sacch. 2012 07 23 1.11e+004 0.660
3% Proben\Zucker
Zellen 3%.wiff
Sacch. 2012 07 23 1.27e+004 0.761

5%
Medium

Proben\Medium
Zucker 5% .wiff

47




Ergebnisse

Tabelle 4: Fortsetzung

Proben- Datei-Name Analyte Kalkulierte Mittelwert
Name Peakflache | Konzentration und
(counts) (ng/mL) Standard-
abweichung
Sacch. 2012 07 23 1.01e+004 0.603 0,682
5% Proben\Medium 0,011
Medium | Zucker 5%.wiff
Sacch. 2012 07 23 5.98e+003 0.357
5% Proben\Zucker
Zellen 5%.wiff
Sacch. 2012 07 23 6.58e+003 0.393 0,390
5% Proben\Zucker
Zellen 5%.wiff 0,003
Sacch. 2012 07 23 7.03e+003 0.420
5% Proben\Zucker
Zellen 5%.wiff
Sacch. 2012 07 23 6.60e+003 0.394
7% Proben\Medium
Medium | Zucker 7%.wiff
Sacch. 2012 07 23 6.94e+003 0.414 0,404
7% Proben\Medium 0,001
Medium | Zucker 7%.wiff
Sacch. 2012 07 23 1.19e+004 0.711
7% Proben\Zucker
Zellen 7% . wiff
Sacch. 2012 07 23 9.59e+003 0.572 0,613
7% Proben\Zucker
Zellen 7% .wiff +0,008
Sacch. 2012 07 23 9.33e+003 0.557
7% Proben\Zucker
Zellen 7% .wiff

48




Ergebnisse

3.4. FDA-Test:

Das Prinzip des Fluoresceindiacetat-Tests besteht darin, dass FDA von den
Zellen aufgenommen wird und die Acetatreste von Esterasen abgespalten
werden. Es erfolgt eine Akkumulierung in lebenden Zellen, da Fluorescein
die intakten Membranen nicht durchdringen kann (Seitz et al. 1985). Die
lebenden Zellen erscheinen im Fluoreszenzmikroskop leuchtend grin, wie in
den folgenden Abbildungen 28 und 29 sichtbar ist, gegensatzlich dazu
zeigen tote Zellen keine Fluoreszenz (Widholm 1972). Nachteilig bei diesem

Test ist die geringe Stabilitat der Farbung.

Abbildung 28: Lebende, griin Abbildung 29: Zellen unter normaler
fluoreszierende Zellen im FDA-Test Beleuchtung

Wie aus diesen Abbildungen ersichtlich ist, kann man auf eine eindeutige
Vitalitat der Zellen schlie3en. Im Laufe der Subkultivierung nahm die Vitalitat
der Zellen allerdings stark ab. Es kann daher schwer abgeschatzt werden,
wie viel lebendes Zellmaterial zum Zeitpunkt der Elizitierung zu Verfigung

stand.

Eine Bestimmung der Zellzahl war nicht mdglich, da die Zellen nicht nur
einzeln, sondern auch in Aggregaten vorlagen, wie die folgenden

Abbildungen 30 und 31 zeigen.

Abbildung 30: Grin fluoreszierende Abbildung 31: Aggregate unter
Aggregate im FDA-Test 49 normaler Beleuchtung



Ergebnisse

3.5. Phenosafranin-Test:

Dieser Test stellt einen Negativ-Test zum FDA-Test dar. Das Prinzip besteht
darin, dass der Farbstoff von lebenden Zellen (Abb. 33) ausgeschlossen und
nur von den toten Zellen aufgenommen wird. Diese erscheinen im Mikroskop
intensiv rot gefarbt, wie in der Abbildung 32 deutlich ersichtlich (Seitz et al.

1985). Vorteile dieses Tests sind die schnellere Durchfiihrbarkeit und die

bessere Stabilitat.

Abbildung 32: Rotfarbung toter Zellen Abbildung 33: Lebende Zellen nach
nach Phenosafranin-Farbung Phenosafranin-Farbung

Links lasst sich eine eindeutige Rotfarbung der Zellen erkennen, dies
bedeutet, dass diese Zellen abgestorben sind. Rechts ist keine Farbung zu

erkennen, dies lasst auf lebende Zellen schlieRen.
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4. DISKUSSION

Corylus avellana L. gehort zur Familie der Corylaceaen. Die Haselnuss ist in
fast ganz Europa heimisch, tragt braune, hartschalige Nusse und bendtigt
nahrstoffreiche Boden fur ein gutes Wachstum (Aichele und Schwegler
1994).

Am 26. August 1996 wurde durch Hoffman et al. (1998) die Bedeutung der
Haselnuss aber neu definiert. In Extrakten von Stangeln, der Kultursorte
Corylus avellana cv. ,Gasaway”, wurde Taxol® detektiert. Nicht nur eine
Kopplung von HPLC und Quadrupole-Elektrospray-Spektrometer diente zur
Identifikation, sondern auch andere Methoden. So zeigten zum Beispiel
Immunoassays mit Taxol®-Antigenen bei vier  verschiedenen
Endophytenkulturen dieser Haselnusskultur, eine positive Reaktion. Die
These, dass allein Endophyten fur die Taxan-Bildung verantwortlich sind,
konnte durch Bestoso et al. (2006) widerlegt werden. Der Ursprung dieses
Corylus Kulivars ist nicht bekannt. Die Fruchte sind kleine, ovale, flauschige,
nicht gut schmeckende Nusse. Genutzt wurden ausschlie3lich die Pollen, um
bessere Variationen der Hasel hervorzubringen. Corylus avellana var.
»,Gasaway" schien flr Hoffman et al. (1998) die beste Quelle flr Paclitaxel zu
sein. Dies bestatigte sich auch dadurch, dass in Trazels, Kreuzungen aus
Corylus colurna, turkischen Ursprungs mit Corylus avellana, der Paclitaxel-
Gehalt 2/3 oder weniger betrug. Kein Taxol® ist in den Sorten Barcelona und
Ennis, welche vorwiegend in Oregon (USA) kultiviert werden, entdeckt
worden (Hoffman et al. 1998).

Hoffman et al. (1998) wiesen in ihrer Studie darauf hin, dass keine
quantitativen Untersuchungen durchgefiihrt wurden. Sie schatzten den
Taxol®-Gehalt in der Hasel auf etwa 1/10 des Gehalts in Taxus brevifolia
Nutt. (0,018 %; Wani et al. 1971). Das bedeutendste Ergebnis ist daher die

erstmalige Detektion von Taxanen in Angiospermen (Hoffman et al. 1998).

Urspringlich wurde in der Studie von Hofmann et al. (1998) nicht auf das
Vorhandensein von Taxol® in Haselnusskulturen getestet, sondern

Massenspektren von Methanolextrakten aus Stangeln statistisch erfasst und
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verglichen. Dabei wurden Peaks identifiziert die mit denen von Taxol®

Ubereinstimmten.

Paclitaxel (Handelname Taxol®) ist ein Sekundérstoff, der zur Klasse der
Terpene gehort. Ursprunglich wurde dieses Taxan in Taxus brevifolia Nutt.
entdeckt. Da die Gewinnung aus der Rinde nicht nachhaltig ist, wird Taxol®
semisynthetisch aus den Nadeln von Taxus baccata und biotechnologisch
aus Eibenzellkulturen gewonnen (Hansel und Sticher 2010; Dingermann et
al. 2011).

Taxol® ist ein bewdhrtes Zytostatikum (Bartsch 2004). Neueste
Untersuchungen weisen auch auf eine Wirksamkeit bei Psoriasis, Multipler
Sklerose und Morbus Alzheimer hin (Hoffman und Shahidi 2009).

Der Ertrag von Paclitaxel und Vorstufen, wie Baccatin Ill und 10-
Desacetylbaccatin Ill aus der Eibe ist eher gering, wobei es immer
schwieriger wird, den Bedarf zu decken. Hoffnung fur die zuklnftige
Verfugbarkeit ist, dass die Produktion von Taxanen auch Uber Haselkulturen
mdglich wird (Miele et al. 2012).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Gehalt an Taxanen in Zellkulturen

der Haselnuss zu beeinflussen.

Das Hauptaugenmerk lag dabei auf drei durchgeflhrte Elizitierungen, wobei
als Elizitoren Saccharose, Silbernitrat und Ammoniumcitrat eingesetzt
wurden. Letztendlich sollte bestimmt werden, durch welchen Elizitor der

Taxangehalt am besten zu steigern ist.

In der Vorarbeit von Shaykhislamov (Diplomarbeit in Vorbereitung) wurde
bereits eine Elizitierung mit Methyljasmonat durchgefuhrt. Diese fluhrte zur
Bildung von Baccatin lll in den Zellen, allerdings in einem sehr niedrigen
Ausmal von 0,055 ng/100mg. Eine Elizitierung mit Methyljasmonat und
Methyljasmonat/Chitosan wurde auch von Bestoso et al. (2006) durchgefuhrt,
wobei eine Steigerung der Taxanbildung besonders bei Elizitierung mit

Methyljasmonat/Chitosan festgestellt werden konnte.

Aufgrund des eher geringen Gehalts von Baccatin Ill nach Behandlung mit

dem biotischen Elizitor Methljasmonat wurden fur die vorliegende Arbeit die
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drei abiotischen Elizitoren, Saccharose, Silbernitrat und Ammoniumcitrat,

ausgewahilt.

Von Shaykhislamov (Diplomarbeit in Vorbereitung) wurden freundlicherweise
einige Zellsuspensionskulturen und Kallusgewebe zur Verfugung gestellt.
Somit lag der erste wesentliche Schritt in der Vermehrung und Anlegung

neuer Kulturen aus Kallus.

Erster Untersuchungsgegenstand war die Elizitierung mit erhohten
Saccharosekonzentrationen. Saccharose dient in pflanzlichen Zellkulturen
als Kohlenstoffquelle und ist im Basismedium mit 30 g/L enthalten. Das
verwendete Kohlenhydrat (Saccharose, 30 und 50 mg/L) spielt eine wichtige
Rolle bei der Herstellung und Vermehrung von Haselnusszellkulturen. Die
Erhdhung der Saccharosekonzentration fuhrt zu einer Steigerung des
osmotischen Stresses und damit zu einer drastischen Anderung der
Zellphysiologie (Zhong 2002). Haluk et al. (2003) stellten fest, dass durch die
Zugabe von Glucose der Gehalt an Tropolonen in Zellkulturen von Thuja
plicata von 3,15 mg auf 8,1 mg gesteigert werden konnte. In unseren
Untersuchungen konnte bei allen Saccharosekonzentrationen (drei, funf und
sieben Prozent), Baccatin Ill detektiert werden. Dabei enthielten Zellen aus
der Kontrollkultur mit drei Prozent Saccharose 0,071 ng/100mg. Die Hasel ist
somit grundsatzlich auch ohne Elizitierung zur Bildung von Baccatin llI
befahigt. Der intrazellulare Gehalt sank bei funf Prozent Saccharose auf
0,039 ng/100mg ab und stieg bei sieben Prozent Saccharose wieder auf
0,061 ng/100mg. Paclitaxel und 10-Desacetylbaccatin Ill wurden in den von
uns eingesetzten Zellkulturen nicht gebildet. Paclitaxel konnte aber mit einem
Gehalt von 1 mg/L, Baccatin Ill in Spuren und 10-Desacetylbaccatin Il mit
0,5 mg/L ohne Elizitierung von Bestoso et al. (2006) im Medium festgestellt

werden.

Wie bereits erwahnt (Kap. 3, Seite 44) waren die flr die Kontrolle (drei
Prozent Saccharose) eingesetzten Zellkulturen jlinger (d.h. weniger oft
passagiert) als die elizitierten Kulturen. Dies war durch das knapp
bemessene Untersuchungsmaterial bedingt. Maoglicherweise nimmt der
Baccatin IlI-Gehalt mit zunehmendem Alter der Kulturen ab. Dies konnte

jedoch aus Material- und Zeitmangel nicht weiter untersucht werden.
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Bestatigt werden kann, dass durch die verschiedenen Konzentrationen an
Saccharose der Gehalt an Baccatin Il intra- und extrazellular unterschiedlich
verandert wurde, wobei sich aber der Gesamtgehalt nur minimal unterschied.
Kim et al. (2001) testeten Saccharosekonzentration von 20 g/L bis 100 g/L an
Zellkulturen von Taxus chinensis aus. Der hochste Gehalt an Paclitaxel
(78,5 mg/L) wurde dabei mit 60 g/L Saccharose erreicht. Allerdings erfolgte
die Ernte der Zellen erst an Tag 35 und nicht nach zehn Tagen, wie es in der
vorliegenden Arbeit der Fall war. Es wurde in der Studie auch darauf
hingewiesen, dass zu hoher osmotischer Druck bei Zellkulturen von Taxus
chinensis zu vermindertem Zellwachstum und reduzierter Paclitaxelbildung
fihrte.

Eine Elizitierung mit Saccharose wurde auch von Schmidtbauer (2012) an
,hairy roots® Kulturen von Leontopodium alpinum (Cass.) durchgefuhrt. Ein
Saccharosegehalt von sechs Prozent resultierte in einer erhdhten Bildung

des Lignan Leoligin.

In den Nahrmedien konnte ebenfalls Baccatin Il detektiert werden, wie auch
schon durch Bestoso et al. (2006) belegt. Im Vergleich zur Kontrolle mit drei
Prozent Saccharose (0,094 ng/100mL) nahm der Baccatin IlI-Gehalt nach
Elizitierung mit finf beziehungsweise sieben Prozent Saccharose ab (0,068
ng/100mL bzw. 0,041 ng/100mL). Das heildt, dass bei der geringeren
Konzentration an Saccharose mehr Baccatin Il extrazellular und bei der
hoheren Konzentration des gleichen Elizitors, mehr intrazellular vorliegt.
Auch hier muss allerdings berucksichtigt werden, dass die Kontrollkulturen
(drei Prozent Saccharose), wie oben erwahnt, jiunger waren als die

elizitierten Suspensionen.

Zweiter Untersuchungsgegenstand war die Elizitierung mit Silbernitrat. Es ist
als Salz der Salpetersaure leicht in Wasser I6slich und kann daher relativ
einfach den Zellkulturen zugesetzt werden. Silbernitrat greift zwischen
Baccatin Ill und Paclitaxel in den Biosyntheseweg ein (Yuan et al. 2002).
Yuan et al. (2002) fihrten eine Elizitierung mit Silbernitrat an Zellkulturen von
Taxus chinensis var. Mairei durch. Allerdings unterschied sich die
durchgefuhrte Elizitierung dahingehend von unseren Untersuchungen, dass

Silbernitrat in einer Konzentration von flnf beziehungsweise zehn pmol/L
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zugesetzt wurde. Die Analysen erfolgten an Tag funf und zehn nach der
Elizitierung. In der vorliegenden Arbeit wurden 30 und 60 pmol/L des Elizitors

eingesetzt, die Zellernte erfolgte zehn Tage nach Zusatz.

Yuan et al. (2002) untersuchten weiters die Auswirkung des Silbernitrats auf
die Biomasse. Dabei stellten sie fest, dass bei einer Konzentration von
funf ymol/L Silbernitrat ein Maximum an Biomasse resultierte; jedoch bei
einer weiteren Erhohung der Elizitorkonzentration die Biomasse absank. Dies
durfte auf die Toxizitdt des Silbernitrats bei einer hoheren Konzentration
zurickzufihren sein. Betrachtet man das Taxanprofil der Kulturen mit funf
umol/L Silbernitrat an Tag fiinf, so konnten kein Taxol®, aber Baccatin Il und
10-Desacetylbaccatin Il detektiert werden. Eine mdogliche Theorie fur das
Fehlen von Taxol® kénnte ein Abbau der Substanz sein, welcher zu einer
Erhohung der Konzentration von Baccatin Il und 10-Desacetylbaccatin Il
gefuhrt hat. Bei einer Zugabe von zehn pmol/L Silbernitrat konnte eine
Steigerung des Taxols®-Gehaltes und eine Abnahme an Baccatin Il und 10-
Desacetylbaccatin 1l festgestellt werden. Die in der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrte Elizitierung flihrte im Vergleich zur H,O-Kontrolle zu einem
Anstieg an Baccatin Ill, andere Taxane konnten nicht detektiert werden. Eine
Behandlung mit 60 pymol/L Silbernitrat resultierte in einem Absinken des
Baccatin llI-Gehaltes. Im Gegensatz dazu erzielte die Elizitierung von ,hairy
roots“ des Edelwei3” mit 60 uymol/L Silbernitrat, den héchsten Leoligingehalt.
Getestet wurden dabei Konzentration von 15, 30 und 60 pmol/L
(Schmidtbauer 2012). In fortfUhrenden Arbeiten sollten an Haselnusskulturen

noch weitere niedrigere Konzentrationen an Silbernitrat getestet werden.

Dritter Untersuchungsgegenstand war eine Elizitierung mit Ammoniumcitrat,
welches zu den abiotischen Elizitoren gehort. Als Elizitor greift es in der
Biosynthese zwischen Baccatin Ill und Taxol® ein (Yuan et al. 2002; Miau et
al. 2004). Ammoniumcitrat wurde bisher noch nicht als Elizitor fir
Haselnusszellkulturen eingesetzt. Khosroushahi et al. (2006) behandelten
eine Zweiphasenkultur von Taxus baccata mit Ammoniumcitrat in einer
Konzentration von 50 mg/L. Ammoniumcitrat und weitere Zusatzstoffe
dienten dabei als Stimulatoren der Biomasse. Ammoniumcitrat wurde auch in
Kombination mit Silbernitrat an Suspensionskulturen von Taxus sp. durch
Choi et al. (1996) getestet. Dabei konnte aber kein synergistischer Effekt auf
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die Taxol®-Produktion entdeckt werden. Yuan et al. (2002) stellten eine
erhdhte  Taxol®-Produktion  bei  gleichzeitiger =~ Anwendung  von
Ammoniumcitrat und Arachidonsaure oder Salicylsaure fest, aber keine
Auswirkung bei der Anwendung von Ammoniumcitrat und Methyljasmonat.
Ein méglicher Grund daflr kénnten die unterschiedlichen Ansatzpunkte im

Biosyntheseweg sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde Ammoniumcitrat allein als Elizitor
eingesetzt. Wiederrum konnte nur Baccatin Il detektiert werden, jedoch in
einer weitaus hoheren intrazellularen Konzentration als in der Kontrolle und
bei Elizitierung mit Saccharose beziehungsweise Silbernitrat. So flhrte der
Einsatz von 50 mg/L Ammoniumcitrat zu einem Baccatin llI-Gehalt von
0,100 ng/100mg. Bei Einsatz der doppelten Konzentration erhdhte sich der
Gehalt, im Vergleich zur Wasserkontrolle (0,045 ng/100mg), auf
0,123 ng/100mg. Daraus ist eindeutig ersichtlich, dass diese Elizitierung zu
einem signifikanten Anstieg gefuhrt hat. Dies lasst sich mdglicherweise
darauf zurlckfuhren, dass Ammoniumcitrat den Biomassezuwachs fordert
(Khosroushahi et al. 2006). Bei der Elizitierung mit Ammoniumcitrat fand sich
Baccatin Il vorwiegend in den Zellen und nicht extrazellular. Der
Gesamtgehalt an Baccatin Ill war nach Elizitierung mit Ammoniumcitrat
100 mg/L hoher als in der H,O-Kontrolle.

Interessant ware die gleichzeitige Anwendung von Ammoniumcitrat und
Ultraschall. Safari et al. (2012) stellten namlich fest, dass eine
Ultraschallbehandlung fir die Dauer von 20 Minuten zu einer drastischen
Steigerung des Taxangehaltes in Haselnusszellkulturen fuhrte. So stieg der
Taxol®-Gehalt von 0,08 mg/L auf 0,46 mg/L, 10-Desacetylbaccatin IlI
erreichte ein Maximum von 0,26 mg/L (0,05 mg/L in der Kontrolle) und
Baccatin Ill einen Wert von 0,07 mg/L (0,01 mg/L in der Kontrolle). Vorteile
einer Ultraschallbehandlung sind das Fehlen von negativen Auswirkungen
auf Zellvitalitdt und Zellwachstum, aullerdem bleibt die Zellmembran
unversehrt (Safari et al. 2012).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch die Vitalitat der Suspensionskulturen
getestet. Eine gute Vitalitat ist Voraussetzung fur eine erfolgreiche

Elizitierung. Dazu kdénnen folgende Aussagen getroffen werden: Eine gute
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Vitalitdt konnte bei neu angelegten Kulturen aufgrund hoher Fluoreszenz im
FDA-Test festgestellt werden. Je hoher das Alter der Zellkulturen, umso
weniger vital waren sie. Inwiefern sich bei der von uns eingesetzten Zelllinie
eine hohere Vitalitat auf den Baccatin Ill-Gehalt auswirkt, muisste in

weiterfihrenden Untersuchungen Uberpruft werden.

AbschlieRend kann die Aussage getroffen werden, dass Baccatin Ill in der
Haselnusszelllinie gebildet wurde und der Gehalt durch Elizitierung
beeinflusst werden konnte. Paclitaxel und 10-Desacetylbaccatin konnten
nicht detektiert werden. Besonders der Einsatz von Silbernitrat und
Ammoniumcitrat hat zu vielversprechenden Ergebnissen geflhrt. Der geringe
Taxangehalt konnte grundsatzlich durch die Zelllinie bedingt sein, aber auch
das Basismedium sowie Art und Konzentration von Wuchsstoffen konnten
eine Rolle spielen. Diesen Umstanden sollte in weiterfuhrenden Studien
Rechnung getragen werden und entsprechende Modifikationen des
Nahrmediums und auch weitere Zelllinien untersucht werden. Der Einsatz
weiterer Elizitoren, allein oder in Kombination, kdnnte zu einer verbesserten

Taxanproduktion flhren.
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Zusammenfassung

5. ZUSAMMENFASSUNG

Paclitaxel (Handelsname Taxol®) wurde urspriinglich aus der pazifischen
Eibe, Taxus brevifolia Nutt., extrahiert und wird heute vorwiegend mit Hilfe
von Eibenzellkulturen hergestellt. Taxol® ist ein bewahrtes Zytostatikum,
neueste Untersuchungen zeigen auch eine Wirksamkeit bei Morbus
Alzheimer, Multipler Sklerose und Psoriasis. Bei der Suche nach neuen
Quellen fir Taxane wurden diese auch in Extrakten der Haselnuss-
Kultursorte Corylus avellana cv. ,Gasaway“ gefunden. Urspringliche Thesen,
dass allein ein Endophyt flr die Taxanbildung verantwortlich ist, konnten mit
endophytenfreien in-vifro Kulturen widerlegt werden. Vorteile der Hasel im
Vergleich zur Eibe sind ein schnelleres Wachstum, bessere Verfugbarkeit

und einfachere Kulturbedingungen.

Ziel dieser Diplomarbeit war es, in Zellkulturen der Haselnuss den
Taxangehalt durch Elizitierung zu steigern, wie es auch routinemafig an
Eibenzellkulturen durchgeflhrt wird. Es wurden insgesamt drei abiotische
Elizitierungen durchgefuhrt: Die Taxanbildung sollte mit Saccharose,
Silbernitrat und Ammoniumcitrat beeinflusst werden. Die eingesetzte Zelllinie
produzierte ohne Elizitierung Baccatin Ill, Paclitaxel und 10-
Desacetylbaccatin |l wurden nicht detektiert. Die Elizitierung mit erhdhten
Saccharosekonzentrationen resultierte in einem verringerten Gehalt an
Baccatin Ill. Eine Behandlung mit 30 pymol/L Silbernitrat fuhrte zu einem
Anstieg der Baccatin IlI-Konzentration, wahrend 60 pymol/L des Elicitors eine
verringerte Taxanbildung bewirkten. Auch die Elizitierung mit 100 mg/L

Ammoniumcitrat resultierte in einem Anstieg des Baccatin llI-Gehaltes.

Es konnte gezeigt werden, dass durch die drei untersuchten abiotischen
Elizitoren die Taxanbildung in der eingesetzten Haselnusszelllinie

grundsatzlich beeinflusst werden kann.
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Summary

6. SUMMARY

Paclitaxel (trade name Taxol®) has been originally isolated from the pacific
yew, Taxus brevifolia Nutt., and is nowadays prepared primarily through yew
cell cultures. Taxol® is a proven cytostatic drug, and recend studies also
showed activity in Alzheimer’s disease, multiple sclerosis and psoriasis. In
search of novel sources of taxanes these compounds were also found in
extracts of the hazel cultivar Corylus avellana cv. ,Gasaway”. Initial
assumptions that an endophyte alone is responsible for taxane formation
could be disproved with endophyte-free in-vitro cultures. When compared to
yew hazel offers the advantage of faster growth, better availability and

simplier culture conditions.

The aim of the present diploma thesis was the enhancement of taxane
content through elicitation, as performed routinely with yew cell cultures. A
total of three abiotic elicitations were carried out to influence taxane formation
with sucrose, silver nitrate and ammonium citrate. The investigated cell line
constitutively produced baccatin Il while paclitaxel and desacetylbaccatin I
could not be detected. Elicitation with elevated sucrose concentrations
resulted in a reduced content of baccatin Ill. A treatment with 30 ymol/L silver
nitrate led to an increased baccatin Il concentration while 60 umol/L of the
elicitor caused reduced taxane formation. Also, elicitation with 100 mg/L

ammonium citrate resulted in elevated baccatin Il content.

It could be shown that it is generally possible to influence taxane formation in

the investigated hazel cell line.
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