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Einleitung

1 Einleitung

Dieses einfiihrende Kapitel soll dazu dienen, einen kurzen Uberblick iiber die Pflanzen zu
geben, mit denen im Zuge dieser wissenschaftlichen Arbeit geforscht worden ist. Es werden
sowohl botanische, chemische als auch pharmakologisch-medizinische Merkmale dargestellt.
Dabei handelte es sich um Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry (Bliitenknospen),
Pimenta dioica (L.) Merr. (Frichte) und Kaempferia galanga L. (Rhizom). Die Auswahl der
Pflanzen begriindete sich auf eine bereits vorangegangene Diplomarbeit [7]. Im Kapitel
Problemstellung und Zielsetzung (S.15) wird die Entstehungsgeschichte des
Diplomarbeitsthemas detailliert.

Die folgenden Kapitel sollen nun kurz einen zusammenfassenden Uberblick tiber die zuvor

erwdhnten Pflanzen geben.

1.1 Syzygium aromaticum

1.1.1 Botanische Merkmale

Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry, zu Deutsch die Gewiirznelke, spielt vor
allem in der Weihnachtszeit als aromatisch wohltuend riechendes Gewlirz eine wichtige Rolle.
Sie ist nicht nur Bestandteil verschiedener Punschgetranke; sie hat auch im Bereich der Medizin
ihr Potenzial. Die Gewiirznelke ist hauptsachlich auf den Molukken und den sidlichen
Philippinen beheimatet und gehort zu der groRen Familie der Myrtengewachse. Es handelt sich
um einen immergrinen, schlanken Baum mit einer Gr6Re von bis zu 20 m. Von diesem gelangen
vor allem nach vierjahriger Kultivierung die Bliitenknospen, mit der lateinischen Bezeichnung
Caryophylli flos, in den Handel. Abbildung 1, S.7 zeigt diese kurz vor ihrer Ernte. Die Droge
besteht aus den getrockneten Gewiirznelken mit einer Lange von 12—17 mm. Sie sind braun und
bestehen aus einem langen, bis 4 mm dicken Unterkelch (Hypanthium). Der Geschmack ist
brennend gewiirzhaft mit einem stark aromatisch duftenden Geruch. Beim Einkerben der
Gewiirznelken ist es mdglich, mit den Fingernigeln &therisches Ol an der Druckstelle

herauszudriicken. Syzygium aromaticum ist ein Baum der in der traditionellen Medizin
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besonders aufgrund seiner pharmakologischen Effekte eingesetzt wurde und wird [1] [2]. Daher

ist es folglich wichtig, einen Blick auf die chemischen Inhaltsstoffe dieses Baumes zu werfen.

Abbildung 1*: Die Bliitenknospen knapp vor der Ernte

1.1.2 Chemische Merkmale

Die Gewdirznelke ist ein besonders ergiebiger Lieferant phenolischer Verbindungen wie
beispielsweise Flavonoiden (Quercetin— und Kampferolderivate), Hydroxyzimtsaure,
Hydroxybenzoesaure oder aber auch von Eugenol, das mit einer hohen Konzentration zwischen
75-85 % die Hauptkomponente des dtherischen Ols darstellt. Andere wichtige Komponenten,
die erwdhnt werden sollten, sind Eugenolacetat, Caryophyllen und verschiedene Monoterpene.
Des Weiteren konnen Gerbstoffe, freie Gallussaure, Sterole, Phenolcarbonsdauren und
Triterpene vorkommen [1] [2]. Letzteren wurde in dieser Diplomarbeit besondere
Aufmerksamkeit geschenkt, da die Triterpene den TGR5—Rezeptor modulieren konnten. Dabei
handelte es sich im konkreten Fall um die Triterpensduren Oleanolsdaure und Maslinsdure, die

in Abbildung 2, S.8 dargestellt sind.

1 Fiir Bildrecherche siehe Kapitel 6.1.2, 5.158 unter blogspot.com
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Abbildung 2: Die linke Abbildung zeigt die Oleanolsiure? und die rechte Abbildung die Maslinsiure?

1.1.3 Pharmakologische Merkmale

Die Gewdlrznelke ist schon lange in der traditionellen Medizin im Einsatz, daher ist es
auch nicht verwunderlich, dass es bereits zahlreiche wissenschaftliche Arbeiten tber diese
Droge gibt. Eine Vielzahl von Analysen schrieb der Gewirznelke verschiedene
pharmakologische Wirkungen zu. Ganz besonders zu erwdhnen ist deren antivirale Aktivitat, vor
allem gegen Herpesviren. Sie zeigt aber auch eine antiseptische Wirkung auf orale
Mikroorganismen, die Plaque bilden konnen. Syzygium aromaticum besitzt ein grofles
Repertoire an chemischen Inhaltsstoffen. Die Phenylpropanverbindung Eugenol sollte dabei
nicht vergessen werden, da sie die Cyclooxygenase—2, welche die Arachidonsdure zu dem
Eicosanoid Prostaglandin H; oxidiert, hemmen kann [1] .

Den Hauptanwendungsbereich der Gewlrznelke verrat bereits ihr Name, der offenbart,
dass sie als Klchengewiirz Verwendung findet. Es gibt aber auch zahlreiche verschiedene
galenische Zubereitungen, in denen das atherische Ol verarbeitet ist. Dieses wird von den
ganzen, zerkleinerten oder pulverisierten Bliitenknospen (Abbildung 3, S.9) gewonnen und
vorwiegend lokal appliziert. Im Vordergrund stehen hierbei die Behandlung entziindlicher
Prozesse im Mund— und Rachenraum oder auch die Verwendung in der Zahnheilkunde zur
lokalen Analgesie [1].

Syzygium aromaticum ist seit dem 13. Jahrhundert und bis heute als Aromatikum und in

Kombination mit anderen Drogen als Karminativum, Stomachikum und Tonikum bekannt.

2 Fiir Bildrecherche siehe Kapitel 6.1.2, S.158 unter carlroth.com

3 Fir Bildrecherche siehe Kapitel 6.1.2, S.158 unter phyproof.phytolab.de
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Abbildung 3*: Bliitenknospen von Syzygium aromaticum in ganzer und pulverisierter Form

1.2 Pimenta dioica

1.2.1 Botanische Merkmale

Pimenta dioica (L.) Merr., Myrtaceae, ist ein im tropischen Jamaika gefundener
immergriiner Baum mit einer H6he von bis zu 12 m; andere Standorte sind in
mittelamerikanischen Staaten wie beispielsweise Honduras, Kuba oder Mexiko belegt. Als
Entdecker wird der Seefahrer Christopher Columbus erwdhnt, der im Zuge seiner Expeditionen
den Jamaikapfeffer, wie er im Deutschen unter anderem bezeichnet wird, entdeckt haben soll.
Im Laufe der Zeit wurde Piment in zahlreichen wissenschaftlichen Untersuchungen analysiert
und eine Vielzahl von aromatischen Bestandteilen in den Blattern und den Beeren beschrieben.
Abbildung 4, S.10 zeigt die pharmazeutisch relevanten Pflanzenteile. Die graudunklen
Laubblatter sind gegenstandig, ledrig, einfach und zeigen eine Lange von 4—8 cm. Die Ernte der
beerenahnlichen Steinfriichte erfolgt noch in griinem Zustand; diese werden dann mit Hilfe von
Sonnenenergie getrocknet. Dabei erhalten sie ein Aussehen, das den Pfefferkérnern sehr
nahekommt. Piment wird nicht nur als Gewiirz, sondern auch in der Medizin angewendet. Daher
sollen in den kommenden zwei Kapiteln die chemischen und pharmakologisch—medizinischen

Aspekte niher beleuchtet werden® [3].

4 Fir Bildrecherche siehe Kapitel 6.1.2, S.158 unter zutaten-shop.ch

5 Fir Literaturrecherche siehe Kapitel 6.1.1, S.156 unter Pimenta dioica
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Abbildung 4°: Laubblitter und beerenihnliche Steinfriichte von Pimenta dioica

1.2.2 Chemische Merkmale

Pimenta dioica ist unter den klingenden Namen Jamaikapfeffer, Neugewiirz und vielen
anderen Synonymen bekannt. Piment erinnert aufgrund seines Aromas an zahlreiche andere
Gewlrze.

Im Laufe der Zeit hat es zahlreiche Analysen der Laubblatter und der Beeren gegeben.
Dabei stachen vor allem verschiedenste aromatische Komponenten ins Auge. Wichtige isolierte
phenolische Komponenten sind beispielsweise Eugenol, mit einer Konzentration von 65 bis 90
% im atherischen Ol der Pimentfriichte, Quercetin, Gallussduren oder Ericifolin, um nur einige
zu nennen. Auch terpenoide Verbindungen konnten gefunden werden. In dieser Diplomarbeit
spielten die Triterpensduren eine besonders wichtige Rolle, da sie, wie bei Syzygium
aromaticum, den TGR5-Rezeptor modulieren konnten. Einziger Unterschied zur Gewirzlilie
war, dass zwei zusatzliche Triterpensauren auftraten. Dabei handelte es sich um die
Corosolsdure und Ursolsdure, die in der Abbildung 5, S.11 dargestellt sind.

Abhangig vom Erntezeitpunkt beinhaltet der Jamaikapfeffer auch 2 bis 5 % atherisches
0Ol, dessen Hauptaromakomponenten Eugenol und Methyleugenol sind. Auch Terpene wie 1,8
Cineol, a—Phellandren oder Myrcen konnten gefunden werden.

Bei den zahlreichen wissenschaftlichen Arbeiten konnten weder in den Blattern noch in

den Beeren Alkaloide bestatigt werden’ [3] [4].

8 Fiir Bildrecherche siehe Kapitel 6.1.2, S.158 unter gfnfoodsales.com

7 Fiir Literaturrecherche siehe Kapitel 6.1.1, S.156 unter spice-pages.com / 1
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Abbildung 5%: Corosolsidure wird in der linken Abbildung und die Ursols3ure in der rechten Abbildung gezeigt

1.2.3 Medizinischer Einsatz

Der Jamaikapfeffer findet nicht nur auf medizinischer Ebene Anwendung. Der nicht-
medizinische Einsatz ist im Bereich der Kiiche, wo er zur Wiirzung von Speisen und Getranken
beispielsweise in Saucen, Desserts, Kuchen, Eintépfen und Teemischungen eingesetzt wird.
Jamaikaner verwenden Piment sogar um Likdre herzustellen. Diese vielfaltige Handhabung
macht den Jamaikapfeffer zu einem vielseitigen Gewlirz, welches dieser Tage nahezu weltweit
in ganzer oder pulverisierter Form gehandelt wird.

Vor allem die medizinische Ebene darf nicht vernachldssigt werden. Pimenta dioica
besitzt die Fahigkeit sowohl antioxidativ, antiproliferativ als auch antihypertensiv zu wirken.
Sogar am Einsatz im Bereich der Chemopravention und Therapie von Krebs wird geforscht. So
ist besonders das durch wassrige Extraktion gewonnene Ericifolin zu erwahnen, welches in vitro
und auch in vivo Potenzial gegen Brust— und Prostatakrebs zeigt. Auch die Gallussaure und
Quercetin haben ahnliche Eigenschaften wie Ericifolin beziglich der antitumoralen Aktivitat. In
Tabelle 1, S.12 sind wichtige chemische Verbindungen vom Jamaikapfeffer und deren
pharmazeutische Relevanz aufgefiihrt.

Auch die traditionelle Anwendung ist wichtig. Pimenta dioica wurde bereits in der
Volksmedizin vielseitig verwendet, so zum Beispiel gegen Prellungen, Diabetes oder
Menstruationsbeschwerden. Ein Einsatz gegen Muskel- und neuralgische Schmerzen,

Dyspepsie und Magenverstimmungen sind weitere Anwendungsmoglichkeiten. Letztere

8 Fiir Bildrecherchen siehe Kapitel 6.1.2, S.158 unter phyproof.phytolab.de
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Beschwerden sollen vor allem durch Eugenol verbessert werden, da dieses stimulierend auf

Verdauungsenzyme wirkt [5] [3].

Tabelle 1: Wichtige chemische Verbindungen von Pimenta dioica und deren pharmazeutische Relevanz [3]

Chemische
Pflanzenteil Pharmazeutische Bedeutung
Verbindung
Ericifolin Beeren antibakteriell; Anti-Tumor—Aktivitat
Atherisches Ol aus Beeren
antibakteriell; antimykotisch; entziindungshemmend;
Eugenol und Laubblattern
antiproliferativ; Apoptose induzierend; antioxitativ
gewonnen
Quercetin Beeren antiviral; entzindungshemmend; Anti-Tumor—Aktivitat
Gallussaure Beeren antiviral; entziindungshemmend; Anti-Tumor-Aktivitat

1.3  Kaempferia galanga

1.3.1 Botanische Merkmale

Kaempferia galanga L., Zingiberaceae, ist eine im tropischen Asien beheimatete, krautige,
ausdauernde Pflanze. Sie kann haufig in Stidchina, Thailand, Malaysia, Indonesien und auch in
Indien gefunden werden. In europdischen Breiten ist sie unter dem Namen Gewidirzlilie bekannt,
versteckt sich aber wie die beiden zuvor Erwadhnten hinter zahlreichen Synonymen. Die indische
Gewdirzlilie bildet wunderschone orchideenartige Bliten, die zwischen weil und violett
variieren konnen; dargestellt in der Abbildung 6, S.13. Die eher kleine Pflanze mit einer
Wuchshdhe von 10 bis 15 cm bildet meist zwei bis vier violett—griine Laubblatter aus, die 7 bis
14 c¢cm lang und 4 bis 9 cm breit sein kdnnen. Bei dem arzneilich verwendeten Pflanzenteil
handelt es sich um das Rhizom, zu Latein Kaempferiae galangae rhizoma - ein
Vermehrungsorgan, welches circa 2 cm grof3, und braunlich ist, einen elliptischen Querschnitt

aufweist, und zahlreiche, circa 1 cm dicke Seitenlaufer mit einer Lénge von bis zu 10 cm besitzt.
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Der Geruch ist stark gewirzhaft und aromatisch, abgerundet mit einem adstringierenden,

scharfen und bitteren Geschmack®° und [6].

Abbildung 6': Orchideenartige Bliite der indischen Gewiirzlilie

1.3.2 Chemische Merkmale

Kaempferia galanga ist eine sehr gut dokumentierte Pflanze. Der Wurzelstock beinhaltet
circa 2,5 % atherisches Ol, von dem wiederum circa 99 % der Inhaltsstoffe vollstindig aufgeklart
wurden. Bei den Hauptkomponenten handelt es sich vor allem um p-
Methoxyzimtsaureethylester, Zimtsaureethylester und Pentadekan. In der Literatur kénnen
auch noch andere chemische Verbindungen nachgelesen werden, wie 1,8—Cineol, Borneol,
Camphen, links— und rechtsdrehendes a—Pinen, A— 3—Caren, Kaempferol, Eucalyptol, B—
Caryophyllen, um nur einige wenige zu nennen (siehe Fulnote 9, S.13, FuRnote 12, S.13 und
[6]). Kapitel 3.4.1.2, S.117 listet jene Verbindungen auf, die im Zuge dieser Diplomarbeit durch

die Dereplikation des Rhizom-Extrakts von Kaempferia galanga aufgeschlisselt wurden.

% Fiir Literaturrecherche siehe Kapitel 6.1.1, S.156 unter padma.ch
10 Fiir Literaturrecherche siehe Kapitel 6.1.1, S.156 unter Gewiirzlilie

11 Fiir Bildrecherche siehe Kapitel 6.1.2, S.158 unter gingersofindia.com
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1.3.3 Pharmakologische Merkmale

Das Rhizom der indischen Gewdirzlilie besitzt einen stark aromatischen und gewiirzhaften
Geruch, verbunden mit einem bitteren, adstringierenden und scharfen Geschmack. Durch diese
Kombination macht der traditionelle Einsatz im Bereich des Magens als Stomachicum durchaus
Sinn. Durch den scharfen Geschmack tritt des Weiteren ein warmender Wirkmechanismus in
den Vordergrund.

Es gibt eine lange Auflistung an positiven Wirkungen von Kaempferia galanga. So ist die
entzlindungshemmende und analgetische Wirkung zu erwdhnen; Blatter und Rhizome werden
gegen Kopfschmerzen, Rheumatismus, Zahnschmerzen oder Magenschmerzen eingesetzt. Auch
die nematizide Wirkung gegen den Befall mit Fadenwiirmern oder die Mosquito-abwehrende
und larventdtende Potenz sind Basis flir weitere wichtige Einsatzbereiche der Extrakte.
Verschiedene experimentelle Untersuchungen stellten zudem eine vasorelaxierende,
antimikrobielle und antivirale Wirkung fest.

Die traditionell asiatische Medizin nutzt das Rhizom im Bereich Husten, Bluthochdruck
oder aber auch gegen Infektionen der oberen Atemwege. Sogar gegen Schuppen soll sie
wirksam sein. In den tibetischen Gebieten wird die Pflanze zum Auflésen von Blutgerinnsel oder
bei Stoérungen im Bereich des Verdauungstraktes verwendet (fir Literaturrecherche siehe

sowohl Seite 13, FuBnote 9 als auch unter [6].
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1.4 Problemstellung und Zielsetzung

Der Rahmen dieser Diplomarbeit ergab sich aus einer vorangegangenen Arbeit [7] in der
die Einflisse des gastrointestinalen Traktes auf pflanzliche Inhaltsstoffe untersucht werden
sollten. Zahlreiche Sekundarmetaboliten der oral eingenommenen pflanzlichen Heilmittel
erreichen frither oder spater das Darmmilieu, wo sie der im Darm angesiedelten mikrobiellen
Flora ausgesetzt sind. Ziel war es, herauszufinden, ob und in welcher Form pflanzliche
Triterpensduren im Bereich des menschlichen Verdauungssystems durch Interaktion an im
Darm lokalisierten Rezeptoren eine Wirkung erzielen kénnen. Fiir die Untersuchung von
biotransformierten Extrakten wurde das menschliche Magen-Darm-Milieu kiinstlich
nachgeahmt: Nach Simulation des pH-Wertes der Magenpassage wurde eine mogliche
Biotransformation durch eine 24 h Inkubation mit Mausekot durchgefiihrt. In einem
Transaktivierungsassay mit HEK293—Zellen'? testete man anschlieRend die Bioaktivititen der
einzelnen Extrakte. Besonderes Interesse galt der Aktivierung des TGR5—Rezeptors®® und des
FXR-Rezeptors'®. Im Zuge der Bioaktivitatstests stellte sich heraus, dass bei einer Konzentration
von 100 pg/ml eine signifikante Stimulierung des TGR5—Rezeptors durch gewisse Extrakte
eintrat. Dabei handelte es sich um Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry
(Blatenknospen), Pimenta dioica (L.) Merr. (Friichte) und Kaempferia galanga L. (Rhizom). Von
den jeweils verwendeten Pflanzen kamen nur entsprechende, in Klammer stehende
Pflanzenteile, zum Einsatz; diese in pulverisierter und gemahlener Form. Ein weiteres wichtiges
Ergebnis der Zelltests war die nicht vorhandene bis sehr geringe Zelltoxizitat. Von den drei
erwahnten Pflanzen konnte Syzygium aromaticum bei einer Konzentration von 100 ug/ml den
TGR5—-Rezeptor am besten stimulieren, gefolgt von Pimenta dioica und Kaempferia galanga [7].
Die genaue Herstellung und wie die einzelnen Tests durchgefiihrt wurden, kdnnen den Kapiteln
2.2.1, S.23 (Herstellung der Extrakte) und 2.2.11, S.50 (Luciferase—Assay) entnommen werden.
Aufgrund dieser ausreichenden und umfassenden Informationen konnte ein Angelpunkt fir
diese Diplomarbeit gefunden werden. Die Aufgabenstellung war folglich herauszufinden,
welche chemischen Inhaltsstoffe in den jeweiligen Pflanzen fiir die TGR5-Aktivierung

verantwortlich waren. Zuerst erfolgte die Analyse der Bioaktivitatstests der bereits getesteten

12 HEK293~Zellen = menschliche embryonale Nierenzellen, Zelllinie 293
13 TGR5—Rezeptor = G—Protein gekoppelter Rezeptor 19

14 EXR—Rezeptor = Farnesoid X—Rezeptor (Kernrezeptor)
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Extrakte [7]; dargestellt in Abbildung 7. Wie der Abbildung entnommen werden kann, war
Syzygium aromaticum jene Pflanze mit bester Aktivierungsfahigkeit des TGR5-Rezeptors in
HEK293-Zellen, daher sollte auch mit jener gestartet werden. Bei allen dreien wurde zuerst die
Dereplikation der Inhaltsstoffe durchgefiihrt. Daflir kamen verschiedene Chromatographie-
gekoppelte Massenspektrometer wie die LC-ESI-TOF- und die LC-ESI-lonenfallen—Anlage zum
Einsatz. Nach erfolgreicher Aufschlisselung des chemischen Profils, sollte mit Hilfe der
Literaturrecherche herausgefunden werden, ob bereits Publikationen mit den dereplizierten
Strukturen in Kombination mit der Pflanze und dem TGR5—Rezeptor vorlagen. Im Anschluss
sollten entsprechende chemische Verbindungen einzeln an HEK293—Zellen getestet werden, um
darauf die Wirkung des Extraktes letztlich begriinden zu kénnen. Alle Zelltests wurden
dankenswerterweise am Department fir Pharmakognosie der Universitdat Wien von Frau Dr.

Angela Ladurner durchgefihrt.
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Abbildung 7 zeigt die Resultate der Bioaktivitats-Testung der Extrakte von Syzygium aromaticum (rechts), Pimenta
dioica (Mitte) und Kaempferia galanga (links). In den Darstellungen ist die TGR5—Aktivierung bei unterschiedlichen
Konzentrationen abgebildet. Als Positivkontrollen dienten zum einen CDCA® (50 uM) und zum anderen LCA® (10
MM). Bei RFU handelt es sich um den relativen Fluoreszenz—Wert und bei RLU um den relativen Lumineszenz—Wert.
Auf der y—Achse geben daher die Werte RLU/RFU die Lumineszenz als MaR fir die TGR5-Aktivitat, normiert auf den
Fluoreszenz—Wert, wieder, der als Kontrolle der Transfektion und zum Nachweis der Viabilitat diente. Zum Einsatz
kamen die Proben SyzaroDMp_W_01 bei Syzygium aromaticum, PimdioDMp_W_01 bei Pimenta dioica und
KaegalDMp_W_01 bei Kaempferia galanga. Mittelwert +/- Standardabweichung, n=3

15 CDCA = Chenodesoxycholsiure

18 LCA = Lithocholsiure
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1.4.1 TGR5-Rezeptor

Der TGR5—Rezeptor [8, 9] spielte eine wichtige Rolle bei den Bioaktivitatstests. Die
jeweiligen Extrakte wurden an transfizierten HEK293-Zellen getestet, um herauszufinden, ob
diese in der Lage waren, den G—Protein gekoppelten Rezeptor zu stimulieren. Dieser Teil der
Diplomarbeit soll nun einen kurzen Uberblick (iber dessen Struktur und seine Funktionen im
menschlichen Kérper geben.

Im Jahr 2002 gelang es Maruyama et al. den ersten flir Gallensdauren spezifischen
membrandren G—Protein gekoppelten Rezeptor zu beschreiben. Dabei handelte es sich um den
TGR5—Rezeptor. Erist in zahlreichen Geweben des Menschen unterschiedlich stark exprimiert;
sehr hoch beispielweise im Gallenblasenepithel, Hift- und Krummdarm. Es konnen
unterschiedlichste intrazelluldre Signalwege durch den TGR5—Rezeptor aktiviert werden. Die
Struktur baut sich grundsatzlich aus 330 Aminosauren und 7 transmembrandren Helices auf.
Drei extrazellulare Schleifen stehen fir die Liganden—Wechselwirkungen zur Verfligung,
wahrend 3 intrazellulare Schleifen fir die Kommunikation mit Signalmolekiilen dessen Wirkung
komplementieren. Die intrazelluldre Schleife 3, der C— und der N— Terminus sind strukturell
variabel. Abbildung 8, S.18 stellt den Rezeptor im Detail dar. Eine weitere wichtige Erkenntnis
ist, dass das menschliche TGR5—-Gen auf dem Chromosom 235 vorkommt und eine hohe
Sequenzhomologie unter den Saugertieren aufweist.

Im menschlichen Korper kann der TGR5-Rezeptor zahlreiche Effekte induzieren, von
denen nun einige aufgezeigt werden. Einigen Studien zu Folge hat die Stimulierung des G—
Protein gekoppelten Rezeptors 19 eine entziindungshemmende Wirkung hervorgerufen. Diese
zeigt sich durch eine reduzierte Freisetzung von pro—inflammatorischen Zytokinen wie IL-1a, IL-
1B, IL-6 und TNF—a [9]. Auch im Bereich des Stoffwechsels spielt er eine wichtige Rolle.
Watanabe et al. fanden heraus, dass der TGR5—Rezeptor den Energieverbrauch, die Insulin-
Sekretion und Fettleibigkeit beeinflussen kann [9]. Eine wichtige metabolische Regulation an
Pankreas und Darm wird dem Rezeptor auBerdem noch zugeschrieben. Er sorgt fiir eine Balance
der Energie—Homoostase im braunen Fettgewebe und in den Muskeln und ist dadurch eine

wichtige Zielstruktur zur Regulation des basalen Stoffwechsels [9].
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Abbildung 87: G—Protein gekoppelter Rezeptor 1; ECL=extrazelluldre Schleifen; ICL=intrazelluldre Schleifen;

TMH=transmembranare Helix

17 Fiir Bildrecherche siehe Kapitel 6.1.2, S.159 unter researchegate.net
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2.1 Material

2 Material und Methoden

2.1.1 Drogenmaterial

Die verwendeten Pflanzenmaterialien wurden dankenswerterweise von der Firma

Padma AG, Motorenstralle 2a, 8623 Wetzikon, Schweiz, zur Verfligung gestellt.

Tabelle 2: Liste der verwendeten Pflanzen und Pflanzenteile

Pflanze Pflanzenteil Chargennummer
Syzygium aromaticum Caryophylli flos 21321101
Pimenta dioica Pimentae fructus 21362100
Kaempferia galanga Kaempferiae galangae rhizoma 21345300
2.1.2 Losungsmittel und Chemikalien
21.2.1 Losungsmittel
Die verwendeten Losungsmittel sind in Tabelle 3 angeflhrt:
Tabelle 3: Liste der verwendeten Losungsmittel
Losungsmittel Bezugsquelle Reinheit Chargennummer
Acetonitril VWR HiPerSolv Chromanorm 14D001940
Aqua bidestillata Eigenproduktion - -
Dichlormethan VWR OAB -
Dichlormethan VWR AnalaR NORMAPUR 12A300505
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Ethylacetat VWR OAB -
Ethanol - 96 % (OAB -
Methanol VWR OAB -
Methanol fiir HPLC
VWR HiPerSolv Chromanorm 1571684
geeignet
n-Hexan VWR Min. 95 % 81300512
Aceton Roth >99,9% 1027341
Toluol Merck >99,5% K40820519
2.1.2.2 Chemikalien
Tabelle 4 listet die eingesetzten Chemikalien auf.
Tabelle 4: Liste der zum Einsatz gekommenen Chemikalien
Chemikalien Bezugsquelle Reinheit Chargennummer
Natrium sulfuricum
siccum
Ninhydrin - - -
Polyamidgel fiir
Sdulenchromatographie Roth - 205229263
geeignet
Acidum formicicum conc. Glatt-Koller 98 % 606000331
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2.1.3 Referenzsubstanzen / Standardsubstanzen

Fiir die Bestatigung der Identifikation dereplizierter Verbindungen kamen verschiedene
Referenzsubstanzen zum Einsatz. Im Zuge der Quantifizierung der Triterpensduren wurden

spezifisch gesonderte Standardsubstanzen verwendet; Tabelle 5 listet diese auf.

Tabelle 5: Liste der zum Einsatz gekommenen Referenz- und Standardsubstanzen

Referenzsubstanz Bezugsquelle Chargennummer Produktnummer Reinheit Verwendung
4—Methoxy—

Fluka 433173 65420 - Referenz
Zimtsdure
Betulinsdure Phytolab 1095 89529 - Referenz
Chlorogensaure Roth 799398 3878 >95% Referenz
Corosolsdure Phytolab 7053 80065 93,73 %, Standard
Eugenol - - - - Referenz
Gallussaure - - - - Referenz
Linolensaure Acros A0267278 215040050 Min. 98,5 % Referenz
Maslinsdure Phytolab 6695 83209 92,15 % Standard
Oleanolsaure Sigma - Aldrich  SLBD5617V 05504 297 % Referenz
Oleanolsaure Phytolab 7279 89383 98,04 % Standard
Olsaure Sigma - Aldrich 75090 5508 - Referenz
Palmitinsdure Sigma - Aldrich  020M1581 P0O500 - Referenz
Stearinsdure Fluka BCBB2165 85679 - Referenz
Ursolsdure Phytolab 5684 89541 99,71 % Standard
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2.1.4 Ausristung und Geratschaften

» Analysenwaagen, Prazisionswaagen u.a. Sartorius

» CAMAG TLC Visualizer

» CAMAG UV-Lampe fir DC, Spriihkabinett

» Exsikkator

» Festphasen—Spritze: Phenomenex mit Fritte (PorengrofRe 20 um), Volumen 3 ml

» Glasmaterial wie Rundkolben, Eprouvetten, Becherglaser, Messkolben, Spitzkolben,
Trichter, DC-Spriiher, Messzylinder, Wageschiffchen, Glaspipetten, Scheidetrichter,
Glasstédbe, ... u.a. der Firma Duran, Glasfirn, Fortuna, Brand

» HeiBluftfon, Kihlschrank, Gefrierschrank, Magnetrihrer

» HPLC-Vials, Eppendorf-Gefilie, RollrandgefdaRe

» Kolbenhubpipetten von Eppendorf

» Mikrokapillaren der Firma Blaubrand

» Muffen, Klammern, Ringe, Eisengestange, Korkringe

» Probenkonzentrator von Techne

» Rotavapor der Firmen Biichi, Heidolph, u.a.

» Ultraschallbad: Transsomic T460 EIma

» verschiedene Zentrifugen u.a. von Eppendorf, Heidolph, IKA, Heraeus Instruments

> Vortexer: IKA Vortex Genius 3

2.1.5 Der Mausekot

Die Biotransformation der Extrakte erfolgte mit aufgeschwemmtem Mausekot, zur
Verfligung gestellt von der Max F. Perutz Laboratories Animal Facility in Kooperation mit Prof.
David Berry. Ziel war es, herauszufinden, ob durch die Behandlung aktive Metaboliten
entstehen, die den TGR5-Rezeptor vermehrt stimulieren kénnen. Mit Hilfe von TGR5-
Transaktivierungsassays konnten entsprechende Daten erhalten werden. Nahere
Informationen Uber die Handhabung des Mausekotes und der Tests konnen der

vorangegangenen Diplomarbeit von Mag. Nadina Faur entnommen werden [7].
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2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung der Extrakte

Das Extraktionsverfahren wurde Gibernommen und adaptiert [10] und gliedert sich in zwei

grolRe Abschnitte:

1. Schritt—Eigentliche Extraktion:

a. getrocknetes, zermahlenes Probenmaterial (300 mg) wurde in ein Zentrifugenréhrchen
gegeben

b. mit n—Hexan (5 ml), fir circa 1 min unter stdndigem Schitteln am Ultraschallbad
entfettet

c. absitzen lassen und der Uberstand mit Pasteurpipette entfernt

d. die 1. Extraktion mit Dichlormethan (7 ml) fiir 15 min am Ultraschallbad durchgefiihrt

e. der Extrakt durch einen Trichter, der mit Watte ausgestopft war, filtriert und das Filtrat

in einem Rundkolben aufgefangen = Dichlormethan—Extrakt

f. die 2. Extraktion erfolgte mit Methanol fiir 15 min am Ultraschallbad; dabei wurde der
Riickstand aus dem Zentrifugenrohrchen inklusive der Watte, die bei der 1. Extraktion
verwendet wurde, in ein weiteres Zentrifugenrohrchen Uberfihrt, extrahiert und in
weiterer Folge

g. zentrifugiert (10 min bei 3500 UpM) und der Uberstand dekantiert = Methanol-Extrakt

h. beide Extrakte wurden in einem Rundkolben vereinigt (Methanol— und Dichlormethan—

Extrakt) und am Rotavapor eingetrocknet
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2. Schritt—Entfernung der Tannine:

a. der getrocknete Extrakt wurde in einem Rundkolben mit Methanol (4 ml) am
Ultraschallbad wiederaufgenommen

b. eine Festphasen—Spritze (Volumen 3 ml) mit Fritte (PorengréBe 20 um) mit 600 mg
Polyamid befillt (Staubmaske!)

c. der Extrakt durch das Polyamid filtriert und in einem Rundkolben aufgefangen

d. 2-mal mit je 4 ml Methanol nachgewaschen

e. die vereinten Eluate auf eine zahfliissige Konsistenz am Rotavapor eingeengt (es muss
aber die Pipettierfahigkeit erhalten bleiben)

f. in ein zuvor beschriftetes und ausgewogenes RollrandgefalR tiberfiihrt

g. Finaler Schritt: im Exsikkator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet

Die Extrakte von Syzygium aromaticum, Pimenta dioica und Kaempferia galanga wurden aus
einer vorangegangenen Diplomarbeit bereitgestellt (siehe [7]). Im Zuge der Analysen wurde die
vorhandene Menge an Kaempferia galanga jedoch aufgebraucht, daher musste erneut ein
Extrakt hergestellt werden. Die eingesetzte Drogenmenge wurde so angepasst, dass mehr
Extrakt gewonnen werden konnte. Es wurde 3g getrocknetes und gepulvertes Ausgangsmaterial
eingesetzt und nach dem zuvor beschriebenen Verfahren extrahiert, wobei auch alle
Losungsmittelvolumina verzehnfacht wurden. Die Tabelle 6 zeigt, wie die jeweiligen

Probenbezeichnungen lauten.

Tabelle 6: Probenbezeichnungen

Pflanze Extrakt 1 Extrakt 2
Syzygium aromaticum Syzaro(DM) SyzaroDMp_W
Pimenta dioica PimdioDM PimdioDMp_W
Kaempferia galanga Kaegal_DM KaegalRDMp
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2.2.2 Gewinnung des dtherischen Ols von Kaempferia galanga

Die Gewinnung des dtherischen Ols von Kaempferia galanga war ein wichtiger Schritt um
herauszufinden, welche Inhaltsstoffe in der Lage waren, die HEK293—Zellen zu stimulieren. Der
Einsatz einer Wasserdampfdestillation war dafiir notwendig. Die Apparatur ermdglichte die
Separierung der fliichtigen Inhaltsstoffe. Die genaue Vorgangsweise soll nun naher erlautert
werden.

Zu Beginn erfolgte die Einwaage von 2,0 g gemahlener, pulverisierter Droge auf einem
Wageschiffchen. Der Inhalt wurde anschliefend in einen 100 ml Erlenmeyerkolben ohne Schliff

mit 20 ml Wasser Uberfihrt. Abbildung 9 zeigt die fiir die Gewinnung verwendete Apparatur.

5 1
2
6 3
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7

Abbildung 9: Apparatur zur Gewinnung des dtherischen Ols von Kaempferia galanga. 1: U-Rohr aus Glas; 2: kleine
Eprouvette vorgefillt mit etwas Methanol; 3: Becherglas mit kaltem Wasser; 4: Laborboy; 5: in Wasser getranktes
Papiertuch zur Kiihlung; 6: Erlenmeyerkolben mit gemahlener, pulverisierter Droge mit 20 ml Wasser versetzt; 7:

beheizbaren Magnetrihrer

Um ausreichende Durchmischung zu gewahrleisten, beinhaltete der Erlenmeyerkolben ein
kleines Magnetrihrstabchen, welches den Siedeverzug durch Verwirbelung ausreichend
verhinderte. Nachdem die Probe vorsichtig mit dem Magnetrihrer erwarmt wurde, entstand
Wasserdampf, der gezielt in einem U—Rohr aus Glas kondensierte. Daflir verwendete man ein
nasses Papiertuch, welches das Rohr im letzten Drittel umwickelte. Als Auffangbehaltnis diente
eine kleine Eprouvette, die in einem mit Eiswasser geflillten Becherglas stand. Um die Aufnahme

des dtherischen Ols zu férdern, wurde das untere Viertel der Eprouvette mit Methanol befiillt.
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Die Tabelle 7 beinhaltet alle fiir die Wasserdampfdestillation gewdhlten Parameter. Die
gesamte Prozedur dauerte 1,5 h. Das Auffangbehaltnis kam am Ende gut verschlossen mit
Parafilm und Alufolie Giber Nacht in den Kihlschrank. Am nachsten Tag konnte ein kleiner,
deutlich sichtbarer, intensiv riechender Tropfen, bestehend aus atherischem Ol, erkannt
werden. Der Tropfen wurde mit Hilfe einer GC-Spritze (10 ul) vorsichtig abgesaugt und in ein
HPLC—Flaschchen mit 1000 pl Methanol Uberfiihrt. Die Droge wurde als KaegalRM_AEO
bezeichnet. Ndhere Details (iber die weitere Verarbeitung und Verwendung des dtherischen Ols
kénnen dem Kapitel 3.4.3, S.130 entnommen werden. Das gewonnene atherische Ol hatte einen

intensiven wirzigen Geruch mit einer leichten gelb / braunlichen Verfarbung.

Tabelle 7: Parameter fiir die Wasserdampfdestillation

Gerdt (Magnetriihrer) IKA RH basic 2
Temperatur Stufe 4,2
Umdrehung Stufe 4,5
Dauer der Destillation 1,5h

2.2.3 Herstellung der Vergleichslosungen der Referenzsubstanzen

Der Nachweis zahlreicher Verbindungen mit Referenzsubstanzen war ein weiterer
wichtiger Schritt zur Festigung der Ergebnisse, die durch die Dereplikation erhalten wurden.
Tabelle 5, S.21 listet die verwendeten Referenzsubstanzen auf. Die Flissigkeit in den HPLC—
Flaschchen, die fiir die Vergleichslaufe Anwendung fanden, hatte eine Konzentration von 1,0
mg/ml. Die Referenzlésungen wurden durch Einwaage (1,0 mg) mit der Analysenwaage und
anschliefendem Losen mit 1,0 ml Methanol am Ultraschallbad hergestellt, dicht verschlossen

und lichtgeschitzt im Kihlschrank aufbewahrt.
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2.2.4 Herstellung der Verdiinnungsreihe

Fir die Quantifizierung der Triterpensdauren wurde eine Verdiinnungsreihe in 2 Abschnitten

angelegt:

1. Schritt: Herstellung der Stammldsungen

Es wurden 2,0 mg jeder einzelnen Triterpensdaure (Oleanolsdure, Maslinsaure,
Ursolsaure und Corosolsdaure) jeweils in einen sauberen 2 ml Messkolben eingewogen und
dieser mit Methanol bis zur Eichmarke aufgefiillt. AnschlieRend erfolgte eine 15-miniitige
Behandlung am Ultraschallbad, um ein vollstindiges Auflésen zu gewahrleisten. Die

Endkonzentration in jedem einzelnen Messkolben betrug 1,0 mg/ml.

2. Schritt: Anlegung der Verdiinnungsreihe

Von den vier hergestellten Lésungen wurde je 1,0 ml in einen 10 ml Messkolben
uberfihrt und mit Methanol bis zur Eichmarke aufgefiillt. Die Endkonzentration im Messkolben,
der am Schluss ein Gemisch aller vier Triterpensauren beinhaltete, war 100,0 ug/ml pro Analyt.
Abbildung 10, S.28 zeigt den genauen Aufbau der Verdiinnungsreihe. Fiir die Herstellung
wurden verschiedenste Messkolben unterschiedlicher Fassungsvolumina (5 ml, 10 ml, 20 ml, 25
ml und 50 ml) verwendet. Die schnelle Bereitung der Losungen ist Voraussetzung, um
Verdunstung weitgehend zu vermeiden. Ausgehend von den verschiedenen
Endkonzentrationen (2 pug/ml, 5 pg/ml, 10 ug/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml und 100 pg/ml) erfolgte
die Abfiillung der Triplikate in HPLC—Flaschchen. Aulerdem wurde eine Qualitatskontrolle bei
einer Konzentration von 16 pg/ml durchgefiihrt. Es wurden insgesamt 48 Flaschchen inklusive
der Proben und Methanol-Leerproben hergestellt und analysiert; die Messkolben nach
Gebrauch dicht mit Stoppel und Parafilm verschlossen und im Kihlschrank aufbewahrt. Der
genaue Ablauf der eigentlichen Quantifizierung kann dem Kapitel 2.2.5.5, S.39 entnommen

werden.
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Abbildung 10: Verdiinnungsreihe fiir die Quantifizierung der vier Triterpensduren
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2.2.5 HPLC-DAD-CAD

Von Syzygium aromaticum, Pimenta dioica und Kaempferia galanga konnten
verschiedene Extrakte und Fraktionen erhalten und mit Hilfe eines HPLC-DAD-CAD-
Instruments deren chemisches Profil aufgeschlisselt werden. Mit der HPLC (High-Performance
Liquid Chromatography) gelang die Auftrennung der Analysengemische. Die Detektion erfolgte
mit einem DAD (Diode-array detector) und einem universell einsetzbaren Detektor, dem CAD

(Charged Aerosol Detector). Im Folgenden werden diese Geratschaften erlautert.

2.2.5.1 HPLC!&19

Der Begriff ,Flussigkeitschromatographie” wurde im friihen 20. Jahrhundert vom
russischen Botaniker und Biochemiker Mikail Semenowitsch Tswett definiert und gepragt. S.
Tswett gelang es, ein Pflanzenfarbstoffgemisch in einer Saule zu trennen, welche mit einem
entsprechenden Sorbent beflllt war. Die Versuchsanordnung zeigte eine unterschiedlich starke
Wechselwirkung der Inhaltsstoffe mit einer stationdaren und einer mobilen Phase. Auf diesem
Basisprinzip erfolgten verschiedene Weiterentwicklungen und Optimierungen, sodass Mitte des
20. Jahrhunderts die HPLC ins Leben gerufen und die ersten industriell hergestellten HPLC-
Saulen der Firma Merck auf den Markt gebracht wurden. Die Abbildung 11, S.30 soll den
allgemeinen Aufbau einer HPLC—Anlage zeigen.

Um nun eine erhaltene Probe analysieren zu kdnnen, muss diese so vorbereitet werden,
dass sie in geloster Form in HPLC—Flaschchen abgefillt werden kann. Mit Hilfe eines
Autosamplers erfolgt im Anschluss die Injektion eines zuvor eingestellten definierten Volumens
einer Probe Uber ein Druckschleifenventil in die HPLC-Anlage. Dabei wird die Probe in einen
zuvor aufgebauten kontinuierlichen Strom der mobilen Phase eingeleitet. Die
FlieRgeschwindigkeit betragt typischerweise 100 pl/min—-2 ml/min. Im Anschluss kommt es zur

Auftrennung der Inhaltsstoffe durch Wechselwirkung mit der stationdaren Phase. Bei dieser

18 Literaturstelle im Kapitel 6.1.1, S.157 unter waters.com

19 Literaturstelle im Kapitel 6.1.1, S.157 unter web.archive.org
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handelt es sich um eine Saule, deren Packungsdichte essentiell fir die Trennung ist. Die GrolRe
der Partikel kann zwischen 1-50 um variieren und muss der jeweiligen Probe angepasst werden.
Der Druckbereich herkdmmlicher HPLC-Anlagen bewegt sich im Bereich 100-350 bar, aber auch
héhere Driicke kdnnen méglich sein.?®

Wichtig ist, dass vor der eigentlichen Trennung die ideale FlieBmittel-zusammensetzung
und die geeignete Sdule gefunden werden. Diese Prozedur wird als Methodenoptimierung

bezeichnet. Nahere Informationen zu dieser sind im Kapitel 2.2.5.4, S.33 enthalten.

Losungsmittel

HPLC — Pumpen + Mischer

Autosampler

AR

VA

S&ulenofen

DAD

Z
Z
Z
Z
Z
Z
Z
z

Abbildung 112*: Allgemeiner Aufbau einer HPLC—-Anlage

Sind die richtigen Einstellungen gefunden, kénnen die Probenkomponenten getrennt
werden. Dabei verlassen die Inhaltsstoffe die HPLC—Saule gemaR der Starke der Retention. Es
wird im Allgemeinen zwischen der Normalphasen- und der Umkehrphasenchromatographie
unterschieden. Bei der erstgenannten Chromatographie-Art kommen Materialien wie Kieselgel
oder Aluminiumoxid zum Einsatz. Die Umkehrphasenchromatographie greift vorwiegend auf
chemisch modifizierte Kieselgele (z.B. C18-modifiziertes Kieselgel) zurick. Im Zuge dieser

Diplomarbeit kam immer letztere zum Einsatz.

20 |iteraturrecherche siehe Kapitel 6.1.1, $.156 unter kromidas.de

21 Bjldrecherche siehe Kapitel 6.1.2, S.158 unter Arellanolimitada.com
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Das Eluat, welches die getrennten Probenkomponenten enthalt, wird mit den an die
HPLC gekoppelten Detektoren untersucht. Fiir diese Arbeit kamen sowohl der DAD als auch der
CAD zum Einsatz. Mit diesen war es moglich, Chromatogramme zu erstellen, indem das
Analysengemisch aufgetrennt vorlag. Auf der x—Achse befand sich die Zeit und auf der y—Achse
die Intensitat des Detektorsignals. Ein Beispiel fir ein Chromatogramm kann unter der
Abbildung 20, S.62 betrachtet werden. In den folgenden zwei Kapiteln werden nun die beiden

Detektortypen naher beschrieben.

2.2.5.2 DAD?*

Die Abktirzung DAD steht fiir Diode—Array—Detector, ein UV/VIS—Detektor der bei allen
Analysen zum Einsatz kam. Dieses Gerat misst die Lichtabsorption der Probe im ultravioletten
bzw. visuellen Wellenlangenbereich. Dabei kommt ein polychromatischer Lichtstrahl zum
Einsatz, der nach dem Durchtritt der Probe mit Hilfe eines optischen Gitters in seine spektralen
Teilstrahlen zerlegt wird. Die Messung der Lichtintensitat erfolgt nicht durch eine einzelne
Photodiode, sondern durch die Anordnung vieler einzelner. Dabei kann die Anzahl der Dioden
zwischen 512 bis 1024 schwanken. Der ausdruckliche Vorteil dieser Geratschaft ist, dass durch
die Anzahl der Dioden verschiedene Wellenlangen gleichzeitig erfasst werden kénnen. Somit
ermoglicht der DAD zu jedem einzelnen Messzeitpunkt im Chromatogramm das gesamte
UV/VIS—Spektrum des Eluats aufzunehmen. Bei dem Endergebnis handelt es sich um ein
dreidimensionales Chromatogramm, mit den Achsen Zeit, Wellenlange und Absorption. Der

grolSe lineare Bereich tragt tGiberdies zu einem guten Ergebnis bei.

22 |iteraturrecherche im Kapitel 6.1.1, S.156 unter chemgapedia.de
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2.2.5.3 CAD?

Im Jahr 2002 wurde von Dixon und Peterson eine neuartige Technologie beschrieben,
der Charged Aerosol Detector (CAD). Dabei handelt es sich um einen weitgehend universell
einsetzbaren massenabhangigen Detektor, der jedoch nicht in der Lage ist flichtige
Verbindungen zu detektieren (siehe Abbildung 12, S.33). Bei den experimentellen Analysen im
Zuge dieser Arbeit waren sowohl der DAD als auch der CAD haufig gekoppelt, damit
Verbindungen, die mit dem einen nicht sichtbar waren, mit dem anderen jedoch detektiert
werden konnten. Fir die Analysen kam das Gerat Corona ultra RS Charged Aerosol Detector der
Firma Thermo Scientific zum Einsatz.

Um nun Gemische mit dem CAD analysieren zu kénnen, missen diese zunachst
aufgetrennt werden. Die Separierung erfolgte mittels der HPLC, wie bereits im Kapitel 2.2.5,
S.29 erwdhnt. Nachdem das HPLC—Eluat den DAD passiert hatte, erfolgte fiir die weitere Analyse
im CAD die Zerstdaubung des Eluates mit Stickstoff. Im Anschluss kam es zur Trocknung der
entstandenen Tropfchen. Durch die Trocknung konnte die mobile Phase entfernt und analytisch
relevante Partikel der semi- und nichtfliichtigen Komponenten erhalten werden. Diese erhielten
im Anschluss eine Ladung, welche von einem sekundaren Stickstoffstrom Ubertragen wurde.
Der sekundare Stickstoffstrom erhalt seine Ladung durch lonisation wahrend der Passage an
einem hochspannungsfiihrenden Platindraht. Der Flul} elektrisch-geladener Aerosol-Partikel
wird schlieBlich mit Hilfe eines hochempfindlichen Elektrometers gemessen [12]. Dabei kommt
es zu einem Signal, das im direkten Verhéltnis zur Quantitit des vorhandenen Analyten steht?%.
Wichtig ist, dass der Response weitgehend unabhangig von den physikochemischen
Eigenschaften des Analyten, aber stark abhangig von der Loésungsmittel-Zusammensetzung ist.
Auch hier entsteht ein Chromatogramm, welches auf der x—Achse die Zeit und auf der y—Achse

die Intensitat widerspiegelt.

23 Literaturrecherche im Kapitel 6.1.1, S.156 unter dionex.com

24 Literaturrecherche im Kapitel 6.1.1, S.156 unter chemie.de
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Coeng voa 13
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Abbildung 122°: Corona ultra RS Charged Aerosol Detector der Firma Thermo Scientific

2254 FlieBmittel und Methodenoptimierung

Im Folgenden werden alle Parameter, Bedingungen und verwendete Gerate angegeben,
die zur Auftrennung und Analyse der jeweiligen Proben notwendig waren. Fiir alle Extrakte
ausgehend von Syzygium aromaticum, Kaempferia galanga und Pimenta dioica konnte eine
geeignete Methode fiir eine optimale Auftrennung gefunden werden. Zusatzlich werden in
diesem Kapitel auch Informationen beziiglich der flr die Quantifizierung und die Analyse von
Fraktion 5 (Kaempferia galanga) verwendeten Methoden gegeben.

Eine wirkliche Hilfe bei den Methodenoptimierungen war Dr. Martin Zehl, der durch die
jahrelange praktische Erfahrung auch eine Vielzahl an Informationen lieferte, die gezielt fiir die
Optimierung genutzt werden konnten. So war es moglich mit einigen wenigen Wiederholungen
die Methode so auszureifen, dass sie fiir die entsprechenden Auftrennungen und Analysen
eingesetzt werden konnte.

Im AnschlieRenden soll in die einzelnen Methodenoptimierungen im Detail Einblick

gegeben werden.

% Bildrecherche siehe Kapitel 6.1.2, S.158 unter dionexsoftron.de
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Methodenoptimierung 1: Kaempferia galanga

Die Tabelle 8 zeigt sowohl die eingesetzten Geréate als auch die eingestellten Parameter.

Der FlieBmittelgradient ist in Tabelle 9, S.34 dargestellt.

Tabelle 8: HPLC-Parameter fiir die Methodenoptimierung 1-3 von Kaempferia galanga, Syzygium aromaticum

und Pimenta dioica

Gerat Dionex Ultimate 3000 RSLC

Acclaim Cigder Firma Thermo Scientific
Stationare Phase PartikelgroRe: 3 pm; PorengroRe: 120 A; Saulendimension: 2,1 x 150 mm

Chargennummer: 018-01-139; Produktnummer: 059130

FlieBmittel A: 0,1%ige wassrige Ameisensaure
Mobile Phase
FlieBmittel B: Acetonitril

Temperatur des
25°C
Saulenofens

Detektion und UV -
DAD (180—400 nm) und CAD (Dionex Corona ultra RS Charged Aerosol Detektor
Bereich des DAD
der Firma Thermo Scientific)

2,000 pl (Kaempferia galanga und Syzygium aromaticum); 3,000 ul (Pimenta
Injektionsvolumen
dioica)

Tabelle 9: FlieRmittelgradient fiir die Methodenoptimierung 1 von Kaempferia galanga

Nummer Zeit (min) Fluss (ml/min) % B
1 0,000 0,500 5,0
2 45,000 0,500 95,0
3 55,000 0,500 95,0
4 56,000 0,500 5,0
5 66,000 0,500 5,0
6 66,000 Stopp-Laufzeit
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Methodenoptimierung 2: Pimenta dioica

Die Tabelle 8, S.34 zeigt sowohl die eingesetzten Gerate als auch die eingestellten
Parameter. Der FlieBmittelgradient ist in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: FlieBmittelgradient fiir die Methodenoptimierung 2 fiir Pimenta dioica

Nummer Zeit (min) Fluss (ml/min) % B
1 0,000 0,500 5,0
2 14,000 0,500 26,0
3 28,000 0,500 75,0
4 38,000 0,500 95,0
5 48,000 0,500 95,0
6 49,000 0,500 5,0
7 56,000 0,500 5,0
8 56,000 Stopp-Laufzeit
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Methodenoptimierung 3: Syzygium aromaticum

Die Tabelle 8, S.34 zeigt sowohl die eingesetzten Gerate als auch die eingestellten

Parameter. Der FlieBmittelgradient ist in der Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: FlieBmittelgradient fur die Methodenoptimierung 3 fur Syzygium aromaticum

Nummer Zeit (min) Fluss (ml/min) %B
1 0,000 0,500 5,0
2 10,000 0,500 25,0
3 18,000 0,500 65,0
4 30,000 0,500 89,0
5 31,000 0,500 95,0
6 40,000 0,500 95,0
7 41,000 0,500 5,0
8 50,000 0,500 5,0
9 50,000 Stopp-Laufzeit
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Methodenoptimierung 4:

Quantifizierung der Triterpensduren in Pimenta dioica und Syzygium aromaticum

Die Tabelle 12 zeigt sowohl die eingesetzten Gerate als auch die eingestellten Parameter.

Der FlieBmittelgradient ist in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 12: Parameter fir die Methodenoptimierung 4 fiir die Quantifizierung der Triterpensaduren in Syzygium

aromaticum und Pimenta dioica

Gerat Dionex Ultimate 3000 RSLC

Acclaim Cigder Firma Thermo Scientific; Partikelgrofe: 3
Stationdre Phase pum; PorengrofRe: 120 A; Saulendimension: 2,1 x 150 mm

Chargennummer: 018—01-139; Produktnummer: 059130

FlieBmittel A: 0,1%ige wassrige Ameisensaure

Mobile Phase
FlieBmittel B: Methanol
Temperatur des Sdulenofens 10°C
DAD und CAD (Dionex Corona ultra RS Charged Aerosol
Detektion
Detektor der Firma Thermo Scientific)
UV - Bereich des DAD 180—400 nm
Injektionsvolumen 3,000 pl

Tabelle 13: FlieBmittelgradient fir die Quantifizierung der Triterpensauren in Syzygium aromaticum und Pimenta

dioica

Nummer Zeit (min) Fluss (ml/min) %B
1 0,000 0,300 80,0
2 22,000 0,300 91,0
3 22,500 0,300 95,0
4 32,000 0,300 95,0
5 32,500 0,300 80,0
6 42,000 0,300 80,0
7 42,000 Stopp-Laufzeit
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Methodenoptimierung 5: Fraktion 5 von Kaempferia galanga

Die Tabelle 14 zeigt sowohl die eingesetzten Gerate als auch die eingestellten Parameter.

Der FlieBmittelgradient ist in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 14: Parameter fiir die Methodenoptimierung fiir die Fraktion 5 von Kaempferia galanga

Gerat Dionex Ultimate 3000 RSLC
Acclaim Cigder Firma Thermo Scientific; Partikelgrofe: 3
Stationdre Phase um; PorengrofRe: 120 A; Saulendimension: 2,1 x 150 mm
Chargennummer: 018—01-139; Produktnummer: 059130
FlieBmittel A: 0,1%ige wassrige Ameisensdure
Mobile Phase
FlieBmittel B: Acetonitril
Temperatur des Sdulenofens 35°C
DAD und CAD (Dionex Corona ultra RS Charged Aerosol
Detektion
Detektor der Firma Thermo Scientific)
UV - Bereich des DAD 180-400 nm
Injektionsvolumen 2,000 pl
Tabelle 15: FlieRmittelgradient fir die Fraktion 5 von Kaempferia galanga
Nummer Zeit (min) Fluss (ml/min) % B
1 0,000 0,300 65,0
2 30,000 0,300 95,0
3 40,000 0,300 95,0
4 40,500 0,300 65,0
5 49,500 0,300 65,0
6 49,500 Stopp—Laufzeit
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2.2.5.5 Quantifizierung der Triterpensauren

In den Proben von Syzygium aromaticum und Pimenta dioica erfolgte die Quantifizierung
der enthaltenen Triterpensduren. Bei Syzygium aromaticum handelte es sich um die
Oleanolsaure als Hauptkomponente und die Maslinsaure. Pimenta dioica enthielt hingegen vier
Triterpensduren und zwar die Maslinsdure, Ursolsdure, Corosolsdure und die Oleanolsaure in
fallenden Konzentrationen. Die gesamte Quantifizierung erfolgte mit der HPLC-DAD—CAD-
Anlage mit der Methodenoptimierung 4, wie sie im Kapitel 2.2.5.4, S.33 erlautert wurde. Fir die
Quantifizierung wurde die in Kapitel 2.2.4, S.27 beschriebene Verdiinnungsreihe verwendet,
wobei von jeder Konzentration (2 pg/ml, 5 ug/ml, 10 pug/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml und 100 pg/ml)
vier HPLC—Flaschchen befillt wurden. Das ergab insgesamt 32 Flaschchen inklusive des QC—
Standards und der Methanol-Leerproben. Fiir jede Konzentration erhielt man vier Werte, die
die jeweilige Peakflache im CAD-Chromatogramm in pAxmin reprasentierten. Daraus erfolgte
die Berechnung der Mittelwerte, die fiir die Erstellung der Eichgerade angewendet wurden. Im
Anhang unter Kapitel 7.4, S.171 sind alle erhaltenen Ergebnisse tabellarisch abgebildet.
AuBerdem werden alle ermittelten Eichgeraden fir jede einzelne Triterpensaure dargestellt.
Aus den Diagrammen kénnen auch die Werte der analysierten Proben entnommen werden, die
entsprechend markiert wurden. Tabelle 16 zeigt die Konzentrationen der eingesetzten Proben
in den HPLC—Flaschchen. Die Vermessung der Proben erfolgte jeweils viermal, daher waren es

letztlich 48 HPLC—Flaschchen, die fiir die gesamte Quantifizierung analysiert wurden.

Tabelle 16: Konzentration der Probenldsungen in den HPLC-Flaschchen

Arbeitsbezeichnung Konzentration in den HPLC-Flaschchen
Syzaro(DM) 0,218 mg/ml
SyzaroDMp_W 0,272 mg/ml
PimdioDMp 5 mg/ml
PimdioDMp_W_01 6,025 mg/ml
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2.2.6 LC-ESI-TOF*®

Die Anwendung der Gerdtekombination LC-ESI-TOF spielte bei der
Molekulargewichtsbestimmung der einzelnen Verbindungen in den Extrakten eine
entscheidende Rolle. Dabei steht der Begriff LC-ESI-TOF in diesem Fall fur die Kopplung der
Ultrahochleistungsflissigkeitschromatographie (UHPLC) mittels Elektrospray-lonenquelle (ESI)
an ein Flugzeit—-Massenspektrometer (TOF=time of flight). Die Funktionsweise der UHPLC dhnelt
der HPLC, wie sie im Kapitel 2.2.5, S.29 beschrieben wurde, allerdings kann hier unter h6herem
Betriebsdruck getrennt (1000-1300 bar) und somit kleiner Partikel als stationdre Phase
verwendet werden. Die UHPLC bietet verschiedene Vorteile im Vergleich zur HPLC. So kénnen
Proben schneller und zeitsparender, mit einer héheren Auflésung getrennt und analysiert
werden. Zudem wird eine héhere Sensitivitat erreicht.

Das aus der UHPLC austretende Eluat wird Giber einen kleine Verbindungskapillare zur
ESI-Einheit weitertransportiert und dabei circa 1:8 mit Hilfe eines T-Stlicks gesplittet. Bei der
Elektrospray—lonisation handelt es sich um ein schonendes lonisierungsverfahren. Dabei wird
die eintretende Probe durch eine Mikrokapillare gepumpt und mit Hilfe eines angelegten
elektrischen Feldes und einem regulierbaren Stickstoff-Zerstaubungsgasstroms in einen
geladenen Spray verwandelt. Nach Verdampfen des Losungsmittels entstehen dabei lonen der
zumeist intakten Analytmolekile mit unterschiedlichen Ladungszahlen. Es kénnen sowohl
Anionen als auch Kationen mit der ESI erhalten werden. Dabei entstanden unterschiedliche
Verbindungen, so zum Beispiel protonierte Molekile ([M+nH]"), deprotonierte Molekiile ([M-
nH]™) oder Natrium-Adduktionen ([M+Na]*).

Die entstehenden lonen werden im Anschluss im Flugzeit Massenspektrometer
analysiert. Im Falle dieser Diplomarbeit kam ein Reflektor—Flugzeit—Massenspektrometer zum
Einsatz. Mit diesem war es mdglich, auf vier Nachkommastellen genaue Molekilmassen zu
erhalten. Fur die eigentliche Messung ist es notwendig, dass die von der lonenquelle erzeugten
lonen im Flugrohr beschleunigt werden. Dies geschieht durch einen kurzen Spannungsstof3; im
Anschluss wird die Flugzeit der lonen Uber eine gewisse Flugstrecke gestoppt, um auf das
Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis (m/z) schlieRen zu kdnnen. Die Tragheit spielt dabei eine

essentielle Rolle, denn je groRer und schwerer das zu untersuchende lon ist, desto trager ist es

%6 |iteraturrecherche im Kapitel 6.1.1, S.156 unter tu-chemnitz.de
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auch und umso langer benétigt es eine gewisse Distanz zu Uberwinden. Sowohl die hohe
Massenaufldsung als auch die Detektion fast aller erzeugten lonen sind erklarte Vorteile dieser
Geratekombination. Die Summenformel-Bestimmung erfolgte mittels Smart Formula—
Algorithmus (Bruker Compass DataAnalysis 4.2).

Fir diese Diplomarbeit wurden sowohl im Positiv— als auch im Negativ—lonenmodus
Massenspektren aufgenommen, wodurch eine Dereplikation der Extrakte moglich war. Obwohl
dieses Verfahren eine sehr hohe Massenauflosung besal}, entstand bei Massengleichheit ein
Problem bei der Differenzierung moglicher Inhaltsstoffe. Durch Kombination der LC—ESI-TOF
mit den Daten der LC—ESl-lonenfalle war es moglich, nahezu alle Verbindungen zu

dereplizieren. Letztere Methode wird im nachsten Kapitel beschrieben.

2.2.7 LC-ESl-lonenfalle?’

Die Anwendung der LC—ESI-lonenfalle erfolgte einerseits zur Uberpriifung der LC—
ESI-TOF Ergebnisse und andererseits um weitere Verbindungen zu identifizieren, die aufgrund
gleicher Massen nicht eindeutig zu unterscheiden waren. Ein groRer Vorteil der lonenfalle ist,
dass MS"-Spektren aufgenommen werden kénnen. Dadurch ist es moglich, Teilstrukturen einer
chemischen Verbindung herauszufinden. Mit Hilfe der lonenfalle kann man einzelne
Strukturelemente wie etwa einen abgespaltenen Zucker detektieren. Die Masse der
betroffenen Teilstruktur kann aus dem Massenspektrum herausgelesen werden, wodurch die
Moglichkeit besteht, sukzessive eine Struktur aufzuklaren. Bevor dies jedoch machbar ist, muss
zunachst die Probe mit einer HPLC oder dhnlichem Gerat (siehe im Kapitel 2.2.5.1, S.29)
aufgetrennt und anschlieBend Gber das ESI-Verfahren ionisiert (siehe im Kapitel 2.2.6, S.40)
werden. Die durch diesen Prozess entstehenden lonen werden nun in einem Quadrupolfeld
»gefangen” gehalten. Dort kreisen sie innerhalb der Falle in stabilen 3—dimensionalen Bahnen.
Es werden entweder alle lonen (in einem weiten m/z-Bereich) oder nur gewisse lonen durch die
angelegten Spannungen in der Falle gehalten. Werden nun die Spannungen geandert, kdnnen
bestimmte lonen die lonenfalle iber einen Spalt verlassen und so ein gezielter Massen—Scan
der vorhandenen lonen durchgefiihrt werden. Fiir die Erfassung werden die lonen instabil

gemacht und auf einen Detektor ,,geschossen”. Dabei entsteht ein lonenstrom, der gemessen

%7 Literaturrecherche im Kapitel 6.1.1, S.156 unter univie.ac.at
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wird; daraus kann das Massenspektrum durch eine geeignete Software generiert werden. Die
Aufnahme kann sowohl im negativen als auch im positiven Modus erfolgen. Bei dem
eingesetzten Gerat handelte es sich um eine HCT 3D Quadrupol-lonenfalle der Firma Bruker
Daltonics; Abbildung 13 zeigt das Gerat.

Die Fragmentierung ist ein wichtiger Punkt, der kurz angefiihrt werden soll. In der
lonenfalle kénnen zundchst lonen mit einem bestimmten Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z)
isoliert werden. Durch anschliefende StoRe mit einem Hintergrundgas (He) erfolgt eine
Anregung der Vorlauferionen bis Teilstrukturen abgespalten und die entstehenden
Fragmentionen in entsprechenden MS"-Spektrum erfasst werden®®. Das Muster der
Fragmentierung ist letztlich fir jedes Molekil charakterisitisch und kann als Fingerprint einer
Verbindung angesehen werden?®.

Alle MS-Messungen wurden freundlicherweise von Dr. Martin Zehl am Department fir

Pharmakognosie durchgefiihrt.

Abbildung 13: HCT 3D Quadrupol-lonenfalle der Firma Bruker Daltonics

2.2.8 Diinnschichtchromatographie

Alle DC-Analysen erfolgten unter Kammersattigung, wobei stets klares und einphasiges
FlieBmittel zum Einsatz kam. Es wurde immer darauf geachtet, dass gentigend Gemisch im Trog
war. Die Beschriftung der Platten geschah immer vor dem Auftragen, wobei die Laufstrecke am
Start mit 1,5 cm und an der Front mit 0,5 cm begrenzt wurde und die Platte eine Gesamtlange

von 10 cm hatte; somit betrug die Laufstrecke 8 cm. Fiir das Auftragen der Proben kamen

28 |iteraturrecherche im Kapitel 6.1.1, S.156 unter zimmermann.chemie.uni-rostock.de

29 Literaturrecherche im Kapitel 6.1.1, S.156 unter univie.ac.at
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Mikrokapillaren zum Einsatz, mit denen handisch und strichférmig die Proben zu gleichen
Volumina aufgetragen wurden, um Mengenverteilungen bei der Analyse abschatzen zu kdnnen.
Vor der Entwicklung der DC erfolgte immer eine Kontrolle unter UV 254 nm, um sicher zu gehen,
dass eine ausreichende Menge aufgetragen wurde; dies konnte anhand der Intensitat der
Violettfarbung abgeschatzt werden.

Die Detektion fand unterschiedlich statt, meist jedoch durch Besprihen und
anschlieBendes Erhitzen. Am haufigsten konnten die Spots mit Vanillin / Schwefelsdure—Losung
sichtbar gemacht werden, auBer bei der Sichtbarmachung der Nylon—6—Derivate; hier kam
Jodl6sung zum Zug. Die Auswertung der Platten erfolgte sowohl an Tageslicht als auch mit den

beiden Wellenldangen bei UV 254 + 366 nm.

2.2.8.1 Stationare Phase

Hierbei kam Kieselgel 60 Fzs4 auf Aluminiumfolien unterschiedlicher GréRen, der Firma

Merck (Darmstadt, Deutschland) zum Einsatz.

2.2.8.2 Mobile Phase

Flr Syzygium aromaticum und Kaempferia galanga erfolgte die optimale Auftrennung

des Inhaltsstoffprofiles durch folgendes FlieBmittel:
FlieBmittel 1: Toluol + EtOAc + HCOOH + MeOH + Aceton + H,0 (4:2:1:0,5:0,25:0,25)

Eine Grundvoraussetzung war das Einhalten exakter Mengenverhéltnisse, um eine

Mehrphasenbildung zu vermeiden; das eingesetzte FlieRmittel musste klar und einphasig sein.
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2.2.8.3 Spriuhreagenzien

Die nachstehende Tabelle 17 zeigt alle verwendeten Spriihreagenzien, die zum

Nachweis dienten:

Tabelle 17: Liste der verwendeten Spriihreagenzien

Vanillin / Schwefelsidure-Losung 0,5 ml Anisaldehyd + 10 m|l CHsCOOH 96% + 85 ml

Methanol + 5 ml konzentrierte H2SOa

JodI6sung 0,5 ml 0,5 M Jodlésung + 5 ml 2N H2SO4

Anisaldehyd-Spriihreagenz 425 ml Methanol + 50 ml konz. Essigsaure + 25 ml

Schwefelsdure + 2,5 ml Anisaldehyd

0,2% ethanolische Ninhydrin-L6sung 10 ml 96% EtOH + 20 mg Ninhydrin

Naturstoffreagenz 5g Naturstoffreagens (A) + 495 ml Methanol

2.2.8.4 DC-Auftragslosungen fiir den Nylon—-6—Nachweis

Eine Vergleichsprobe der |6slichen Nylon-6-Derivate aus dem Polyamid-Gel wurde im
Wesentlichen wie in Kapitel 2.2.1, S.23 beschrieben hergestellt. Der einzige Unterschied im
Procedere war, dass kein pulverisiertes, gemahlenes Ausgangsmaterial verwendet wurde,
sondern nur reiner Methanol wie er auch schon bei der Herstellung der Extrakte Verwendung
fand. Die Festphasen—Extraktionsspritze wurde mit 900,0 mg Polyamid befillt und mit
Methanol durchfeuchtet. AnschlieBend erfolgte ein dreimaliger Waschvorgang mit je 4,0 ml
Methanol. Die Sammlung der Eluate (12,0 ml) erfolgte in einem Rundkolben mit anschlielender
Eintrocknung am Rotavapor.

Im trockenen Zustand waren dann im Gefal} weiRe Schleier sichtbar. Zum Schluss erfolgte
die Wiederaufnahme des Riickstandes in 500 ul Methanol.

Auch die Herstellung einer Methanol-Vergleichslésung war notwendig um allfallige Riickstande
im Losungsmittel nachweisen zu kdnnen. In diesem Fall wurde der reine Methanol (12 ml) in

einem Rundkolben eingetrocknet und anschliefend wieder in 500 ul Methanol gel6st.
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2.2.9 Automatisierte Saulenchromatographie

Die automatisierte Saulenchromatographie wird auch als Flash-Chromatographie
bezeichnet und kam fiir die Fraktionierung des Extraktes KaegaRDMp von Kaempferia galanga
zum Einsatz (siehe Kapitel 3.4.3, S.130). Die Tabelle 18, S.46 zeigt die fir die Separierung
gewdhlten Parameter, wahrend die Tabelle 19, S.46 den FlieBmittelgradient wiedergibt.

Bevor die Trennung gestartet werden konnte, musste die Probe in Methanol geldst und
in einen tarierten Rundkolben Uberfiihrt werden. Dieser beinhaltete exakt die gleiche Menge
an Kieselgel 60 wie an Probe (1:1 = Probe:Kieselgel 60). Nachdem alles vereinigt war, erfolgte
die Verdampfung des Methanols durch einen Rotavapor. Im Anschluss wurde der Rickstand in
eine Kartusche mit Fritte Gbergefiihrt, welche bildlich in Abbildung 14 dargestellt ist. Die Probe
wurde in diesem Fall in trockener Form auf die untere Fritte aufgebracht, mit reinem Kieselgel
60 bedeckt und mit einer oberen Fritte verschlossen. AnschlieBend wurde die Sdule mit der
Probe im Saulenkopf in die Puriflash-Anlage eingebaut. Zur Detektion ist der ELSD angewendet
worden. Die Entscheidung, welche Peaks gemeinsam in Fraktionen gesammelt wurden, basierte
auf dem ELSD-Signal. Hier waren es 22 Fraktionen. Die weitere Verarbeitung der gesammelten
Fraktionen kann dem Kapitel 3.4.3, S.130 entnommen werden. Dort wird genau beschrieben,
welche Fraktionen anhand der DC vereinigt wurden, um diese anschlieend an HEK293—Zellen

testen zu lassen.

|
Fritte
>_ Reines RP Cis-
% Kieselgel
o
Probe verrieben mit
Fritte

RP Cis-Kieselgel

Abbildung 14: Kartusche fir die Flashchromatographie mit Probe
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Tabelle 18: Parameter fiir die Fraktionierung des Extraktes von Kaempferia galanga

Gerat Puriflash 4250 von der Firma Interchim

Stationdre Phase Puriflash RP-C18, HQ, 6 g, max. 22 bar der Firma Interchim

FlieRmittel A: Wasser

Mobile Phase

FlieRmittel B: Acetonitril
Temperatur des Saulenofens 25°C
Detektion ELSD

Tabelle 19: FlieBmittelgradient fiir die Fraktionierung des Extraktes von Kaempferia galanga

Nummer Zeit (min) Fluss (ml/min) %B
1 0,0 5,0 5,0
2 45,0 5,0 95,0
3 60,0 5,0 5,0




Material und Methoden

2.2.10 Gaschromatographie

Die Gaschromatographie (GC) ist eine prazise, schnelle und einfache Methode, um
flichtige und temperaturunempfindliche Verbindungen trennen und detektieren zu kénnen.
Mittlerweile ist sie in analytischen Labors kaum mehr wegzudenken. Einer von vielen Vorteilen
dieser Methode ist, im Vergleich zu &lteren, die geringere Voraussetzung an technischem
Knowhow. Vor jeder Analyse ist die Wahl der Sdule, des Detektors und des Tragergases
essentiell. Die Sdule kann entweder fliissiges oder festes Packungsmaterial beinhalten. Neben
diesem spielt auch die Lange der Saule eine wichtige Rolle. Je langer sie ist, desto langer ist die
Retentionszeit und desto besser ist in der Regel die Trennleistung. Auch die
Saulenofentemperatur bzw. der Temperaturgradient und die Flussrate des Tragergases haben
enormen Einfluss auf die Auftrennung. Als Tragergas kommt haufig Stickstoff oder Helium zum
Einsatz [13].

Die Probenvorbereitung ist ein weiterer wichtiger Schritt; so muss das Losungsmittel
beispielsweise leicht fliichtig sein. Im Anschluss erfolgt die Injektion eines definierten Volumens
der Probe mit einer GC—Spritze. Dieses wird im Injektor schlagartig verdampft, mit dem
Tragergas durch die Saule transportiert und dabei entsprechend dem Verteilungsgleichgewicht
der einzelnen Komponenten zwischen mobiler und stationdrer Phase aufgetrennt. Die
separierten chemischen Inhaltsstoffe verlassen anschlieBend nacheinander die Saule und
konnen hierauf mit unterschiedlichen Methoden detektiert werden. Im Zuge dieser
Diplomarbeit wurden zwei verschiedene GC—Systeme eingesetzt. Mit dem einem kann die
Menge quantifiziert und mit dem anderen die einzelnen Verbindungen des atherischen Ols von
Kaempferia galanga identifiziert werden. Die nachfolgenden zwei Kapitel gehen auf diese nun

naher ein.
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2.2.10.1 GC-FID

Der Flammenionisationsdetektor ist ein sehr weit verbreiteter Detektor mit einer relativ
hohen Nachweisgrenze. Er ist aufgrund seiner Robustheit und seiner Generalitdt sehr beliebt,
weil nahezu alle organischen Verbindungen detektiert werden kénnen.

Die GC—FID wurde in dieser wissenschaftlichen Arbeit fur die Quantifizierung eingesetzt,
um festzustellen, wie die Mengenverhiltnisse der einzelnen Verbindungen im &therischen Ol
waren.

Abbildung 15, S.49 lichtet das eingesetzte GC-FID—Gerat ab, wahrend die Tabelle 20 die

verwendeten Parameter beinhaltet3°.

Tabelle 20: Parameter fir die GC-FID

Gerat Perkin Elmer GC Autosystem XL

Saule Quarzglas; Lange: 10 m; Durchmesser: 0,25 mm
Stationare Phase SE-54 CB (0,25 um)

Tragergas N2 (5.0)

Dauer 35 min

Temperaturgradient 0—73 min; 50-270 °C; 3 °C/min

Flussrate 1,0 ml/min

Saulenfluss 1,67 ml/min

Einspritzmenge 1 ul des 1:1000 in CH2Cl, verdiinnten dtherischen Ols
Detektion FID, 270 °C

30 Fiir Literaturrecherche siehe Kapitel 6.1.1, S.156 unter Flammenionisationsdetektor



Material und Methoden

Abbildung 15: Darstellung der GC—FID

2.2.10.2 GC-MS

Die Massen der Inhaltsstoffe des dtherischen Ols von Kaempferia galanga kénnen mit
der GC—MS aufgeklart werden. Da das mittels ElektronenstoRionisation (El) gebildete M**- -lon
oft instabil ist und vollstandig zerfallt, kann das Molekulargewicht nicht immer bestimmt
werden. Allerdings eignet sich das Fragmentierungsmuster meist sehr gut zur Identifizierung.

Die Tabelle 21, S.50 beinhaltet alle wichtigen Parameter, mit denen die

Massenbestimmung durchgefiihrt wurde. Abbildung 16 zeigt das verwendete Gerat.

Abbildung 16: Darstellung der GC-MS
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Tabelle 21: Parameter fur die GC-MS

Sadulenofens

Gerat Shimadzu GC MS Serie QP 2010
Zebron ZB5; Lange: 60 m; Durchmesser: 0,25 mm;
Saule
Schichtdicke: 0,25 pum
Tragergas Helium 5.0; Druck 181,2 kPa
Dauer 45 min
Temperaturgradient 6 °C/min
Flussrate 13,0 ml/min
Saulenfluss 1,67 ml/min
Starttemperatur / finale Temperatur des
50°C/270°C

Einspritzmenge und Einspritztemperatur

1 ul des 1:1000 in CH2Cl, verdiinnten dtherischen Qls; 50 °C

Detektion Massenspektrometer; Messbereich m/z 40-500
lonisation El bei 250 °C
2.2.11 Luciferase Reportergen Assay

Die Durchfiihrung der gesamten zelluldren Tests erfolgte dankenswerterweise durch Frau
Dr. Angela Ladurner am Department fir Pharmakognosie der Universitat Wien. Die TGR5—
Transaktivierungsassays waren essentiell fiir den Nachweis, ob einzelne Verbindungen oder
aber auch Fraktionen eine Aktivitdt auf den TGR5-Rezeptor zeigten.

Informationen sollen den Arbeitsverlauf der Tests wiedergeben. Alle hier angegebenen Daten

wurden von Frau Dr. Angela Ladurner freundlicherweise bereitgestellt.

Die folgenden
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Tag1

- 6x10° HEK293-Zellen auf eine 15 cm groRe Zellkulturschale ausbringen
- zur Kontrolle 4 x 10° HEK293—-Zellen in eine andere 10 cm groBe Zellkulturschale

ausbringen

Tag 2:

Calciumphosphat-Transfektion:

- die Zellen unter dem Mikroskop kontrollieren

- Transfektions—Mixtur herstellen

- im Allgemeinen werden die Plasmide (Response—Element, Expressionsplasmid und GFP)
in entsprechenden Verhaltnissen zugefiigt und das Volumen der Mixtur auf 656 pl mit
ddH,0 aufgefiillt. AnschlieBend 750 pl 2x HBS zugeben und die Proben mischen; letzter
Schritt: mit 94 pl 2M CaCl; ergdanzen und die Proben sofort mit einem Vortexer

homogenisieren.

fiir den TGRS5:

- 5 ug TGR5-Expressionsplasmid, 5 pg CRE-Luc—Plasmid und 3 pg EGFP-Plasmid
verwenden

- die Mischungen bei Raumtemperatur 20 min stehen lassen

- nach diesem Inkubationsschritt werden die Losungen tropfchenweise den Zellplatten

zugegeben und diese anschlieRend 6 h inkubiert

Vorbereitung der Probenlésungen und erneutes Aussden

- generell werden fir 1 ml Probenlosung 996 pl gestripptes Medium + 4 ul 1000 x
Stammldsung der Probe bendtigt

- 50 ul der Probenlésung vor der erneuten Aussaat in jede Mikrotiterplatte zufligen
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Erneutes Aussden der Zellen

nach 6-stlindiger Transfektion wird die erneute Aussaat gestartet. Die Platten werden
zuerst mit PBS gewaschen und dann 2 ml Tris/EDTA auf die 15 cm und 1 ml auf die 10
cm Zellkulturplatte aufgetragen; inkubieren lassen fir 2—3 min. 8 ml des HEK293-
Kulturmediums hinzugeben und die resuspendierte Zellsuspension in ein Falcon—
Zentrifugenrohrchen transferieren; weiter waschen und die zurlickbleibenden Zellen in
ein anderes Falcon—Zentrifugenrohrchen geben. 8 min zentrifugieren bei 1400
Umdrehungen pro Minute. AnschlieRend die Pellets in 10 ml gestripptes Medium
resuspendieren und die Zellen zahlen.

Ubertrage 50 000 Zellen pro 150 ul pro Well in der Zellkulturplatte; vorsichtig schiitteln

und fur 24 h inkubieren lassen

das Medium absaugen und die Zellkulturplatte sofort bei — 80 °C schockgefroren; die

Platten miissen mind. 1 h gekihlt werden; messbar 1 Woche lang

Messung

zuerst muss das Gerat Genios Pro entsprechend vorbereitet werden

Die eigentliche Messung erfolgt mit folgendem Lysepuffer: fur 2 Platten: 9,6 ml ddH,0 +
2,4 ml Lysis—Puffer + 12 ul CoA + 12 ul DTT

Platten aus dem Kihlschrank holen und 50 pl Lysepuffer in jedes Well der
Zellkulturplatte zugeben. 10 min schitteln und anschlieRend 40 ul auf eine schwarze

Platte geben; fir 1 min schiitteln und anschliefend mit dem Gerat Genios Pro messen.




Material und Methoden

Verwendete Medien und Plasmide

» HEK293—komplett-Kulturmedium

o DMEM weilRes mit 4,5 g/l Glucose, Glutamin, Penicillin/Streptomycin, 10 %

hitzeinaktiviertes FBS

» HEK293 behandeltes Medium

o DMEM weiBes mit 4,5 g/l Glucose, Glutamin, Penicillin/Streptomycin, 5 %
behandeltes FBS

> Plasmide

o TGR5: GPBAR 1 (nicht markiert) humaner G-Protein—gekoppelter Gallensdure
Rezeptor 1 (GPBAR1), Transkript—Variante 3, NM_170699.1; gekauft von Origene
(0G-SC123315)

o CRE=LUC: pGL4.29[luc2P/CRE/Hygro] Vector; gekauft von Promega (# E8471)

o EGFP: pEGFP-N1 Vektor Information PT3027-5 GenBank Zugang # U 557662;
gekauft von BDBiosciences (#6085-1)
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3 Resultate

3.1 Vorarbeit: Erhalt der Extrakte und Testergebnisse

Im nun folgenden Teil der Diplomarbeit wird die Herangehensweise besprochen und es
werden Aufschllsse darliber gegeben, wie diese wissenschaftliche Arbeit am Department fir
Pharmakognosie der Universitat Wien angelegt wurde. Bevor jedoch ,,medias in res” gegangen
wird, soll noch einmal eine kurze Replik tiber die Entstehung des Diplomarbeitsthemas geben
werden.

Die zentrale Fragestellung leitete sich aus einer bereits vorangegangenen Diplomarbeit
ab, in der Einfliisse des gastrointestinalen Traktes auf pflanzliche Inhaltsstoffe untersucht
werden sollten [7]. Da die Applikation vieler pflanzlicher Heilmittel oral erfolgt, werden die
Inhaltsstoffe auch friiher oder spater dem Darmmilieu ausgesetzt und von der mikrobiellen

Flora in unterschiedlicher Art und Weise umgewandelt.

Ziel dieser vorangegangenen Diplomarbeit war es, ein Darmmilieu nachzuahmen, um den
Einfluss des Verdauungsprozesses auf die Inhaltsstoffe verschiedener pflanzlicher Extrakte zu
beleuchten und zu verifizieren, ob dabei auch aktive Metaboliten entstehen. Die Untersuchung
von biotransformierten und nicht-biotransformierten Extrakten stand hierbei im Vordergrund,
wobei die Biotransformation durch eine 24-Stunden Inkubation mit Mausekot durchgefiihrt
wurde. In einem Transaktivierungsassay mit HEK293-Zellen wurden anschlieBend die
Bioaktivitaiten der einzelnen Extrakte getestet. Diese Zellen besitzen verschiedenste
Rezeptoren, wobei in diesem Versuch der TGR5— und der FXR-Rezeptor essentielle Rollen
spielten. Die verwendeten und getesteten pflanzlichen Extrakte wurden nach ihrem Gehalt an
Triterpenoiden ausgewadhlt, da die Rezeptoren durch diese Verbindungen besonders gut
aktiviert werden kdnnen. Anhand der Testergebnisse kristallisierten sich verschiedene Pflanzen
heraus, die in der Lage waren, in einer Konzentration von 100 pug/ml den TGR5—Rezeptor
signifikant zu stimulieren.

Dabei handelte es sich um Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry (Blitenknospen),
Pimenta dioica (L.) Merr. (Friichte), Kaempferia galanga L. (Rhizom), Potentilla aurea L. (Kraut)

und Glycyrrhiza glabra L. (Wurzeln) [7].
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Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit wurden die Extrakte folgender drei Pflanzen
fir weiterfihrende Untersuchungen gewahlt: Syzygium aromaticum, Pimenta dioica und
Kaempferia galanga. Sie waren in der Lage den TGR5—Rezeptor zu aktivieren, wobei Syzygium
aromaticum jene Pflanze war, die bei einer Konzentration von 100 pg/ml sogar eine bessere
Bioaktivitat erzielte als die entsprechenden Positivkontrollen (50 uM CDCA bzw. 10 uM LCA).
Pimenta dioica hingegen zeigte eine geringere, aber doch eine deutlich vorhandene
Modulierung, allerdings nur bei 100 ug/ml. Kaempferia galanga ergab eine noch etwas
geringere Aktivierung als dies bei Pimenta dioica der Fall war (siehe Abbildung 7, S.16), wobei
diese schon bei 30 pg/ml auftrat Ein weiteres wichtiges Ergebnis war die sehr geringe bis
fehlende Zelltoxizitat, die so aber bei allen erwdahnten Pflanzenextrakten vorlag. Die Extrakte
von Syzygium aromaticum, Pimenta dioica und Kaempferia galanga, die in der vorliegenden
Diplomarbeit verwendet wurden, waren bereits fertig hergestellt, wobei auch die
entsprechenden Testergebnisse bereits vorlagen. Ndhere Informationen Ulber die genaue
Herstellung und wie die einzelnen Tests durchgefiihrt wurden, kann der Diplomarbeit von Mag.
Faur entnommen werden [7].

Aufgrund dieser umfassenden Vorarbeiten konnte ein guter Startpunkt fiir diese Arbeit
gefunden werden. Es sollte mit jener der drei Pflanzen begonnen werden, die am besten in der

Lage war, den TGR5-Rezeptor an den HEK293—Zellen zu stimulieren.

Deshalb wurde die wissenschaftliche Arbeit mit der Gewiirznelke begonnen, die nicht
nur aufgrund ihres besonderen aromatischen Duftes aus der Weihnachtszeit gut bekannt sein
sollte, sondern auch ihres besonderen Aussehens wegen. Der zum Einsatz gekommene
Pflanzenteil war die Bliitenknospe in pulverisierter, gemahlener Form. Daraus erfolgte die
Herstellung des Extraktes nach dem Extraktionsverfahren, wie es im Kapitel 2.2.1, S.23
beschrieben ist. Dieser wurde nun in vier verschiedenen Konzentrationen gemessen (100 pg/ml,
30 pg/ml, 10 pg/ml, 3 pg/ml) [7]. Die Durchfihrung der Zelltests kann im Kapitel 2.2.11, S.50
nachgelesen werden; alle Zelltests wurden von Frau Dr. Angela Ladurner durchgefiihrt.

In Verwendung war die Probe mit der Bezeichnung SyzaroDMp_W_01, bei der sich eine
ausgepragte dosisabhangige Bioaktivitat zeigte. Die Aktivierung des TGR5—Rezeptors war bei

einer Konzentration von 100 pg/ml und 30 pg/ml groRer als bei den Positivkontrollen, die mit
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CDCA3! (50 pM) und LCA3 (10 pM) durchgefiihrt wurden. Erst bei den getesteten
Konzentrationen von 10 pg/ml und 3 pg/ml zeigte sich eine geringere Bioaktivitat, als die der
Kontrollsubstanzen (siehe Abbildung 17).

Bei den RFU33-Werten handelt es sich um die Fluoreszenz-Intensitat und bei RLU34 um die
Lumineszenz-Intensitat. Auf der y—Achse geben daher die Werte RLU/RFU die gemessene
Lumineszenz, als Indikator der TGR5—Aktivitdt, normiert auf den Fluoreszenz—Wert wieder, der
uns als Kontrolle der Transfektion und zum Nachweis der Viabilitat dient.

In der rechten Abbildung (Abbildung 17) kann man sehr gut erkennen, dass bei den
Konzentrationen 100 pg/ml, 30 pg/ml, 10 ug/ml oder 3 pg/ml kein Absterben der Zellen eintrat.
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30 - 175-
.
26 - 150- bz =
2%‘;2 %)
E%g: z 1254
2 161 e § 100
gi%: 2 oz
S5 81 & 050
2 $1 0.25-
§ Lo 1 0.00-
. N Y \ N N N
,,e?“ .\o?“ & & 0,01* \0?‘\ NI @Q‘o
P & o= §F & & &
DN @;\ @ ¥ o & &7 &
7 7 $ / 7 >
’ eQ/ *Q/ Q/ s s &
= S & o é)* F K .;°°
° & # ot 37 & I ¢
i ¥ & & & o

Abbildung 17: Die linke Abbildung zeigt die TGR5—Aktivierung bei unterschiedlichen Konzentrationen. Dabei wurde
die nicht-biotransformierte Probe SyzaroDMp_W_01 verwendet. Die Aktivitat ist bei den Konzentrationen 100
pg/ml und 30 pg/ml sogar groRer, als die der Positivkontrollen CDCA (50 uM) und LCA (10 uM). Die rechte
Abbildung demonstriert die nicht vorhandene Zelltoxizitat. Die Versuche wurden dreimal wiederholt (n=3). Bei RFU
handelt es sich um den normierten Fluoreszenz—Wert und bei RLU um den normierten Lumineszenz—Wert. Auf der
y—Achse geben daher die Werte RLU/RFU die gemessene Lumineszenz, als Indikator der TGR5-Aktivitdt, normiert
auf den Fluoreszenz—Wert, der uns als Kontrolle der Transfektion und zum Nachweis der Viabilitat dient, wieder.

Mittelwert +/- Standardabweichung

Durch die Analyse der Transaktivierungsassays im Vergleich mit den anderen beiden getesteten

Pflanzenextrakten konnte festgestellt werden, dass es sich bei Syzygium aromaticum um jenen

31 CDCA = Chenodesoxycholsiure
32 | CA = Lithocholsdure
33 RFU = Relative fluorescence unit = normalisierte Fluoreszenz-Intensitét

34 RLU = Relative luminescence unit = normalisierte Lumineszenz-Intensitat
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Extrakt handelte, der bei einer Konzentration von 100 pug/ml am besten in der Lage war den
TGR5—Rezeptors zu aktivieren. Der nachste logische Schritt konnte mit der Aufklarung der
chemischen Mannigfaltigkeit der Inhaltsstoffe gefunden werden, da man wissen mochte,
welche Verbindungen nun tatsachlich fir die Wirkung verantwortlich waren. Das
Hauptaugenmerk der analytischen Betrachtung richtet sich dabei aber auf die Identifizierung
jener Inhaltsstoffe, die einerseits eine agonistische Aktivitdt auf den TGR5—Rezeptor besitzen

und andererseits keine Zelltoxizitat aufweisen sollten.

Der zweite groRe Teil dieser wissenschaftlichen Arbeit beschaftigte sich ausgiebig mit
dem Extrakt, das aus den pulverisierten, gemahlenen Friichten von Pimenta dioica gewonnen
wurde. Die Herstellung des Extraktes ist im Kapitel 2.2.1, S.23 erldutert. Im Zuge der
vorangegangenen Diplomarbeit [7] sind bereits sehr wichtige Vorarbeiten erledigt worden,
sodass die Arbeit direkt mit diese Daten begonnen werden konnte; die Daten aber auch die
Extrakte von Pimenta dioica wurden von Mag. Nadina Faur zur Verfligung gestellt.

Die zur Verfiigung gestellten Proben wurden in vier verschiedenen Konzentrationen
gemessen (100 pg/ml, 30 pg/ml, 10 pg/ml, 3 pg/ml). Bei der Probe PimdioDMp_W_01 konnte
man erkennen, dass bei einer Konzentration von 100 pg/ml eine deutliche, aber geringere
Bioaktivitat als bei den Positivkontrollen CDCA und LCA vorlag. Bei einer Konzentration von 30
pug/ml, 10 pg/ml, und 3 pg/ml war nur mehr eine sehr geringe oder gar keine Modulation
ersichtlich; es war keine so schone dosisabhdngige Wirkung wie bei Syzygium aromaticum
vorhanden; Abbildung 18, S.58 zeigt das Testergebnis. Die Werte RLU und RFU wurde bereits in
diesem Kapitel diskutiert.

Der schwarze Balken in den jeweiligen Abbildungen zeigt die nur mit Vehikel-Kontrolle
behandelten HEK293-Zellen. Es kann behauptet werden, dass die Testresultate
vielversprechend ausfielen, da zum einen eine erwiinschte positive TGR5—Modulation und zum
anderen keine zellschdadigende Eigenschaft der getesteten Extrakte vorlagen. In der rechten
Abbildung ist ersichtlich, dass bei den Konzentrationen 100 pg/ml, 30 pg/ml, 10 ug/ml oder 3

ug/ml kein Absterben der Zellen vorlag.
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Abbildung 18 Die linke Abbildung zeigt die TGR5— Aktivierung bei unterschiedlichen Konzentrationen. Dabei wurde
die nicht biotransformierte Probe PimdioDMp_W_01 verwendet. Die Aktivitat ist bei der Konzentrationen 100
ug/ml groR, aber trotzdem kleiner als die der positiven Kontrollen CDCA (50 uM) und LCA (10 uM). Bei den
Konzentrationen 30 pg/ml, 10 pg/ml und 3 pg/ml kam es nur mehr zu einer sehr geringen oder gar keine
Modulation des TGR5—Rezeptors. Die rechte Abbildung demonstriert die nicht vorhandene bis geringe Zelltoxizitat.
Die Versuche wurden dreimal wiederholt (n=3). Bei RFU handelt es sich um den normierten Fluoreszenz-Wert und
bei RLU um den normierten Lumineszenz—Wert. Auf der y—Achse geben daher die Werte RLU/RFU die gemessene
Lumineszenz, als Indikator der TGR5-Aktivitdt, normiert auf den Fluoreszenz—Wert, der uns als Kontrolle der

Transfektion und zum Nachweis der Viabilitat dient, wieder. Mittelwert +/- Standardabweichung

Der nachste logische Schritt zum Ziel war die Aufklarung des chemischen
Inhaltsstoffprofils von Pimenta dioica, da man, wie auch bei Syzygium aromaticum,
herausfinden mochte, welche Inhaltsstoffe fir die TGR5—Modulation verantwortlich waren. Die

Vorgangsweise war prinzipiell die gleiche wie bei Syzygium aromaticum.

Der dritte groBe Teil dieser wissenschaftlichen Arbeit beschaftigte sich ausgiebig mit
jenem Extrakt, welcher aus dem pulverisierten, gemahlenen Rhizom von Kaempferia galanga
gewonnen wurde. Die Herstellung des Extraktes ist im Kapitel 2.2.1, S.23 erldutert. Im Zuge der
vorangegangenen Diplomarbeit [7] sind bereits sehr wichtige Vorarbeiten erledigt worden,
sodass direkt mit den Daten losgestartet werden konnte. Frau Dr. Angela Ladurner fiihrte alle
Zelltests durch und anschlieBend wurden die daraus erhaltenen Daten von Mag. Nadina Faur
zur Verfigung gestellt. Aus dieser Fille erhaltener Informationen konnten verschiedene

wichtige Erkenntnisse abgeleitet werden, auf die nun naher eingegangen wird.
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Die zur Verfligung gestellten Proben wurden in vier verschiedenen Konzentrationen
gemessen (100 pg/ml, 30 pg/ml, 10 pg/ml, 3 ug/ml). Bei der Probe KaegalDMp_W_01 konnte
man erkennen, dass bei einer Konzentration von 100 pg/ml und 30 pg/ml eine deutliche, aber
geringere Bioaktivitat als die der Positivkontrollen CDCA und LCA vorlag. Bei einer Konzentration
von 10 pg/ml und 3 pg/ml war nur mehr eine geringe Modulation ersichtlich (siehe Abbildung
17, S.56). Abbildung 19 zeigt das Testergebnis, wobei die rechte Abbildung demonstriert, dass
bei den Konzentrationen 100 pg/ml, 30 pug/ml, 10 ug/ml und 3 pg/ml kein Absterben der Zellen
eintrat.

Der nachste logische Schritt zum Ziel war die Aufklarung des chemischen
Inhaltsstoffprofils des Extraktes von Kaempferia galanga, da man herausfinden wollte, analog
wie bei Syzygium aromaticum und Pimenta dioica, welche Inhaltsstoffe fiir die TGR5-

Modulation verantwortlich waren.
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Abbildung 19 Die linke Abbildung zeigt die TGR5—Aktivierung bei unterschiedlichen Konzentrationen. Dabei wurde
die nicht-biotransformierte Probe PimdioDMp_W_01 verwendet. Die Aktivitdt ist bei den Konzentrationen 100
pg/ml und 30 pg/ml groB, aber trotzdem kleiner als die der Positivkontrollen CDCA (50 uM) und LCA (10 uM). Bei
den Konzentrationen 10 pg/ml und 3 pg/ml kam es nur mehr zu einer geringen Modulation des TGR5—Rezeptors.
Die rechte Abbildung demonstriert die nicht vorhandene bis geringe Zelltoxizitdt. Die Versuche wurden dreimal
wiederholt (n=3). Bei RFU handelt es sich um den normierten Fluoreszenz—Wert und bei RLU um den normierten
Lumineszenz—Wert. Auf der y —Achse geben daher die Werte RLU/RFU die gemessene Lumineszenz, als Indikator
der TGR5-Aktivitat, normiert auf den Fluoreszenz—Wert, der uns als Kontrolle der Transfektion und zum Nachweis

der Viabilitat dienten. Mittelwert +/- Standardabweichung
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3.2 Syzygium aromaticum

3.2.1 Dereplikation der Inhaltsstoffe

Die Dereplikation ist ein sehr wichtiger und zentraler Baustein in der Wirkstofffindung
eines Extraktes, da sie eine rasche Identifizierung bereits bekannter Verbindungen erméglicht.
So kann man sehr schnell ein Bild Gber das Inhaltsstoffprofil eines Extraktes erhalten,
vorausgesetzt, diese Verbindungen wurden auch schon publiziert [14]. Bevor jedoch die
chemische Diversitat analysiert wurde, war es stets wichtig, die chromatographischen
Bedingungen zunachst durch Variation der FlieBmittelzusammensetzung so zu optimieren, dass
eine gute Trennung der einzelnen Komponenten moglich war. Der Einsatz einer HPLC-DAD-CAD-
Anlage zur Erreichung dieses Vorhabens war unumganglich (siehe Kapitel 2.2.5, S.29).

Nach erfolgreicher Trennung, musste auch eine genaue Massenbestimmung
durchgefiihrt werden; mit der LC-ESI-TOF-Anlage war dies moglich. So konnten fiir sehr viele
Komponenten akkurate Massen gefunden und mit der LC—ESI-lonenfalle zusatzlich MS"-
Spektren aufgenommen werden. Anhand dieser erhaltenen Daten konnten schon publizierte
Inhaltsstoffe, durch Abgleich mit der Datenbank SciFinder3> und weiterer Literaturrecherche,
identifiziert werden; das Hauptaugenmerk lag dabei auf der positiven Modulation des TGR5-
Rezeptors. Im Idealfall und am spannendsten ware die Dereplikation bekannter oder
Charakterisierung strukturell unbekannter Substanzen, die noch nicht als TGR5-Modulator
beschrieben wurden. Der Nachweis letzterer verlangte natlrlich die Isolierung,

Strukturaufklarung und Aktivitatstestung der neu gefundenen Verbindung.
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3.2.1.1 HPLC-DAD-CAD-Analyse des Extraktes

Der erste Schritt zum besagten Ziel erfolgte durch Verwendung der HPLC-DAD—CAD-
Anlage, mit der eine Methodenoptimierung vorgenommen wurde. Dabei kam die Probe
Syzaro(DM) zum Einsatz, die nach dem gleichen Prozedere, wie im Kapitel 2.2.1, S.23
beschrieben, hergestellt wurde. Die gewadhlte Gradientenelution sah einen Anstieg des
organischen Anteils der mobilen Phase (A: 0,1%ige wassrige Ameisensdure, B: Acetonitril) von
zunachst 5% auf 95% Acetonitril in 31 min mit einer FlieBmittelgeschwindigkeit von 0,5 ml/min
vor. Als stationadre Phase diente eine Cis-Umkehrphase, wobei hierfiir eine passende Saule der
amerikanischen Firma Dionex ausgewahlt wurde.

Nach mehreren Optimierungsschritten war eine zufriedenstellende Auftrennung
erreicht, wobei ein HPLC-Lauf schlussendlich insgesamt 50 min bendtigte. Die genaue
Erlauterung der Methodenoptimierung fiir Syzygium aromaticum sowie die korrekten
Gerateeinstellungen werden im Kapitel 2.2.5.4, S.33 genau beschrieben; verwendet wurde
hierbei die ,Methodenoptimierung 3“.

Damit die Dereplikation erfolgreich abgeschlossen werden kann, ist nicht nur eine
optimale Auftrennung notwendig, sondern auch eine genaue Massenbestimmung. Der Fokus
lag dabei auf den Peaks SA14 und SA11, die in der Abbildung 20, S.62 gut zu erkennen sind; laut
den CAD-Daten handelte es sich bei jenen um die Hauptkomponenten. Bei SA7 und SAg kdnnte
es sich um fliichtige Komponenten (daher relative Konzentrationen unbekannt) handeln. SAa,
SAs und SAs sind Verunreinigungen, die in der Probe enthalten waren. Fiir die genaue
Massenbestimmung kam die LC—ESI-TOF-Anlage zum Zug, mit der die Massen der einzelnen
aufgetrennten Komponenten nun bestimmt werden sollten. Dadurch erhoffte man sich auch
jene Komponente(n) zu finden, die fir die Aktivierung des TGR5—-Rezeptors verantwortlich
ist/sind. Die Durchfiihrung der Massenbestimmung wird im folgenden Unterkapitel nun naher

erldutert.
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Abbildung 20: Gesamtes Inhaltsstoffprofil der Probe Syzaro(DM), aufgenommen mittels HPLC-DAD—CAD-Anlage.

Das Chromatogramm zeigt dereplizierte Peaks (schwarz markiert) und nicht dereplizierte Peaks (rot markiert); rot

schattig hinterlegt wurden die Peaks, die auch in der Methanol-Blindprobe gefunden wurden und daher nichts mit

der Probe zu tun haben. Gradient: 5-95% ACN mit saurem Wasser (0,1% HCOOH); Sdule: Dionex Acclaim 120, C1s,

3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: CAD (oben) und DAD (200 nm, unten); Injektionsvolumen: 2 pl; Flussrate:

0,5 ml/min; Ofentemperatur: 25,0 °C; Methodenoptimierung 3
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3.2.1.2 LC—ESI-TOF-Analyse des Extraktes

Die massenspektrometrische Analyse erfolgte nach der Optimierung der HPLC-Trennung
der Probe. Fir die Massenbestimmung kam die LC-ESI-TOF-Anlage mit der
Methodenoptimierung 3 zum Zuge (siehe 2.2.5.4, S.33); die erzielte Messgenauigkeit lag bei <
10 ppm. Durch diese Vorgangsweise war es moglich, die Masse der fiir die einzelnen Peaks
verantwortlichen Komponenten zu bestimmen. Erst nach Erhalt dieser Information kann eine
Dereplikation erfolgreich abgeschlossen werden.

Fir diese Untersuchungen wurde ein Extrakt mit der Bezeichnung Syzaro(DM)
(Synonym: Syzaro_DM) eingesetzt, der von einer vorangegangenen Diplomarbeit [7]
Ubernommen wurde. Die Herstellung ist im Kapitel 2.2.1, S.23 naher erldutert. Nach einer
automatisierten Injektion eines Volumens von 2 pl folgte die chromatographische Trennung. Im
Anschluss wurden die getrennten Verbindungen mittels Elektrospray ionisiert und in einem
Reflektor—Flugzeitmassenspektrometer analysiert. Detailinformationen Gber den Gerateaufbau
und die Funktionsweise kénnen dem Kapitel 2.2.6, S.40 entnommen werden. Die eingestellten
HPLC-Parameter findet man im Kapitel 2.2.5.4, S.33 unter Methodenoptimierung 3.
Grundlegend war, dass, bevor die eigentliche Probe in das Gerat injiziert wurde, obligatorisch
zundchst reiner Methanol als Leerprobe vor wie nach jeder Testcharge injiziert wurde, um
eventuelle Verunreinigungen zu entdecken beziehungsweise in der anschlieRenden Beurteilung
bericksichtigen zu kdnnen. Es war auch immer notwendig, entsprechende Vergleiche zu
machen, da es das eine oder andere Mal auch vorkam, dass Verunreinigungen in der Leerprobe
bzw. dem HPLC-System enthalten waren. In den entsprechenden Chromatogrammen wurden
diese Signale gesondert meist mit roter Farbe hinterlegt.

Die Testung der nicht biotransformierten Probe Syzaro(DM) stand im Vordergrund, da
die chromatographischen Vergleiche mit der biotransformierten Variante keine chemischen
Verdanderungen zeigten (siehe Kapitel 3.2.2, S.76). Die Konzentration des Extraktes in den HPLC—
Flaschchen betrug in etwa 3-4 mg/ml [7]. Die Vermessung mittels LC—ESI-TOF erfolgte sowohl
im positiven als auch im negativen Modus. Im positiven Modus werden die Verbindungen
Ublicherweise als [M+H]*-lon oder im Falle groRerer Verbindungen auch als [M+2H]**-lon
detektiert; im negativen zum Beispiel als [M-H]-lon oder [M+HCOO]-lon. Mit der LC-ESI-TOF
konnen Molekiilmassen genau bestimmt werden, auch mogliche Summenformeln werden

vorgeschlagen, die mit der detektierten Masse und dem Isotopenmuster in Korrelation stehen.
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Meist schlagt der Algorithmus nur einige wenige Summenformeln vor, wobei es unter
Beachtung gewisser Parameter oft moglich war abzuschadtzen, welche davon fiir einen
pflanzlichen Naturstoff wahrscheinlich ist. Oft werden auch Summenformeln vorgeschlagen, die
aufgrund ihrer hohen Anzahl an Heteroatomen unrealistische oder im Vergleich mit der zu
untersuchenden Pflanze a priori auszuschlieBen waren.

Alle massenspektrometrischen Analysen wurden dankenswerterweise von Dr. Martin
Zehl am Department fiir Pharmakognosie der Universitat Wien durchgefiihrt.
Die folgenden Abbildungen zeigen die erstellten Basispeak—Chromatogramme (BPC) und
Massenspektren, wobei sich die Auswahl auf einige besonders relevante Verbindungen
beschrankt. Weitere interessante Massenspektren kdnnen im Kapitel 7.2, S.164 eingesehen
werden. Da im Rahmen dieser Diplomarbeit die Bioaktivitat der Triterpensdauren mit HEK293-
Zellen getestet wurde, beleuchtet dieses Kapitel eben genau jene. Dabei handelt es sich bei
Syzygium aromaticum auf der einen Seite um die Oleanolsdure SA14 (siehe Abbildung 21, S.66)
und auf der anderen Seite um die Maslinsaure SA11 (siehe Abbildung 22, S.67). Die Abbildungen
zeigen zunichst ein komplettes Ubersichtschromatogramm der Probe Syzaro(DM). In diesem
sind verschiedene Peaks mit unterschiedlicher Intensitdat und unterschiedlichen
Retentionszeiten dargestellt. Es wurden von jenen Peaks, die auch entsprechende Zuordnungen
besitzen, Massenspektren ausgewertet, wobei eine gewisse Intensitat als Auswahlkriterium fir
die Untersuchung ausschlaggebend war. Durch die sehr hohe Massenauflosung des Gerates,
konnte das Masse/Ladungsverhaltnis (m/z—Verhaltnis) exakt bestimmt werden. Aufgrund
dieser prazisen Messergebnisse konnte die Software mégliche Summenformeln berechnen und
deren Ubereinstimmung mit dem gemessenen Isotopenmuster bestimmen; z.B kann aus dem
in Abbildung 21, S.66 gezeigten Massenspektrum fiir den monoisotopen Peak ein m/z—Wert von
455,3541 und im BPC eine Retentionszeit von 26,5 min abgelesen werden. Da die Aufnahme im
negativen Modus erfolgte und die Verbindung als [M-H] erschien, musste noch ein
Wasserstoffproton (1,0073 Da) zugezahlt werden, um auf die tatsdchliche Molekilmasse von
456,3614 Da zu kommen. Die wahrscheinlichste Summenformel, die fiir diese Verbindung
vorgeschlagen wurde, lautete C3oHa303. Die Zusammenfassung aller Ergebnisse des negativen
Modus’ mit den Daten des positiven Modus” istin Tabelle 22, S.68 ersichtlich. Der anschlieBende
Abgleich mit der chemischen Datenbank ,Scifinder“3® erlaubte die Identifizierung einiger

bekannter Inhaltsstoffe aus Syzygium aromaticum. Dabei kam zumeist die Kombination von
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Schlagwortern, wie die verwendete Pflanze und Pflanzenteil (bei Syzygium aromaticum
handelte es sich um den pulverisierten, gemahlenen Extrakt der Bliitenknospe), mit einzelnen
Eigenschaften wie Molekilgewicht oder vorhergesagter Summenformel, zum Einsatz. So konnte
die Struktur der oben beschriebenen Verbindung mit der Summenformel C3oHs303 vollstandig
derepliziert werden. Eine aufgefundene Publikation beschrieb die Oleanolsdure bereits als
Bestandteil von Syzygium aromaticum [15]. Diese Prozedur wiederholte sich nun analog bei
allen anderen Verbindungen; vorgeschlagene Summenformeln wurden auf Plausibilitat
Uberpruft und durch die Kombination von bestehendem Wissen mit entsprechenden
chemischen Datenbanken auf bereits vorhandene Publikationen durchsucht. Durch diese
Vorgehensweise konnte eine groRe Anzahl an detektierten Verbindungen Inhaltsstoffen
zugeordnet werden, die aus der wissenschaftlichen Literatur bekannt sind (siehe Tabelle 22,
S.68) und so Licht ins Dunkel der chemischen ,Geheimnisse” von Syzygium aromaticum
gebracht werden. Tabelle 22, S.68 schlisselt die Peaks nach entsprechender Retentionszeit,
Masse zu Ladungsverhdltnis im positiven und negativen Modus, Summenformel und
Molekiilgewicht in Dalton auf; auch die vorhergesagte Struktur sowie entsprechende
Literaturangaben (sofern moglich), in denen jene Substanzen gefunden wurden, werden
angegeben. Die grin markierten Balken sollen auf Verunreinigungen hindeuten, die im
Losungsmittel enthalten waren. Die Nylon—Derivate (SAs, SAs, SAs) in einem Zeitbereich von
11,0 bis 12,3 min werden im Kapitel 3.2.1.4, S.70 ndher besprochen. Das gesamte beschriftete
Chromatogramm ist in der Abbildung 20, S.62 dargestellt. Die Abbildungen erlauben, trotz
geringfligiger Unterschiede in den Retentionszeiten auf der HPLC—-DAD-CAD—- und der LC-ESI-
TOF-Anlage, einen Vergleich der UV-Chromatogramme. Dadurch konnte ein Abgleich der
Analysendaten und eine genaue Zuordnung der einzelnen Peaks im Chromatogramm getroffen
werden. Dabei stellt die schwarze Beschriftung dereplizierte und rote Beschriftung nicht
dereplizierte Peaks dar; rot schattig hinterlegte Peaks weisen auf Signale hin, die auch in der
Methanol-Blindprobe gefunden wurden und daher nichts mit der Probe zu tun haben. Da eine
Umkehrphasenchromatographie zur Anwendung kam, erfolgte zunachst die Elution hydrophiler
Substanzen, wie beispielsweise die Gallussdure (SA1), Isobiflorin (SA2) oder Biflorin (SAs). Am
Ende des Chromatogramms erschienen hydrophobe Verbindungen. Dabei sind vor allem
Fettsduren zu nennen, wie die Linolensaure (SA1s), Palmitinsdure (SAg), Olsdure (SA17) oder die

Stearinsdure (SA1g).
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Abbildung 21 zeigt das Massenspektrum der Oleanolsiure, die in der Probe Syzaro_DM?3’ enthalten ist: Die
gezeigten Resultate wurden im Negativionenmodus mit einem LC—ESI-TOF aufgenommen. Der obere Teil der
Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 1) zeigt zwei Chromatogramme der Probe Syzaro_DM, das obere ist das
Basispeak-Chromatogramm (BPC) des Massenspektrometers, wahrend direkt darunter das UV—Chromatogramm
bei einer Wellenlange von 200 nm abgebildet ist. Der untere Teil der Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 2) gibt das
Massenspektrum der Oleanolsdure wieder. Das Spektrum wurde Uber die Retentionszeiten 26,3-27,1 min
summiert und entspricht somit dem rot markierten Peak im BPC. Die Oleanolsdure erscheint bei einer gemittelten
Retentionszeit von 26,5 min und wurde vor allem als [M-H] -lon bei m/z 455,3541 detektiert. Der SmartFormula
Algorithmus schlagt fiir diesen Wert innerhalb eines Fehlers von 10 ppm zwei Summenformeln vor, wobei die griin
hinterlegte Formel C3oH4703 die plausiblere ist. Um auf die Summenformel der Oleanolsaure zu kommen, muss das

bei der lonisierung abgespaltene Proton dazugerechnet werden. Folglich lautet die Strukturformel jetzt C3oHagOs.

37 Syzaro_DM = Syzaro(DM)
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Abbildung 22 zeigt das Massenspektrum der Maslinsdure, die in der Probe Syzaro_DM enthalten ist: Die gezeigten
Resultate wurden im Negativionenmodus mit einem LC—ESI-TOF aufgenommen. Der obere Teil der Abbildung (gelb
hinterlegte Ziffer 1) zeigt zwei Chromatogramme der Probe Syzaro DM, das obere ist das Basispeak-
Chromatogramm (BPC) des Massenspektrometers, wahrend direkt darunter das UV—-Chromatogramm bei einer
Wellenlange von 200 nm abgebildet ist. Der untere Teil der Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 2) gibt das
Massenspektrum der Maslinsdure wieder. Das Spektrum wurde tber die Retentionszeiten 21,0-21,3 min summiert
und entspricht somit dem rot markierten Peak im BPC. Die Maslinsdure erscheint bei einer gemittelten
Retentionszeit von 21,1 min und wurde vor allem als [M-H] -lon bei m/z 471,3492 detektiert. Der SmartFormula
Algorithmus schlagt fir diesen Wert innerhalb eines Fehlers von 10 ppm fiinf Summenformeln vor, wobei die griin
hinterlegte, Formel C3oH4704 die plausiblere ist. Um auf die Summenformel der Maslinsdure zu kommen, muss das

bei der lonisierung abgespaltene Proton dazugerechnet werden. Folglich lautet die Strukturformel jetzt C3oHagOa.
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Tabelle 22: Inhaltsstoffprofil der Probe Syzaro_DM; Analyse der Massen erfolgte mit der LC-ESI-TOF-Anlage. Die griin hinterlegten Balken SA10, SA12, SA1zund SAzo deuten

Verunreinigung im System an; n. d. = nicht detektiert; MKo = Originalextrakt mit sterilem Mausekot behandelt, MKz24 = 24h Inkubation des Originalextraktes mit nichtsterilem

Mausekot; die TGR5-Spalte zeigt an, ob eine Aktivitat auf den TGR5-Rezeptor in der Literatur beschrieben ist.

Peak | RT [min] | m/zPos. | m/z Neg. | Summenformel | MW [Da] | vorhergesagte Struktur CAS Nr. DM Extrakt “'c:;"zf TGR5 Kommentar/Literatur Bestatigung
SA; 2,4 171,0300 | 169,0146 C7HgOs 170,0 Gallussaure 149-91-7 + +/+ [16] Referenz
SA; 5,9 355,1046 | 353,0889 C16H1809 354,1 Isobiflorin 152041-16-2 + +/+ [17] -
SA; 6,4 355,1045 | 353,0889 Ci16H1809 354,1 Biflorin 89701-85-9 + +/+ [17] -
SA,; 11,0 679,5127 | 723,5044 C36Hs6N606 678,5 Nylon-6-Derivat (n=6) - + + /+ - -
SAs 11,7 792,5971 | 836,5886 C42H77N505 791,6 Nylon-6-Derivat (n=7) - + +/+ - -
SA¢ 12,3 905,6813 | 949,6723 CagHssNsOg 904,7 Nylon-6-Derivat (n=8) - + + /+ - -
SA; 16,4 165,0921 n.d C10H120, 164,1 Eugenol 97-53-0 + + /+ [18] -
SAg 17,8 489,3574 | 487,3440 C30Ha80s 488,4 Trihydroxytriterpensaure - + +/+ - -
SAo 18,4 207,1029 n.d C12H1403 206,1 Eugenylacetat 93-28-7 + + /+ - -
SAjo 19,8 n.d 313,2385 C18H3404 314,2 - - + + /+ Verunreinigung -
SA11 21,6 473,3647 | 471,3492 C30H4g04 472,4 Maslinsaure 4373-41-5 + + /+ zweite Hauptkomponente Referenz
SA;, 22,9 n.d 205,1603 C14H2,0 206,2 - - + + /+ Verunreinigung -
SA3 25,0 619,4007 | 617,3861 C39H5406 618,4 Coumaroylmaslinsaure - + + /+ - -
SAw | 27,0 | 4573689 [ 4553541 |  CioHasOs 456,4 Oleanolsiure 0508-2-1 ¥ v /4 erste Ha”p[tlzc;mpo"ente Referenz
SA;s 28,9 n.d 279,2340 CigH3,0, 280,2 Linolsdure 463-40-1 + +/+ [19] Referenz
SA16 31,4 n.d 255,2337 C16H3,0, 256,2 Palmitinsaure 57-10-3 + + /+ [19] Referenz
SA17 31,8 n.d 281,2495 Ci1gH340, 282,3 Olsdure 112-80-1 + +/+ [20] Referenz
SAs 33,1 359,3179 | 403,3076 C21H4204 358,3 - = = -/- - -
SA19 34,7 n.d 283,2650 Ci1gH360, 284,3 Stearinsaure 57-11-4 + +/+ [19] Referenz
SA 38,0 n.d 621,4382 C36He203 622,4 - - + + /+ Verunreinigung -
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3.2.1.3 Nachweis mit Referenzsubstanzen

Da die ldentifizierung ausschlielRlich basierend auf LC-MS-Daten immer mit einer
gewissen Unsicherheit behaftet war, wurden die dereplizierten Verbindungen teilweise mit
Referenzsubstanzen bestatigt. Dies war ein weiterer wichtiger Schritt zur Festigung der
Ergebnisse. Es erfolgte eine Bestatigung zahlreicher Substanzen, die in der Tabelle 22, S.68
aufgelistet wurden. Fir die Evaluation der Daten kam die HPLC-DAD—CAD-Anlage zum Einsatz,
mit der gleichen Gerateeinstellung und Methode, wie im Kapitel 3.2.1, S.60 erlautert. Die
Startkonzentration der Referenzsubstanzen lag bei circa 1 mg/ml, gel6st in 1 ml Methanol (siehe

Kapitel 2.2.3, S.26).

Im Zuge dieser Diplomarbeit wurde die Identitdit der Oleanolsdure Uber die
Retentionszeit bestatigt. Deshalb versuchte man die Injektionsvolumina so anzupassen, dass die
Peakintensitat in der Probe und dem Vergleichsstandard in ihrer Grof3e ahnlich waren, damit
ein besserer Vergleich erfolgen konnte. Die nun folgenden Chromatogramme zeigen die
Identifikation der Oleanolsdure (siehe Abbildung 23) und der Maslinsdure (siehe Abbildung 24,
S.70). Zur besseren Einordnung ist das gesamte Chromatogramm im rechten oberen Rand

eingeblendet. Zum Einsatz kam die Probe mit der Bezeichnung Syzaro(DM).

Oleanolsaure

| L, A

Abbildung 23: Bestatigung der Oleanolsdure: Im rechten oberen Eck ist das gesamte Chromatogramm der Probe
Syzaro(DM) ersichtlich; Oleanolsdure: Griine Linie, Probe: Schwarze Linie; Gradient: 5-95% ACN mit saurem Wasser
(0,1% HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120, Cig, 3 pm, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: CAD; Injektionsvolumen:

jeweils 3 pl; Flussrate: 0,5 ml/min; Ofentemperatur: 25,0 °C; Methodenoptimierung 3
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Abbildung 24: Bestatigung der Maslinsdure: Im rechten oberen Eck ist das gesamte Chromatogramm der Probe
Syzaro_DM ersichtlich; Maslinsaure: schwarze Linie, Probe: griine Linie; Gradient: 5-95% ACN mit saurem Wasser
(0,1% HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120, Cis, 3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: DAD—CAD;

Injektionsvolumen: jeweils 3 pl; Flussrate: 0,5 ml/min; Ofentemperatur: 25,0 °C; Methodenoptimierung 3

3.214 Einschub: Polyamid-Verunreinigung

Dieser Teil der Diplomarbeit beschreibt ein Problem beim Herstellungsprozess der
Extrakte, der auch fir zukiinftige phytochemische Arbeiten relevant sein dirfte. Alle
verwendeten Extrakte von Syzygium aromaticum, Pimenta dioica und Kaempferia galanga
zeigten im vorderen Teil der mittels HPLC—-CAD—-Anlage aufgenommenen Chromatogramme
eine Gruppe sehr dhnlicher, intensiver Peaks. Der Verdacht lag nahe, dass es sich dabei um eine
in allen Proben vorliegende Verunreinigung handeln konnte. Im Zuge der
massenspektrometrischen Analyse mit der LC—-ESI-TOF—-Anlage konnten wir Molekilmassen
von 678,5 Da, 791,6 Da und 904,7 Da fir die drei intensivsten Komponenten feststellen und
daher eine Massendifferenz von jeweils 113,1 Da. ausmachen. Die Detektion erfolgte sowohlim
negativen als auch im positiven Modus, wobei im Erstgenannten ein [M+HCOO]-Adduktion
gebildet wurde. Die tatsachliche Masse berechnet sich daher durch das Abziehen des Formiat
Anions (45,0 Da).

Aufgrund der langjahrigen Erfahrung von Herrn Dr. Martin Zehl, konnten rasch die

richtigen Schliisse gezogen werden. Es stand die Vermutung im Raum, dass es sich bei den
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Verunreinigungen um bereits bekannte cyclische e-Caprolactam Oligomere handle. Eine
mogliche Quelle fiir Kontaminationen stellte der Herstellungsprozess dar, bei dem die Tannine
mittels Polyamid (Nylon) abgereichert wurden. Nahere Informationen bezliglich der Herstellung
sind im Kapitel 2.2.1, S.23 verankert. Im Falle von Syzygium aromaticum traten diese
Verunreinigungen bei einer Retentionszeit von 11,0 bis 12,3 min auf. Bei den betreffenden
Peaks handelte es sich um SAs, SAs und SAg (siehe Abbildung 20, S. 62). Ein BPC und ein
Massenspektrum sind in Abbildung 25, S.72 dargestellt, dabei zeigt die rote Umrandung jenen
Bereich an, innerhalb dessen Grenzen die Verunreinigungen eluierten. Ein weiteres
Chromatogramm kann im Anhang (Kapitel 7.2, S.164) eingesehen werden.

Fir den eindeutigen Nachweis erfolgte die ,Extraktion” des Polyamids mit reinem
Elutionsmittel. Dabei glich der Herstellungsprozess exakt dem, der auch bei den Extrakten
angewendet wurde (siehe Kapitel 2.2.1, S.23), mit dem einzigen Unterschied, dass keine Probe
zum Einsatz kam. Das Eluat trennte man mit der HPLC—CAD—-Anlage und verglich im Anschluss
das Chromatogramm mit jenen der Extrakte. Tatsdchlich traten an den gleichen Positionen
dieselben Peaks auf, wodurch die Hypothese, dass es sich um Verunreinigungen aus dem
Polyamid handelte, bestatigt wurde. Neben dieser Erkenntnis fiel auch auf, dass die Detektion
der cyclischen e-Caprolactam Oligomere bevorzugt mittels des CAD—Detektors oder mit der
Massenspektrometrie moglich war, sehr schwer aber mit dem UV-Detektor, mit dem sie
namlich leicht Ubersehen werden konnen (siehe Abbildung 25, S.72). Daraufhin wurde

beschlossen, einen Schnellnachweis mittels DC zu entwickeln.
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723.5044 1  C32H63N1405 723.5111 9.3 4.6 1 0.17 8.5 even ok
2 C32H67N8O10 723.4986 -8.1 57 2 072 3.5 even ok
3 C29H59N1804 723.4972 -10.0 6.7 3 0.07 9.5 even ok
4 (C33H63N1206 723.4999 -6.2 6.8 4 4.95 8.5 even ok
5 C31H67N1009 723.5098 7.4 7.3 5 1.48 3.5 even ok
6 C30H55N22 723.4986 -8.1 8.2 6 068 145 even ok
7 C36H71N2012 723.5012 -4.4 10.5 7 21.92 25 even ok
8 (C34H59N1602 723.5012 -4.4 18.4 8 18.53 13.5 even ok
9 (C37HB7N60O8 723.5026 25 19.9 9 57.73 7.5 even ok
10 C38HB3N1004 723.5039 -0.7 31.1 10 100.00 125 even ok
11 C41H71010 723.5053 1.2 33.3 11 78.97 6.5 even ok
12 C39H59N14 723.5053 1.2 42.7 12 6185 17.5 even ok
13 C42HB7N406 723.5066 3.0 44.3 13 2396 115 even ok
14 C43HB3N8O2 723.5079 4.9 55.8 14 481 165 even ok
15 C47HB7N204 723.5106 8.6 69.3 15 0.07 155 even ok
16 C48HB705 723.4994 -6.9 719 16 042 155 even ok
17 C49HB3N40O 723.5007 -5.1 83.5 17 145 205 even ok

Abbildung 25 zeigt das Massenspektrum einer Komponente der Polyamid-Verunreinigung: Das gezeigte Resultat

wurde im negativen lonenmodus mit der LC—ESI-TOF aufgenommen. Der obere Teil der Abbildung (gelb hinterlegte

Ziffer 1) zeigt zwei Chromatogramme der Probe Syzaro_DM, das obere ist das Basispeak-Chromatogramm (BPC)

des Massenspektrometers, wahrend direkt darunter das UV-Chromatogramm bei einer Wellenlange von 200 nm

abgebildet ist. Der untere Teil der Abbildung (gelb hinterlegte ziffer 2) gibt das Massenspektrum der

Verunreinigung wieder. Die Verunreinigung erscheint bei einer gemittelten Retentionszeit von 10,4 min und wurde

vor allem als [M+HCOOQ]-Adduktion bei m/z 723,5044 detektiert. Der SmartFormula Algorithmus schlégt fur diesen

Wert innerhalb eines Fehlers von 10 ppm siebzehn Summenformeln vor, wobei die griin hinterlegte Formel

C37Hs7NsOs die plausiblere ist. Um auf die Summenformel der Verunreinigung zu kommen, musste das HCOO-

Addukt von dem tatsdchlichen Wert abgezogen werden. Folglich lautet die Elementzusammensethung jetzt

C36He6NsO6.
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3.2.1.4.1 DC—Nachweis der Polyamid—Verunreinigung

Da also die detektierten Verunreinigungen leicht mit dem UV-Detektor einer HPLC—
Anlage Ubersehen werden konnen, kam es zur Entwicklung eines Schnelltests mittels
Dinnschichtchromatographie. Dieser ist nicht nur kostengilinstig und schnell, sondern auch
einfach in der Handhabung. Der Vorteil dieser Methode liegt auf der Hand, weil man nicht
zuletzt ohne grofRen Aufwand und Labortechnik die cyclischen e-Caprolactam Oligomere aus
diversen Nylon-Materialien, wie Polyamid-Partikeln fir die SPE und Chromatographie oder
Nylon-Filtermembranen, schnell und zuverldssig nachweisen kann. Der Test Uberzeugte
eindrucksvoll bei der Aufgabenstellung die Polyamide sichtbar zu machen. Dabei kam die zuvor
beschriebene und hergestellte Polyamid-Probe zum Einsatz (siehe Kapitel 3.2.1.4, S.70). Im
Folgenden soll ein kurzer Uberblick (iber die DC—Auftrennung von Syzygium aromaticum und
den eigentlichen Nachweis der Polyamide (Nylon) in der Probe Syzaro(DM) geben werden.

Flir die Durchfiihrung der Diinnschichtchromatographie wurde ein System gewahlt,
welches als mobile Phase eine Vielzahl von Komponenten beinhaltete, dass sich aber bei
vorherigen Versuchen als generelles System zur Trennung eine Vielzahl von Pflanzenextrakten
bewahrt hat. Das eingesetzte, komplexe FlieBRmittelgemisch und die verwendete stationare
Phase fiir die DC kann dem Kapitel 2.2.8, S.42 entnommen werden. Von der Probe Syzaro(DM)
wurden handisch mit einer Mikrokapillare 15 pl strichformig auf die zuvor beschriftete DC—
Platte aufgetragen. Vor deren Entwicklung erfolgte stets eine Kontrolle unter UV 254 nm auf
ausreichende Violettfarbung, die ein Indikator fiir eine optimal aufgetragene Probenmenge war.
Vor dem Entwickeln sowie vor und nach dem Bespriihen wurde die DC bei Tageslicht, UV 254
und UV 366 nm abfotografiert. Flir diesen Arbeitsschritt kam ein spezieller Visualizer der Firma
CAMAG zur Anwendung, mit dem es moglich war, Diinnschichtchromatogramme bei
unterschiedlichen Wellenlangen abzubilden. Nach anschlieRender Besprithung mit
Vanillin/Schwefelsaure—Lésung und den obligatorischen Trocknungsprozessen vor und nach der
Bespriihung, erfolgte ein zwei- bis dreiminttiges Erhitzen mit einem HeiRRluftfon, das die
chemischen Reaktionen einleitete. Es traten zahlreiche strichformige Banden auf, die sowohl
bei Tageslicht als auch mit UV254 und UV366 nm betrachtet und visualisiert wurden.

Abbildung 26, S.74 zeigt das DC-Chromatogramm der Inhaltsstoffe von Syzaro(DM). Die

Entwicklungszeit betrug circa 20 — 30 min inklusive der Zeit fiir die Ablichtung.
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Durch die gute Auftrennung der Inhaltsstoffe mit diesem System, konnte nun der
eigentliche Nachweis der Nylon-Verunreinigungen erfolgen. Als Referenzprobe diente das oben
beschriebene Vergleichseluat der Polyamid-SPE-Kartusche (siehe Kapitel 2.2.8.4, S.44).

1 2

Front Front

Start ~ - Start

Tageslicht 254 366 Tageslicht 254 366

Abbildung 26 zeigt das DC-Chromatogramm der Probe Syzaro(DM) bei Tageslicht, UV 254 und UV 366 nm; links

ohne Farbereaktion und rechts die mit Vanillin/Schwefelsiure bespriihte Platte.

Es waren insgesamt finf Dinnschichtchromatogramme notwendig, um ein geeignetes
Spriihreagens zu finden, das in der Lage war, das Polyamid sichtbar zu machen. In der Tabelle
23, S.74 sind die zum Einsatz gekommenen Reagenzien aufgelistet. Die Visualisierung war nur
mit Jodlésung, mit der auch Alkaloide nachgewiesen werden kénnen moglich, wobei es zu
blitzartig auftretenden braunen Spots kam. Alle anderen Spriihreagenzien zeigten keine

positiven Reaktionen mit den e—Caprolactam Oligomeren.

Tabelle 23: Liste der zum Einsatz gekommenen Sprihreagenzien und Darstellung ihrer Reaktion mit den e—

Caprolactam Oligomeren

DC1 Vanillin-Schwefelsdure—L6sung negativ
DC2 Naturstoffreagenz negativ
DC3 0,2% ethanolische Ninhydrin—Losung negativ
DC4 Jodlésung positiv
DC5 Anisaldehyd-Spriihreagenz negativ
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Da die aufgetretenen braunen Spots binnen 24 h sehr schnell auf der DC 4 wieder verblassten,
war es notwendig, das Chromatogramm rasch abzulichten. Die Auftrennung wurde mit dem
FlieBmittel 1 durchgefiihrt (siehe 2.2.8.2, 5.43) und die Analyse erfolgte bei Tageslicht und unter
UV 254 sowie 366 nm, wie in Abbildung 27 nachzuvollziehen ist.

Es ist klar festzustellen, dass sowohl in der Probe als auch in der konzentrierten
Polyamid—Probe deutliche Banden zu erkennen sind. In der reinen Methanol-Probe, die als
Vergleich diente, war kein Spot ersichtlich. Wichtig dabei ist, dass die Polyamide nur mit
Jodlosung sichtbar gemacht werden konnten und nicht mit Vanillin/Schwefelsaure. Daher kann
aufgrund der Position der Banden festgehalten werden, dass das Nylon auch Substanzen in der
Probe selbst Uberlagert, weil an derselben Position auch ohne Besprihen bzw. mit

Vanillin/Schwefelsaure ebenso Banden auftraten (siehe Abbildung 26, S.74 Bild Nr. 2).

| ohne Besprithung bespriiht mit Jodlsung I

Front [ =

Start

Tuise o -, MeoN

Probe MeOH - Probe MeOH Probe MeOH-Probe ~ MeOH Probe MeOH-Probe ~ MeOH / MeOH - Probe MeOH

Nylon — 6 — Derivate in Syzaro(DM)

Abbildung 27 zeigt die DC-Chromatogramme der Probe Syzaro(DM) (,Probe”), die konzentrierte Polyamid-
Referenz—Probe (,MeOH-Probe”) und den reinen Methanol (,MeOH"). Von links beginnend sind jeweils drei
Chromatogramme ohne Bespriihung bei Tageslicht, UV 254 und UV 366 nm dargestellt. Auf der mit JodI6sung
angefarbten DC-Platte kann man sehr schén die Jodbanden sowohl in der Probe als auch in der Polyamid-Referenz—

Probe erkennen (rot eingekreist). Im reinen Methanol hingegen treten keinerlei Spots auf.

Dieser Schnelltest kam bei allen drei Extrakten zum Einsatz. Dadurch war es moglich, rasch,
zuverlassig und unkompliziert die Polyamid—Verunreinigung in den Proben zu visualisieren,
ohne dabei auf aufwendige Labortechnik zuriickgreifen zu miissen. Auch die Erkenntnis, dass
die Nylon—Derivate mit dem DAD—Detektor schwer, mit dem CAD—Detektor leicht detektiert

werden konnen, war sehr hilfreich.
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Die Massenspektrometrie ist natiirlich eine andere und gute technische Alternative,
allerdings ist hier neben der teuren Instrumentierung entsprechendes Knowhow und Erfahrung

notwendig (siehe Kapitel 3.2.1.4, S.70)

3.2.2 Biotransformation der Probe Syzaro(DM) mit Mausekot

Wie bereits Anfangs erwdhnt, (siehe 3.1, S.54) ging dieser wissenschaftlichen Arbeit eine
andere Diplomarbeit voran, deren Verfasserin Frau Mag. Nadina Faur war [7]. Von ihr wurden
auch zahlreiche Daten zu den Zelltests zur Verfligung gestellt, die dann auch ibernommen
werden konnten. In der vorangegangenen Arbeit wurden die Einflisse des gastrointestinalen
Traktes auf pflanzliche Inhaltsstoffe untersucht. Im Vordergrund stand die Metabolisierung der
Inhaltsstoffe durch die mikrobielle Flora, die im Darm angesiedelt ist. Ziel der Diplomarbeit von
Fr. Mag. Faur war es, ein menschliches Darmmilieu nachzuahmen, um den Einfluss des
Verdauungsprozesses auf die Inhaltsstoffe verschiedener pflanzlicher Extrakte zu beleuchten

und auch zu verifizieren, ob dabei aktive Metaboliten entstehen.

Dieses Ziel wurde durch einen Vergleich der Bioaktivitdt und Zusammensetzung von
biotransformierten und nicht-biotransformierten  Extrakten erreicht, wobei die
Biotransformation durch eine 24h Inkubation mit frischem Mausekot durchgefiihrt wurde und
die Vergleichsprobe mit sterilisiertem Mausekot behandelt wurde. In einem
Transaktivierungsassay mit HEK293-Zellen wurden anschlieBend die Bioaktivitdten der
einzelnen Extrakte getestet. Diese Zellen besitzen verschiedenste Rezeptoren, wobei in diesem

Versuch die Aktivitat des TGR5— und der FX-Rezeptors gemessen wurden.

Auch die von Syzygium aromaticum gewonnen Proben wurden mit sterilem und nicht
sterilem Mausekot inkubiert; hier konnte kein Unterschied in der Bioaktivitat festgestellt
werden [7]. Der detaillierte Vergleich der HPLC-DAD-CAD- und LC-MS-Daten der
unbehandelten bzw. mit sterilem Mausekot versetzten Originalprobe Syzaro(DM) mit der
biotransformierten Probe zeigte, dass es nur zu unwesentlichen Unterschieden zwischen der
Originalprobe und den mit Mausekot behandelten Proben gab. In der Abbildung 28, S.77 ist ein
Vergleich der Chromatogramme der einzelnen Proben dargestellt, wahrend die Abbildung 29,

S.78 einen daraus vergroRerten Teil zeigt. Der rote Kreis soll auf jenen Unterschied hinweisen,
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der bei den chromatographischen Vergleichen sichtbar wurde. Es erschien ein zusatzlicher Peak
bei einer Retentionszeit von circa 28,3 min. Da dieser Peak sowohl in der mit sterilem als auch
in der mit nicht-sterilem Mausekot behandelten Probe detektiert wurde, musste es sich dabei
um eine Komponente des Mausekots handeln, die in die Probe verschleppt wurde. Die
Auftrennung der Inhaltsstoffe erfolgte mit der Methodenoptimierung 3 (siehe 2.2.5.4, S.33). Die
Dereplikation, wie sie im Kapitel 3.2.1, S.60 erldutert wurde, machte nur bei der nicht

biotransformierten Probe Sinn, da keine zusatzlichen Metaboliten aufgetreten waren.
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Abbildung 28 zeigt einen Vergleich der Chromatogramme der nicht-biotransformierten und biotransformierten
Proben. Die braune Linie ist die Probe Syzaro(DM) in der genuinen Form. Die griine Linie bezieht sich auf jenen
Extrakt, der 24 Stunden mit nicht-sterilem Mausekot inkubiert wurde und die schwarze Linie auf jenen Extrakt, der
mit sterilem Mausekot versetzt wurde. Es erschien fast keine Verdanderung bis auf eine, die rot eingekreist wurde.
Dabei handelte es sich um eine Komponente, die durch den Mausekot in die Probe eingebracht wurde. Gradient:
5-95% ACN mit saurem Wasser (0,1% HCOOH); Siule: Dionex Acclaim 120, Cis, 3 pm, 120 A, 2,1 x 150 mm;

Detektion: CAD; Injektionsvolumen: 2 ul; Flussrate: 0,5 ml/min; Ofentemperatur: 25,0 °C; Methodenoptimierung 3
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Abbildung 29 zeigt einen Ausschnitt des Vergleichs der Chromatogramme der nicht-biotransformierten und
biotransformierten Proben. Die braune Linie ist die Probe Syzaro(DM) in der genuinen Form. Die griine Linie bezieht
sich auf jenen Extrakt (SyzaroEXTR24h), der 24 Stunden mit nicht-sterilem Mausekot inkubiert wurde und die
schwarze Linie auf jenen Extrakt (SyzaroEXTROh), der mit sterilem Mausekot versehen wurde. Es trat fast keine
Veranderung auf bis auf eine, die rot eingekreist ist. Dabei handelt es sich um eine Kontamination, die durch den
Mausekot in die Probe verschleppt wurde. Gradient: 5-95% ACN mit saurem Wasser (0,1% HCOOH); Sdule: Dionex
Acclaim 120, Cis, 3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: CAD; Injektionsvolumen: 2 pl; Flussrate: 0,5 ml/min;

Ofentemperatur: 25,0 °C; Methodenoptimierung 3

3.2.3 Quantifizierung der enthaltenen Triterpensauren

Im Kapitel 3.2.1.2, S.63 wurde das gesamte Inhaltsstoffprofil der Probe Syzaro(DM)
gezeigt. Neben sehr hydrophilen Verbindungen wie der Gallussaure, das Isobiflorin oder das
Biflorin, enthielt das Chromatogramm auch viele hydrophobe Substanzen wie verschiedenste
Fettsduren, beispielsweise die Olsidure, die Stearinsdure oder die Linolensiure. Fir die
Aktivierung des TGR5—Rezeptors waren jedoch andere Verbindungen verantwortlich. Diese
These wurde aufgrund eines Journalartikels aufgestellt, der berichtete, dass die Oleanolsaure
eine agonistische Aktivitat auf den TGR5-Rezeptor besitzt [21]. In dem Extrakt, der aus den
Blitenknospen von Syzygium aromaticum erhalten wurde, konnten zwei verschiedene
Triterpensduren derepliziert werden, namlich die Oleanolsdure als Hauptkomponente und die
Maslinsdure als weitere bedeutende Nebenkomponente. Ziel war es nun herauszufinden, ob
die enthaltenen Mengen an Triterpensaduren mit der Wirkung des Extraktes korrelieren. Fir die
Quantifizierung standen zwei Ausgangsextrakte zur Verfigung, namlich Syzaro(DM)
(Herstellung siehe Kapitel 2.2.1, S.23) und SyzaroDMp_W_01 (aus der vorangegangenen

Diplomarbeit [7] Gbernommen).
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Die chromatographische Analyse ergab, dass sich die beiden Extrakte nur in einem Peak
unterschieden, der Rest war chemisch vollig ident. Die Abbildung 30 zeigt den Vergleich der
beiden Chromatogramme, dabei stellt der rote Kreis jenen Peak dar, der zusatzlich in der Probe
SyzaroDMp_W aufgetreten war. Die Quantifizierung der Triterpensauren erfolgte letztlich in

beiden Proben, um einen Mittelwert und folglich ein genaueres Ergebnis zu erzielen.

Abbildung 30: Vergleich der Chromatogramme zwischen den Proben Syzaro(DM) (braune Linie) und
SyzaroDMp_W_01 (grine Linie); der rote Kreis zeigt den zuséatzlich aufgetretenen Peak in der Probe
SyzaroDMp_W_01; Gradient: 5-95% ACN mit saurem Wasser (0,1% HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120, C1g, 3 um,
120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: CAD; Injektionsvolumen: 2 pl; Flussrate: 0,5 ml/min; Ofentemperatur: 25,0 °C;

Methodenoptimierung 3

Fir die Quantifizierung der Triterpensduren wurde je eine Eichgerade fiir die
Oleanolsaure als auch fiir die Maslinsaure bendtigt. Die Eichgeraden wurden unter Verwendung
der Methodenoptimierung 4 mit der HPLC-DAD-CAD-Anlage erstellt. Dadurch konnte auf die
Mengen an Triterpensduren in den Proben geschlossen werden. Dem Kapitel 2.2.5.5, S.39
konnen alle verwendeten Parameter fir die Quantifizierung entnommen werden, wahrend im
Anhang unter der Kapitelbezeichnung 7.4, S.171 die erhaltenen Eichgeraden der einzelnen
Triterpensauren mit den entsprechenden Detailergebnissen und den dazugehérenden relativen
Residuen-Plots nachgelesen werden kénnen. Die Tabelle 24, S.80 zeigt das Endergebnis der
Quantifizierung der Proben Syzaro(DM) und SyzaroDMp_W _01. Es wurden jeweils insgesamt
vier Versuche durchgefiihrt und daraus der Mittelwert der gemessenen Mengen in ug/ml
gebildet. Unter Berlicksichtigung der eingesetzten Drogenmasse und der entsprechenden
Reinheit der Referenzsubstanzen konnte die Menge in mg/g Extrakt berechnet werden. Die
Tabelle 25, S.81 zeigt die Menge an Triterpensduren in den Extrakt-Losungen die in den Zelltests
eingesetzt wurden. Dabei erfolgte die Umrechung der Triterpensdure-Konzentrationen von

pug/ml auf uM.
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Tabelle 24: Ergebnis der Quantifizierung/Teil 1: Es wurden jeweils vier Versuche durchgefihrt, anhand derer die Mengen der Triterpensduren Maslinsdure und Oleanolsaure in

den Proben Syzaro(DM) und SyzaroDMp_W_01 berechnet wurden.
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Tabelle 25: Ergebnis der Quantifizierung/Teil 2: Es wurden jeweils vier Versuche durchgefiihrt, anhand derer die

Mengen der Triterpensduren Maslinsdure und Oleanolsaure in den Proben Syzaro(DM) und SyzaroDMp_W_01

berechnet wurden.

Syzaro(DM) Oleanolsaure 9,253 456,71 20,28
Maslinsdure 3,593 472,71 7,56

SyzaroDMp_W_01 | Oleanolsdure 6,548 456,71 14,35
Maslinsaure 2,710 472,71 5,72

Syzaro(DM) Oleanolsaure 6,08 2,03
Maslinsaure 2,27 0,76

SyzaroDMp_W_01 | Oleanolsaure 4,31 1,44
Maslinsaure 1,72 0,57

3.2.4 Bioaktivitatstests an HEK293-Zellen

Eine ausdriickliche Zielsetzung dieser Diplomarbeit war es, herauszufinden, welche
Inhaltsstoffe fiir die Aktivierung des TGR5-Rezeptors in Syzygium aromaticum verantwortlich
waren. Basierend auf den Resultaten der Dereplikation und der Literaturrecherche wurde
vermutet, dass die Oleanolsdaure maligeblich fur den Effekt des Extrakts auf den TGR5-Rezeptor
verantwortlich ist, und dass auch die strukturell sehr ahnliche Maslinsdaure daran beteiligt sein
konnte. Nach der oben beschriebenen Quantifizierung dieser beiden Verbindungen in dem
Extrakt (Kapitel 3.2.3, S.78) konnte diese Hypothese nun durch Testung der beiden
Reinsubstanzen bzw. einer rekonstituierten Mischung - d.h. einer Mischung der beiden
Triterpensduren in dem gleichen Verhaltnis und der gleichen Konzentration, in der sie in den
getesteten Extraktproben vorlagen, an HEK293—-Zellen lberprift werden.

Um den ECso—Wert der reinen Triterpensdauren auf den TGR5—Rezeptor zu bestimmen,
wurden 1,0 mg in kristallinem Zustand prazise an der Analysenwaage jeweils in ein Eppendorf—
Gefald eingewogen. Fiir die rekonstituierte Mischung wurden die exakt berechneten Mengen an
Triterpensduren mit Hilfe einer geeichten Kolbenhubpipette aus den fiir die Quantifizierung
benutzen Standardlésungen zusammenpipettiert. Hierauf erfolgte die Trocknung durch einen

leichten Luftstrahl. Es war besonders darauf zu achten, dass nichts aus dem Gefal}
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herausspritzte! Nach verrichteter Arbeit folgte die Ubergabe an Frau Dr. Angela Ladurner am
Department flir Pharmakognosie, die im Anschluss die Zelltests fiir diese wissenschaftliche
Arbeit durchfiihrte. Alle Informationen, die in den folgenden Abbildungen und Tabellen
enthalten sind, wurden von |hr dankenswerterweise zur Verfligung gestellt und fir diese

Diplomarbeit entsprechend adaptiert.

Die Messungen der Proben geschahen in vier verschiedenen Konzentrationsstufen (100
pug/ml, 30 pg/ml, 10 pg/ml und 3 pg/ml Extrakt bzw. entsprechend rekonstituierte
Triterpensdure-Mischungen). Damit versuchte man die Wirkung bei unterschiedlichen
Konzentrationen (Dosis-Wirkungs-Beziehung) festzuhalten. Das Arbeitsprotokoll der Tests kann
im Kapitel 2.2.11, S.50 genau nachgelesen werden. In den Abbildungen stellt die y—Achse die
TGR5-Aktivierung dar, wahrend auf der x—Achse die verschiedenen Proben in den
unterschiedlichen Konzentrationen aufgetragen sind. Alle Ergebnisse wurden aus drei
unabhangigen Versuchen (n=3) erhalten und gemittelt. Die abgebildeten Balken zeigen zudem

auch die Standardabweichung.

Die Abbildung 31, S.84 zeigt das Ergebnis, welches bei den Transaktivierungsassays mit den
HEK293—Zellen erhalten wurde. Es kann sehr gut erkannt werden, dass auf der rechten Seite der
Abbildung eine schon dosisabhangige Wirkung des Extraktes vorliegt. Diese ist am groRten bei
einer Konzentration von 100 pg/ml und nimmt im Anschluss durch Reduktion der Konzentration
auf 30 pg/ml, 10 pg/ml bis 3 pug/ml kontinuierlich ab. Im Anschluss der Abbildung folgen die
Ergebnisse der rekonstituierten Mischung, die bei den vergleichbaren Konzentrationen getestet
wurde, wobei 100 pg/ml Syzaro—Mischung 1,43 uM Oleanolsdure und 0,573 uM Maslinsaure
beinhaltete. Im Resultat ist ein leichter Unterschied zur Originalprobe bei der Testkonzentration
100 pg/ml zu erkennen. Die Mischung ist in der Lage den TGR5-Rezeptor 15,3-fach zu aktivieren
und ist dabei etwas schwacher als das Extrakt mit einer 19,1-fachen TGR5-Aktivierung. Die
Differenz von 3,8 zwischen diesen beiden Testproben lasst sich entweder so erklaren, dass noch
zusatzlich andere Verbindungen im Extrakt enthalten sind, die die Wirkung auf den TGR5-
Rezeptor modulieren kénnen, oder ist schlicht im Bereich der Ungenauigkeit des Assays zu
suchen, der in der biologischen Variabilitat begriindet ist. Ahnliche geringfiigige Unterschiede
waren auch bei den Testkonzentrationen von 30 und 10 pg/ml zu beobachten. Alle erhaltenen
Testdaten fur Syzygium aromaticum konnen fiir die Konzentrationen 100 pg/ml der Tabelle 26,

S.85 und fir 30 pg/ml Tabelle 27, S.85 entnommen werden.
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Im Zuge der Analysen wurden auch die einzelnen Triterpensauren entsprechend dem
Gehalt in den zuvor erwadhnten Extrakt-Losungen (100 pg/ml, 30 pg/ml, 10 pg/ml und 3 pg/ml)
gemessen. Die Einwaage in die Eppendorf—GefaRe orientierte sich dabei exakt an der im Extrakt
vorkommenden Menge, um so das Resultat mit der Mischung vergleichen zu kénnen. Das
Ergebnis zeigte fiir die Oleanolsdure eine 8,35-fache und fiir die Maslinsdure eine 5,42-fache
TGR5-Aktivierung bei den Konzentrationen die dem Extrakt mit 100 ug/ml entsprechen. Dieses
Resultat zeigt, dass die Aktivitat der rekonstituierten Mischung als Summe der Aktivitaten ihrer
beiden Komponenten verstanden werden kann und es zu keiner nennenswerten Synergie
kommt. Bei den niedrigeren Testkonzentrationen (30 pg/ml, 10 pg/ml und 3 pg/ml) spielt die
Maslinsdure keine wesentliche Rolle mehr und die Wirkung der Mischung entspricht
weitgehend der Wirkung der Oleanolsaure.

Im Zuge dieser umfangreichen Analysen wurde zusatzlich auch noch der ECso—Wert jeder
Triterpensdure ermittelt. Dabei stellte sich heraus, dass die Maslinsdure einen ECsg—Wert von
3,1 uM und die Oleanolsaure von 2,2 uM hatte; weitere Daten stehen in der Tabelle 44, S.187.
Dort wird auch gezeigt, dass die Oleanolsdure bei 10 uM eine 13,04—fache und die Maslinsdure
eine 7,23-fache TGR5-Aktivierung induziert. Es erfolgten auch Messungen mit
Positivkontrollen. Dabei handelte es sich einerseits um die CDCA (Chenodesoxycholsaure) - sie
konnte eine FXR—Aktivierung bei 10 uM um das 2,34—fache hervorrufen - und andererseits um
die LCA (Lithocholsdure), der im Zuge dieser Diplomarbeit eine grofRere Bedeutung
zugesprochen wurde, da sie die starker wirksame Positivkontrolle fiir den TGR5—Rezeptor
darstellt.

Interessant scheinen auch die maximalen Werte der TGR5-Aktivierung, die mit den
verschiedenen Triterpensduren erreicht werden konnten, deshalb sollen auch diese nun kurz
beschrieben werden. Die maximale Modulation durch die Oleanolsdure lag mit 16,8-fach
deutlich héher als die der Maslinsaure mit 7,8-fach. Bei den Positivkontrollen befand sich die
Lithocholsdure deutlich im Vorsprung mit einer 36,4-fachen gegeniliber der
Chenodesoxycholsdaure mit einer 11,6-fachen Aktivierung.

Ein weiterer wichtiger Punkt, der erwahnt werden soll, ist in Abbildung 32, S.86 dargestellt.
Im November 2015 erfolgte im Zuge der vorangegangenen Diplomarbeit [7] von Mag. Nadina
Faur ein Transaktivierungsassay mit der Probe SyzaroDMp_W_01. In diesem Test zeigte sich bei
keiner Extraktkonzentration eine Zellschadigung. Bei dem neueren, mit der gleichen Probe im

Mai durchgefiihrten Test konnte jedoch eine leichte Zelltoxizitat sowohl bei einer Konzentration
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von 100 ug/ml als auch bei 30 ug/ml erkannt werden. Dies ist natdirlich nicht erwiinscht, da man
moglichst ungeschadigte Zellen mit positiver Modulation haben mdchte. Bei allen anderen
Konzentrationen lag keine Zellschadigung vor, (Abbildung 32, S.86 und Abbildung 33, S.87), was
wiederum positiv ist. Noch entscheidender ist, dass weder die rekonstituierte Mischung noch
die einzelnen Triterpensauren in den hier getesteten Konzentrationen cytotoxisch waren. Der
zellschadigende Effekt der Probe ist auch eine mogliche Erklarung fiir die geringen Unterschiede

in der TGR5-Aktivierung zwischen der Probe und der rekonstituierten Mischung.

Syzygium aromaticum RLU/RFU

254

204

TGR5-Aktivierung

Abbildung 31 zeigt die TGR5-Aktivierung bei unterschiedlichen Konzentrationen. Dabei wurde die nicht-
biotransformierte Probe Syzaro, die rekonstituierte Mischung an Triterpensduren und die einzelnen
Triterpensduren an HEK293—-Zellen gemessen. Die Versuche wurden dreimal wiederholt (n=3) und dabei die Probe
SyzaroDMp_W_01 verwendet. Bei RFU handelt es sich um den normierten Fluoreszenz—Wert und bei RLU um den
normierten Lumineszenz—Wert. Auf der y—Achse geben daher die Werte RLU/RFU die gemessene Lumineszenz, als
Indikator der TGR5-Aktivitat, normiert auf den Fluoreszenz—Wert, der uns als Kontrolle der Transfektion und zum
Nachweis der Viabilitait dient. Die x—Achse zeigt die verschiedenen Bezeichnungen und eingesetzten
Konzentrationen der jeweiligen Proben. In der linken Abbildung kann eine sehr schone dosisabhangige Wirkung
des Extraktes erkannt werden, wahrend die rekonsituiuerte Mischung der enthaltenen Triterpensauren eine Spur
geringer wirksam ist. Im Anschluss folgen die getesteten einzelnen Triterpensauren; zuerst die Oleanolsaure, dann

die Maslinsdure. Mittelwert +/- Standardabweichung



Resultate

Tabelle 26 gibt die Testergebnisse zu den Triterpensauren bei einer Extrakt-Konzentration von 100 pg/ml wieder.

Der Test wurde an HEK293—Zellen durchgefiihrt. Die Versuche wurden dreimal wiederholt (n=3) und dabei die

Probe SyzaroDMp_W_01 als Extrakt verwendet.

TGR5-Aktivierung bei 100 pg/ml entspricht in [uM]
Extrakt 19,13
Rekonstituierte Mischung 15,28 14.35 0S+5.72 MS
Oleanolsaure 8,35 14.35
Maslinsaure 5,42 5.72

Tabelle 27 gibt die Testergebnisse zu den Triterpensauren bei einer Extrakt-Konzentration von 30 ug/ml wieder.

Der Test wurde an HEK293-Zellen durchgefiihrt. Die Versuche wurden dreimal wiederholt (n=3) und dabei die

Probe SyzaroDMp_W_01 als Extrakt verwendet.

TGR5-Aktivierung bei 30 pug/ml entspricht in [uM]
Extrakt 10,59
Rekonstituierte Mischung 6,49 4,31 0S+1,72 MS
Oleanolsaure 6,18 4,31
Maslinsaure 2.07 1,72
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Syzygium aromaticum

RFU
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Abbildung 32 zeigt die Zellviabilitdtsmessung bei unterschiedlichen Konzentrationen im Mai 2016-Versuch. Dabei
wurde die nicht-biotransformierte Probe SyzaroDMp_W_01, die einzelnen Triterpensduren und die rekonstituierte
Mischung der Triterpensduren an HEK293—-Zellen gemessen. Bei RFU handelt es sich um den Fluoreszenz—Wert.
Der schwarze Balken zeigt die unbehandelten Zellen, wahrend die anderen Balken die jeweilige Beschriftung
widerspiegeln. Es zeigte sich, dass bei einer Extraktkonzentration von 100 pg/ml und 30 pg/ml eine leichte
Zelltoxizitat vorlag (mit einem roten Pfeil markiert), wahrend bei allen anderen getesteten Substanzen keine
Zellschadigung eintrat. Dieses Ergebnis korreliert nicht mit dem Ergebnis, welches einige Monate zuvor im Zuge
einer vorangegangenen Diplomarbeit festgestellt wurde [7]. Dort trat bei keiner Extrakt-Konzentration eine
Zellschadigung ein (siehe Abbildung 33, S.87). Die y—Achse zeigt die relativen Fluoreszenz—Werte, die ein Mass fir
die Expression des EGFP® darstellen, wahrend die x—Achse die verschiedenen Bezeichnungen und eingesetzten
Konzentrationen der jeweiligen Proben wiedergibt. Mittelwert +/- Standardabweichung; n = 3; verwendete Probe

SyzaroDMp_W_01

38 EGFP = verbessertes griin fluoreszierendes Protein
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Abbildung 33 demonstriert die nicht vorhandene
Zelltoxizitat im November 2015-Versuch an HEK293—
Zellen. Der schwarze Balken zeigt die unbehandelten
Zellen, die grauen Balken die beiden Positivkontrollen
und die weilen Balken den Extrakt in den
angegebenen Konzentrationen. Es zeigte sich, dass
bei keiner Extraktkonzentration eine Zelltoxizitat
vorlag. Dieses im Zuge der vorangegangenen
Diplomarbeit [7] erhaltene Ergebnis ist nicht stimmig
mit dem Ergebnis, welches einige Monate spéater im
Mai gemessen wurde. (siehe Abbildung 32, S.86). Die
y—Achse zeigt die relativen Fluoreszenz—Werte, die
ein Mass fir die Expression des EGFP darstellen,

wéahrend die x—Achse die verschiedenen

Bezeichnungen und eingesetzten Konzentrationen der jeweiligen Proben wiedergibt.

RFU norm. NC

1754
1.50 1
1251
1.00
0.75
050
0254

0.00-

Standardabweichung; n = 3; verwendete Probe SyzaroDMp_W_01

Mittelwert +/-

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Wirkung von Syzygium aromaticum auf

den TGR5—Rezeptor aufgrund der enthaltenen Triterpensduren (Oleanolsdure und Maslinsaure)

erklart werden kann. In den Zelltests zeigte sich zudem, dass der Extrakt nur wenig besser wirkte

als die reine Triterpensaure—Mischung. Der Unterschied in der Aktivierung des TGR5-Rezeptors

kann verschiedene Griinde haben. So kbnnen eventuell zusatzliche chemische Inhaltsstoffe im

Extrakt die Wirkung unterstiitzen oder aber der Extrakt in seiner Gesamtheit besser wirken als

die Triterpensdaure—Mischung. Des Weiteren wurde mit natiirlichen Zellsystemen gearbeitet,

dadurch sind Schwankungen im Ergebnis ganz normal.
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3.3 Pimenta dioica

Im nun folgenden Teil wird die Vorgangsweise bei Pimenta dioica erklart. Wie im Kapitel
3.1, S.54 bereits naher erldautert, wurden infolge einer vorangegangenen Diplomarbeit drei
Pflanzenextrakte Gbernommen und mit diesen weitergearbeitet. Die zuvor abgearbeitete
Pflanze Syzygium aromaticum (siehe Kapitel 3.2, S.60) war von allen dreien jene, die bei einer
Konzentration von 100 pg/ml eine besonders gute Bioaktivitat auf den TGR5—Rezeptor erzielte.
Pimenta dioica zeigte eine geringere, aber deutlich vorhandene Modulierung des TGR5-
Rezeptors (siehe Kapitel 3.1, S.54). Genauso wie bei der Gewlirznelke sollten auch hier die dafir

verantwortlichen Inhaltsstoffe aufgedeckt werden.

3.3.1 Dereplikation der Inhaltsstoffe

Das Schema zur Analyse des Inhaltsstoffprofiles bei Pimenta dioica war prinzipiell sehr
dhnlich wie es bei Syzygium aromaticum angewendet wurde. Im Fachjargon spricht man auch
von der Dereplikation, die ein zentraler Baustein in der Wirkstofffindung eines Extraktes ist und

bereits im Kapitel 3.2.1, S.60 erlautert wurde.

3.3.1.1 HPLC-DAD-CAD-Analyse des Extraktes

Zu Beginn mussten die chromatographischen Bedingungen so optimiert werden, dass eine
gute Trennung der einzelnen Komponenten moglich war. Zur Anwendung kam die Probe
Pimdio(DM), die nach dem im Kapitel 2.2.1, S.23 erwahnten Verfahren hergestellt wurde. Die
Optimierung erfolgte mit der HPLC-DAD—CAD—-Anlage, wobei die gleichen Gerateeinstellungen
wie bei der Methodenoptimierung von Syzygium aromaticum Anwendung fanden. Die
Auftrennung erfolgte letztlich mit der Methodenoptimierung 2 (siehe Kapitel 2.2.5.4, S.33),
welche durch Variation der FlieBmittelzusammensetzung zustande kam. Die gewahlte
Gradientenelution sah einen Anstieg des organischen Anteils der mobilen Phase (A: 0,1%
wadssriger Ameisensaure, B: Acetonitril) von zundchst 5% Acetonitril auf 95% Acetonitril mit
einer FlieBmittelgeschwindigkeit von 0,5 ml/min und einer Sdulenofentemperatur von 25 °C vor.
Bei Syzygium aromaticum erfolgte die Auftrennung mittels Methodenoptimierung 3. Der

Unterschied zwischen den fiir die einzelnen Extrakte optimierten Gradienten liegt lediglich in
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der Steilheit des Anstiegs, der bei der Methodenoptimierung 2 und 3 in mehreren Stufen
erfolgte. Der HPLC—Lauf bendétigte insgesamt 56 min.

Damit die Dereplikation positiv abgeschlossen werden konnte, erfolgte im Anschluss die
Bestimmung der exakten Massen der getrennten Hauptkomponenten des Extrakts. Daflr kam
die LC-ESI-TOF-Anlage zum Einsatz, mit der dieses Vorhaben erledigt werden konnte. Die
Auswahl der Peaks lag auch wie bei Syzygium aromaticum auf jenen, die eine relativ hohe
Intensitat aufwiesen; der ,Rasen” war daher uninteressant. Zunachst lag der Fokus auf den
Peaks mit der Bezeichnung PD1s, PD1s, PD2o und PD23, da es sich laut den CAD-Daten bei diesen
um die Hauptkomponenten handeln sollte (siehe Abbildung 34). PDyg ist eine Verunreinigung,
die in der Probe enthalten war. Durch die Kombination der exakten Masse, dem verwendeten
Pflanzenteil und der Pflanze selber erhoffte man sich durch Literaturrecherche jene
Verbindung(en) zu dereplizieren, die fir die Aktivierung des TGR5-Rezeptors verantwortlich ist
/sind.

Das nun folgende Unterkapitel soll einen Einblick in die LC-ESI-TOF-Analyse des Extraktes

von Pimdio(DM) geben.
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Abbildung 34 zeigt das gesamte Inhaltsstoffprofil der Probe Pimdio(DM), aufgenommen mittels HPLC—CAD-Anlage.
Das Chromatogramm beinhaltet Peaks (rot schattig hinterlegte Kreise), die auch in der Methanol-Blindprobe
gefunden wurden und daher nichts mit der Probe zu tun haben. Gradient: 5-95% ACN mit saurem Wasser (0,1%
HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120, Cig, 3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: CAD; Injektionsvolumen: 3 ul;

Flussrate: 0,5 ml/min; Ofentemperatur: 25,0 °C; Methodenoptimierung 2
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3.3.1.2 LC—ESI-TOF-Analyse des Extraktes

Nachdem die Auftrennung der Probe optimiert war, erfolgte die
massenspektrometrische Analyse sowohl der biotransformierten als auch der nicht-
biotransformierten Proben. Zur Analyse mit der LC—ESI-TOF—-Anlage wurden nun exakt die
gleichen chromatographischen Bedingungen gewahlt, die auch fiir die Methodenoptimierung
Anwendung fanden (siehe Kapitel 2.2.5.4, S.33 unter Methodenoptimierung 2); die erzielte
Messgenauigkeit lag bei < 10 ppm. Es wurde jeweils ein Volumen von 3 pl automatisch vom
Autosampler injiziert, danach erfolgte die Auftrennung durch den gewdhlten und
voreingestellten Gradienten. Auch bei den Proben von Pimenta dioica wurde jedes Mal vor den
eigentlichen Proben obligatorisch reiner Methanol als Leerprobe injiziert, um eventuelle
Verunreinigungen zu entdecken, beziehungsweise in der anschlieRenden Beurteilung
berlicksichtigen zu kénnen. Es war auch immer notwendig, entsprechende Vergleiche zu
machen, da es das eine oder andere Mal auch vorgekommen war, dass Verunreinigungen im
System enthalten waren. In den entsprechenden Chromatogrammen wurden diese Fille

gesondert mit roter Farbe hinterlegt.

Die zu analysierenden Proben von Pimenta dioica wurden als Pimdio(DM), PimdioEXTRO
und PimdioEXTR24 bezeichnet. Die chromatographischen Vergleiche zwischen der
Originalprobe und den mit aufgeschwemmtem Mausekot behandelten Proben, wird im Kapitel
3.3.2, S.99 nidher beleuchtet. Die Konzentrationen der Extrakte in den HPLC-Flaschchen
betrugen in etwa 3-4 mg/ml, geldst in 1 ml Methanol, die von der vorgehenden Diplomarbeit
von Mag. Nadina Faur Glbernommen wurden [7]. Die Vermessung erfolgte mittels LC—ESI-TOF-
Anlage sowohl im positiven als auch im negativen Modus. Informationen (iber den
Gerateaufbau und die Funktionsweise kdnnen dem Kapitel 2.2.6, S.40 entnommen werden. Im
Kapitel 3.2.1.2, S.63 wurde bereits naher auf die Vermessung mit der LC-ESI-TOF-Anlage und die
Analyse der Testergebnisse eingegangen. Um eine Redundanz zu vermeiden, soll auf jene
Kapitel verwiesen werden.

Die folgenden Abbildungen zeigen die erstellten Basispeak-Chromatogramme (BPC) und
Massenspektren, wobei sich die Auswahl auf einige besonders relevante Verbindungen
beschrankt; weitere Interessante Massenspektren konnen im Kapitel 7.3, S.169 eingesehen

werden. Bei Pimenta dioica waren vor allem die Peaks mit der Bezeichnung PD1s, PD1s, PD22 und
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PD;3 von Bedeutung, weil es sich dabei um Triterpensauren handelte; wie bereits bekannt,
konnen diese den TGR5-Rezeptor positiv beeinflussen. Bei PDis handelte es sich um die
Maslinsdure, PDis wurde als Corosolsdure identifizert (siehe Abbildung 35, S.93), PDy, als
Oleanolsaure (siehe Abbildung 36, S.94) und PDy3 als Ursolsdure (siehe Abbildung 36, S.94). Die
Abbildungen zeigen zunichst ein komplettes Ubersichtschromatogramm der Probe
Pimdio(DM), in jenen sind verschiedene Peaks mit unterschiedlicher Intensitat und
unterschiedlichen Retentionszeiten dargestellt. Es wurden von allen Peaks, die auch
entsprechende Zuordnungen besitzen, Massenspektren ausgewertet, wobei eine gewisse
Intensitat als Auswahlkriterium fir die Untersuchung ausschlaggebend war. Durch die sehr
hohe Messgenauigkeit des Gerates, konnte das Masse/Ladungsverhéltnis (m/z-Verhaltnis)
exakt bestimmt werden. Aufgrund dieser Prazision war es der Software moglich,
Summenformeln zu berechnen und deren Ubereinstimmung mit dem gemessenen
Isotopenmuster zu bestimmen; z.B. kann aus dem in Abbildung 35, S.93 gezeigten
Massenspektrum fiir den monoisotopen Peak ein m/z—Verhaltnis von 471,3502 Da und im BPC
eine Retentionszeit von 28,2 min abgelesen werden. Da die Aufnahme im negativen Modus
erfolgte und die Verbindung als [M-H]" erschien, musste noch ein Wasserstoffproton (1,0073
Da) zugezahlt werden, um auf die tatsdachliche Molekilmasse von 472,3575 Da zu kommen. Die
wahrscheinlichste Summenformel, die fiir diese Verbindung vorgeschlagen wurde, lautete
C30H4304 (Corosolsdure); alle Ergebnisse des negativen Modus” mit den Daten des positiven
Modus” werden in Tabelle 28, S.95 und Tabelle 29, S.96 dargestellt. Im Anschuss erfolgte der
Abgleich mit der chemischen Datenbank ,SciFinder”, der die identifizierung einiger bekannter
Inhaltsstoffe aus Pimenta dioica ermoglichte. Die Vorgangsweise war hierbei identisch wie bei
Syzygium aromaticum und ist im Kapitel 3.2.1.2, S.63 beschrieben worden.

Das in Abbildung 36, S.94 gezeigte Massenspektrum stellt eine Uberlagerung der
Ursolsaure und der Oleanolsdaure dar, wobei beide Triterpensauren die gleiche molekulare
Masse und das gleiche Isotopenmuster besitzen. Die Form des chromatographischen Peaks
zeigt zwar deutlich die Anwesenheit zweier Komponenten, die mit der gewahlten HPLC-
Methode jedoch nur unzureichend voneinander getrennt werden koénnen. Fir die
Quantifizierung, die im Kapitel 3.3.3, S.102 besprochen wird, musste daher zunachst eine
Gradientenelution gefunden werden, mit der eine bessere Trennung der beiden
Triterpensdauren moglich war. Wie bei Syzygium aromaticum war die Quantifizierung essentiell

fir die exakte Mengenbestimmung der einzelnen Triterpensdauren im Extrakt. Im Zuge der
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Zelltests versuchte man dann jenes Mengenverhaltnis so gut es ging zu mischen und an
HEK293—Zellen zu testen. Ndhere Informationen dariber konnen dem Kapitel 3.3.3, S.102

entnommen werden.

Im Allgemeinen waren sehr dhnliche Verbindungen wie in Syzygium aromaticum
enthalten. So kamen auch in Pimdio(DM) verschiedene Fettsduren vor, wie die Stearinsaure, die
Palmitinsaure oder die Linolensaure, aber auch bereits erwdhnte Triterpensduren wie die
Oleanolsdure oder die Maslinsaure. Die gezeigten Tabellen (Tabelle 28, S.95 und Tabelle 29,
S.96) schliisseln die Peaks nach entsprechender Retentionszeit, Masse zu Ladungsverhaltnis im
positiven und negativen Modus, Summenformel und Molekilgewicht in Dalton auf; auch die
vorhergesagte Struktur sowie Literaturangaben (sofern moglich), in denen die Substanzen
beschrieben sind, werden angegeben. Der griin markierte Balken von PDyg soll auf eine
Verunreinigung hindeuten, die im Losungsmittel enthalten war. Die Nylon—Derivate (PD7, PDs,
PDo, PD11, PD12) in einem Zeitbereich von 11,8 bis 15,5 min werden im Kapitel 3.3.1.4, S.98 naher
besprochen. Das gesamte beschriftete Chromatogramm ist in der Abbildung 34, S.89 auffindbar.
Da eine Umkehrphasenchromatographie zur Anwendung kam, erfolgte zunachst die Elution
hydrophiler Substanzen wie Gallussdure (PD1) oder Ericifolin (PD10), am Ende jedoch eluieren

hydrophobe Substanzen wie die bereits erwdahnten Fettsauren.
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Abbildung 35 zeigt das Massenspektrum der Corosolsdure, die in der Probe Pimdio(DM) enthalten ist: Die
gezeigten Resultate wurden im Negativionenmodus mit der LC—ESI-TOF-Anlage aufgenommen. Der obere Teil der
Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 1) zeigt zwei Chromatogramme der Probe Pimdio(DM), das obere ist das
Basispeak-Chromatogramm (BPC) des Massenspektrometers, wahrend direkt darunter das UV-Chromatogramm
bei einer Wellenlange von 200 nm abgebildet ist. Der untere Teil der Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 2) gibt das
Massenspektrum der Corosolsdure wieder. Das Spektrum wurde Uber die Retentionszeiten 27,7-27,9 min
summiert und entspricht somit dem rot makierten Peak im BPC. Die Corosolsdure erscheint bei einer gemittelten
Retentionszeit von 27,7 min und wurde vor allem als [M—H]~ -lon bei m/z 471,3502 detektiert. Der SmartFormula
Algorithmus schlagt fiir diesen Wert innerhalb eines Fehlers von 10 ppm zwei Summenformeln vor, wobei die griin
hinterlegte Formel C3oHa704 die plausiblere ist. Um auf die Summernformel der Corosolsdure zu kommen, muss

das bei der lonisierung abgespaltene Proton dazugerechnet werden; folglich lautet die Strukturformel jetzt

C30H480a.
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Abbildung 36. das Massenspektrum der Oleanolsdure und Ursolsadure, die in der Probe Pimdio(DM) enthalten sind:
Die gezeigten Resultate wurden im Negativionenmodus mit der LC-ESI-TOF-Anlage aufgenommen. Der obere Teil
der Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 1) zeigt zwei Chromatogramme der Probe Pimdio(DM), das obere ist das
Basispeak-Chromatogramm (BPC) des Massenspektrometers, wahrend direkt darunter das UV-Chromatogramm
bei einer Wellenlange von 200 nm abgebildet ist. Der untere Teil der Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 2) gibt das
Massenspektrum der Oleanolsdure und Ursolsdure wieder. Das Spektrum wurde Uber die Retentionszeiten 32,2-
32,8 min summiert und entspricht somit dem rot makierten Peak im BPC. Die Oleanolsdure und Ursolsdure
erscheint bei einer gemittelten Retentionszeit von 32,5 min und wurde vor allem als [M—H]~-lon bei m/z 455,3545
detektiert. Der SmartFormula Algorithmus schlagt fir diesen Wert innerhalb eines Fehlers von 10 ppm zwei
Summenformlen vor, wobei die griin hinterlegte Formel C3oH470s3 die plausiblere ist. Um auf die Summernformel
der Corosolsdure zu kommen, muss das bei der lonisierung abgespaltene Proton dazugerechnet werden; folglich

lautet die Strukturformel jetzt C3oHagOs.
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Tabelle 28 Inhaltsstoffprofil der Probe Pimdio(DM) Teil 1; Analyse der Massen erfolgte mit der LC-ESI-TOF—-Anlage.

Der griin hinterlegte Balken PD2s deutet eine Verunreinigung im System an; n. d. = nicht detektiert; blau hinterlegte

Balken zeigen die enthaltenen vier Triterpensauren

Peak | RT m/zPos. | m/zNeg. | Summenformel | MW vorhergesagte Struktur CAS Nr.
[min] [Da]
PD: | 2,3 | 171,0299 | 169,0148 C7HeOs 170,0 Gallussaure 149-91-7
PD> | 51 | 361,1504 | 359,1359 C16H2409 360,1 PD4 mit Hexose -
PDs | 54 | 361,1502 | 359,1360 C16H2409 360,1 PD4 mit Hexose -
PDa 5,4 n. d. 197,0825 C10H1404 198,1 | Dihydroxyeugenol-Derivat -
PDs | 83 | 389,1821 | 387,1677 C18H2809 388,2 - -
PDs | 9,5 | 227,1296 | 225,1140 C12H1804 226,1 - -
PD; | 11,8 | 566,4303 | 610,4208 C30HssNsOs 565,4 Nylon-6-Derivat (n=5) -
PDs | 13,1 | 679,5146 | 723,5058 C36HesN6Os 678,5 Nylon-6-Derivat (n=6) -
PDs | 14,1 | 792,5988 | 836,5902 Ca2H77N707 791,6 Nylon-6-Derivat (n=7) -
PD1o | 14,7 | 495,1524 | 493,1373 C23H26012 494,1 Ericifolin 141913-95-3
PD11 | 14,9 | 905,6828 | 949,6734 CagHssNgOs 904,7 Nylon-6-Derivat (n=8) -
PD1; | 15,5 | 1018,7662 | 1062,7560 Cs4HagN9Os 1017,7 Nylon-6-Derivat (n=9) -
PD13 | 27,7 | 279,2336 n.d. Ci18H3002 278,2 - -
PDs | 27,7 n. d. 295,2287 CisH3203 296,2 - -
PDis | 28,0 | 473,3648 | 471,3500 C30H4804 472,4 Maslinsaure 4373-41-5
PDis | 28,2 | 473,3648 | 471,3502 C30H4804 472,4 Corosolsaure 4547-24-4
PDi17 | 28,5 | 295,2284 n. d. C1sH3003 294,2 - -
PDig | 28,7 | 295,2285 n. d. Ci1sH3003 294,2 - -
PD1s | 29,0 n. d. 297,2444 Ci18H3403 298,2 - -
PD2o | 29,1 n. d. 297,2442 Ci18H3403 298,2 - -
PD21 | 32,4 | 279,2334 | 277,2188 C18H3002 278,2 alpha-Linolensdure -
PD2 | 32,8 | 457,3689 | 455,3545 C30H1s03 456,4 Oleanolsdure 0508-2-1
PD2 | 32,9 | 457,3689 | 455,3545 C30H4303 456,4 Ursolsdure 77-52-1
PD2s | 34,5 | 281,2491 | 279,2342 CisH3202 280,2 Linolsaure 463-40-1
PD2s | 36,8 | 257,2493 | 255,2341 Ci16H3202 256,2 Palmitinsdure 0057-10-3
PD2 | 37,2 n.d. 281,2499 CisH3402 282,3 Olsaure 112-80-1
PD2; | 40,1 | 371,3174 n. d. C22H1204 370,3 - -
PD2s | 40,3 n. d. 283,2653 C18H3602 284,3 Stearinsaure 0057-11-4
PD29 | 43,7 n.d. 621,4384 C3sHe208 622,4 - -
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Tabelle 29 Inhaltsstoffprofil der Probe Pimdio(DM) Teil 2; Analyse der Massen erfolgte mit der LC-ESI-TOF—-Anlage.
Der griin hinterlegte Balken PD29s deutet eine Verunreinigung im System an; MKo = Originalextrakt mit sterilem
Mausekot behandelt, MK24 = 24h Inkubation des Originalextraktes mit nicht sterilem Mausekot; Zeichenerklarung:
+ = Intensitat ungefahr gleich wie Originalextrakt, - = Intensitat stark veringert oder Peak nicht mehr vorhanden, +
(+) = Intensitat deuchtlich hoher; die TGR5-Spalte zeigt an, ob eine Aktivitat auf den TGR5-Rezeptor in der Literatur

beschrieben ist.

Peak Bestatigung DM Extrakt MKo Kommentar Literatur
PD; v + + [22]
PD> - + +
PDs - + +
PD4 - + + [23]
PDs - + +(+)

PDs - + +
PD7 - + +
PDs - + +
PDg - + +

PD1o - + + Synonym: Pimentol (4]
PDu1 - + +
PD1 - + +
PDi3 - + +
PD1a - + +(+)

PDis v + +
PD1s v + +
PD17 - + +
PDis - + +
PD1s - + +(+4)

PD2o - + +(+4)

PD21 - + +
PD2, v + + [24]
PD2s v + + + v Hauptkomponente [25]
PD2s v + + +
PD2s v + + + [26]
PD2s N + + +
PDy - - - -

PDa2s v + + +
PD2g - + + + X Verunreinigung
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Da mit der LC—ESI-TOF—Anlage nur full-scan Massenspektren aufgenommen wurden, es
aber 6fters mehrere verschiedene mogliche Verbindungen zu einer gefundenen Summenformel
gab, wurde der gewonnene Extrakt aus Pimenta dioica zuséatzlich noch mit der LC—ESI-lonenfalle
vermessen, mit der MS"-Spektren aufgenommen wurden. Bei der Fragmentierung wurden
Teilstrukturen abgespalten, und dadurch im Idealfall die Identifizierung der tatsachlichen
Verbindung ermdoglicht. Diese Analysen fliihrte dankenswerterweise Herr Dr. Martin Zehl durch.
Nahere Details zum Instrument und den verwendeten Gerateeinstellungen kénnen dem Kapitel
2.2.7,5.41 entnommen werden.

In Folge dieser Arbeitsablaufe konnte nun das chemische Geheimnis um Pimenta dioica
sukzessive gellftet werden. Da sich diese Diplomarbeit vorwiegend auf die Wirkung der
Triterpensduren auf den TGR5-Rezeptor fokussierte, standen diese auch im Vordergrund und
sollten im Anschluss quantifiziert und an HEK293-Zellen getestet werden; mit der
Quantifizierung der Triterpensauren beschaftigt sich Kapitel 3.3.3, S.102 insbesonders. Im
Anschluss erfolgten die Zelltests sowohl mit dem Extrakt als auch mit den einzelnen und
gemischten Triterpensduren in entsprechenden Mengenverhiltnissen; prinzipiell war die

Vorgangsweise wie bei Syzygium aromaticum (siehe 3.2, S.60)

3.3.1.3 Nachweis mit Referenzsubtanzen

Der Nachweis zahlreicher Verbindungen mit Referenzsubstanzen war ein weiterer
wichtiger Schritt zur Festigung der Ergebnisse, die durch die Dereplikation erhalten wurden. Es
erfolgte eine Bestatigung zahlreicher Substanzen, die in der Tabelle 28, S.95 aufgelistet wurden.
Fir die Evaluation der Daten kam die HPLC-DAD—CAD-Anlage zum Einsatz, mit der gleichen
Gerateeinstellung und Methode, wie im Kapitel 3.3.1.1, S.88 erldutert. Die Startkonzentration
der Referenzsubstanzen lag bei circa 1 mg/ml, gel6st in 1 ml Methanol, (siehe Kapitel 2.2.3,
S.26). Die nun folgenden Chromatogramme zeigen die Identifikation der Corosolsdure (siehe
Abbildung 37, 5.98) und der Maslinsaure (siehe Abbildung 38, S.98) Zur besseren Einordnung ist

ein Ubersichtschromatogramm im rechten oberen Rand eingeblendet.
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Abbildung 37 Bestéatigung der Corosolsdure: Im rechten oberen Eck ist das gesamte Chromatogramm der Probe
Pimdio(DM) ersichtlich; Corosolsdure: rote Linie, Probe: blaue Linie; Gradient: 5-95% ACN mit saurem Wasser
(0,1% HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120, C1s, 3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: CAD; Injektionsvolumen: 3

ul; Flussrate: 0,5 ml/min; Ofentemperatur: 25,0 °C; Methodenoptimierung 2
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Abbildung 38 Bestatigung der Maslinsdure: Im rechten oberen Eck ist das Chromatogramm der Probe Syzaro(DM)
ersichtlich; Maslinsaure: rote Linie, Probe: blaue Linie; Gradient: 5-95% ACN mit saurem Wasser (0,1% HCOOH);
Siule: Dionex Acclaim 120, Cis, 3 pm, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: CAD; Injektionsvolumen: 3 pl; Flussrate: 0,5

ml/min; Ofentemperatur: 25,0 °C; Methodenoptimierung 2

3.3.14 Einschub: Polyamid-Verunreinigungen

Dieser Teil der Diplomarbeit soll nocheinmal kurz auf die Problematik des
Herstellungsprozesses verweisen. Wie im Kapitel 3.2.1.4, S.70 schon naher besprochen, kam es
auch bei den Proben von Pimenta dioica zu Verunreinigungen, die im Zuge des
Extraktionsverfahrens in die Proben gelangten. Sowohl in den Chromatogrammen, die mit der
HPLC-DAD-CAD-Anlage aufgenommenen wurden, als auch in der nachfolgenden
massenspektrometrischen Analyse fielen nahezu identische Peaks im Chromatogramm auf, wie
sie auch bei den Extrakten von Syzygium aromaticum vorkamen. Im Zuge der

massenspektrometrischen Analyse mit der LC—ESI-TOF-Anlage konnten zudem die gleichen
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Molekiilmassen von z.B. 678,5 Da, 791,6 Da und 904,7 Da festgestellt werden. Da es sich hierbei
um das gleiche Problem handelte wie bei Syzygium aromaticum, soll an dieser Stelle auf das
Kapitel 3.2.1.4, S.70 mit folgendem Unterkapitel 3.2.1.4.1, S.73 verwiesen werden. Ein
eigentlicher DC—Nachweis erfolgte bei Pimenta dioica nicht mehr, da der Schnelltest
einwandfrei funktionierte und die Proben bei beiden Pflanzen komplett ident hergestellt
wurden. Deshalb war auch klar, dass die gleichen Verunreinigungen auch hier vorkommen

mussen.

3.3.2 Biotransformation der Probe Pimdio(DM) mit Mausekot

Wie bereits im einleitenden Kapitel 3.1, S.54 erldutert, ging dieser wissenschaftlichen
Arbeit eine andere Diplomarbeit [7] voraus. Im Vordergrund stand die Erforschung der
Metabolisierung von pflanzlichen Inhaltsstoffen durch die mikrobielle Flora, die im Darm
angesiedelt ist. In Anlehnung an diese Arbeit erfolgte ein Vergleich der Bioaktivitdt und der
Zusammensetzung von biotransformierten und nicht-biotransformierten Extrakten, die
gewonnen wurden aus Syzygium aromaticum, Pimenta dioica und Kaempferia galanga. Der
genaue Ablauf der Biotransformation bei Syzygium aromaticum kann im Kapitel 3.2.2, S.76
nachgelesen und flr Pimenta dioica als gleich angesehen werden.

Die Aufgabe bestand in der Analyse der biotransformierten und nicht-biotransformierten
Extrakte und in der Beantwortung der Frage, ob bei Pimenta dioica aktive Metaboliten
entstiinden und ob irgendwelche bedeutsamen Verdanderungen festzustellen waren, genauso,
wie bei Syzygium aromaticum (Kapitel 3.2, S.60). Dadurch erhoffte man sich eventuell
chemische Verbindungen zu entdecken, die durch die Metabolisierung der Darmflora zu aktiven
Stoffen werden und in Folge durch Zelltests an HEK293—Zellen zeigen, dass sie den TGR5—
Rezeptor modulieren kdnnen. Jene zu untersuchenden Extrakte wurden freundlicherweise von
Frau Mag. Nadina Faur zur Verfligung gestellt, bei Pimenta dioica handelte es sich um die
Extrakte mit der Bezeichnung Pimdio_DM, Pimdio_EXTR_Oh und Pimdio_EXTR_24h. Zur
Erreichung des Ziels mussten die Extrakte aufgetrennt und massenspektrometrisch analysiert
werden. Dafiir verwendete man bei allen nun folgenden Chromatogrammen die LC—ESI-TOF—
Anlage mit der Methodenoptimierung 2. Die entsprechenden Parameter kénnen im Kapitel

2.2.5.4, 5.33. nachgelesen werden.
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Die Abbildung 39, S.100 stellt im Negativionenmodus aufgenommene Basispeak-
Chromatogramme (BPCe) dar, in denen in einem Retentionszeitfenster von 27—-29 min die Peaks
PD14, 19 und 20 ZU erkennen sind. Alle drei kdnnen im Zuge der Dereplikation (siehe Tabelle 28,
S.95) und erfolgter Literaturrecherche keiner chemischen Struktur zugeordnet werden. Die
Wahrscheinlichkeit liegt zudem nahe, dass es sich um Bestandteile des Mausekotes handelte
was deshalb bedeutungslos war.

PD2a4, 25, 26 und 28 (griin markiert) sind die Peaks, die eindeutig derepliziert werden konnten.
Dabei handelte es sich aber um Fettsduren, die bei der Modulation des TGR5—Rezeptors leider
keine Rolle spielten. Um welche Fettsauren es sich dabei handelt, zeigt Tabelle 28, S.95.

Abbildung 40, S.101 zeigt einen Vergleich der BPCe im Positivionenmodus. Hier kénnen
Peaks erkannt werden, die nur im Zuge der Behandlung mit Mausekot auftraten (PD13, 17 und 18).
Um welche Verbindungen es sich dabei handelt, konnte im Zuge der Dereplikation und
Literaturrecherche nicht festgestellt werden. Die griin markierten Peaks sind bereits bekannte

Verbindungen in Pimenta dioica (siehe Tabelle 28, S.95).
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Abbildung 39 zeigt einen Vergleich der im Negativionenmodus aufgenommenen BPCe der unterschiedlich
behandelten Extrakte von Pimenta dioica. Ganz oben befindet sich die genuine (Pimdio_DM), dann die nicht-
biotransformierte (Pimdio_EXTR_0) und die biotransformierte Probe (Pimdio_EXTR_24h). Es traten unbedeutende
Verdnderungen auf, wie beispielsweise PD14,19 und 20. Bei diesen Peaks handelt es sich vermutlich um Komponenten
des Mausekots, die nicht derepliziert werden konnten. PD2s, 2526 und 28 sind Fettsduren und fiir die Modulation des
TGR5-Rezeptors unbedeutend. Alle griin markierten Peaks sind derepliziert, wahrend die roten unbekannte
Verbindungen sind. Geratschaft: LC-ESI-TOF-Anlage; Modus: negativ; Gradient: 5-95% ACN mit saurem Wasser
(0,1% HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120, Cis, 3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: CAD; Injektionsvolumen:

3ul; Flussrate: 0,5 ml/min; Ofentemperatur: 25,0 °C; Methodenoptimierung 2

100



Resultate

\ntenss.- Pimdio_DM_M2_pMS1_GA4_01_812.d: BPC 200.0000-3000.0000 +All MS]
x10

6 PD27

4] PD16 PD22

PD15

N

hﬂ\_/_/\}rvj(_/\w PDQ{}\ rl\ A

Pimdio_EXTR_Oh_M2_pMS1_GB3_01_816.d: BPC 200.0000-3000.0000 +All MS|

\nteng.
x1077
1.259

: M
0.757
0.504
\n{(?:;:)._ J\/‘M m/\/\ AM\

Pimdio_EXTR_24h_M2_pMS1_GB4_01_813.d: BPC 200.0000-3000.0000 +All MS|

x1077
1.25 PD13
1.007 PD17 PD18
0.754 \
0.50 j PD25
0.257 »/\,\
000125 : : ; ‘ o\ : M .
26 28 30 32 34 36 38 40 Time [min]

Abbildung 40 zeigt einen Vergleich der im Positivionenmodus aufgenommenen BPCe der unterschiedlich
behandelten Extrakte von Pimenta dioica. Ganz oben befindet sich die genuine (Pimdio_DM), dann die nicht-
biotransformierte (Pimdio_EXTR_0) und die biotransformierte Probe (Pimdio_EXTR_24h). Alle griin markierten
Peaks sind derepliziert, wahrend die roten unbekannte Verbindungen sind. PD13, 17und 18 Sind Peaks, die nur im Zuge
der Inkubation mit nicht-sterilem Mausekot auftraten. Diese konnten im Zuge der Dereplikation nicht aufgeklart
werden. Gerdtschaft: LC-ESI-TOF-Anlage; Modus: positiv; Gradient: 5-95% ACN mit saurem Wasser (0,1%
HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120, Cis, 3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: CAD; Injektionsvolumen: 3ul;

Flussrate: 0,5 ml/min; Ofentemperatur: 25,0 °C; Methodenoptimierung 2

Abbildung 41, S.102 ist spannend, weil das Ericifolin sowohl im genuinen Extrakt
(Pimdio_DM) als auch im mit sterilem Mausekot (Pimdio_EXTR_Oh) behandelten Extrakt
unzerstort vorlag; nach der 24-Stunden Inkubation mit nicht-sterilem aufgeschwemmtem
Mausekot (Pimdio _EXTR_24h) jedoch verschwand. Die Vermutung lag nahe, dass die im
Mausekot enthaltenen Bakterien das Ericifolin verstoffwechselten und letzteres somit nicht
mehr in der Probe enthalten war. Durch Literaturrecherchen konnte das Ericifolin nicht mit dem

TGR5—Rezeptor in Verbindung gebracht werden.
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Abbildung 41 zeigt einen Ausschnitt der {bereinandergelegten CAD-Chromatogramme der nicht-
biotransformierten und der biotransformierten Proben. Die schwarze Linie zeigt die Probe Pimdio_DM in der
genuinen Form. Die griine Linie bezieht sich auf jenen Extrakt (Pimdio_EXTR_24h), der 24 Stunden mit nicht-
sterilem, aufgeschwemmtem Mausekot inkubiert wurde und die rote Linie zeigt jenen Extrakt (Pimdio_EXTR_Oh),
der mit sterilem Mé&usekot behandelt wurde. Es trat fast keine Veranderung auf, bis auf jenen Bereich, der mit
einem Pfeil gekennzeichnet ist. Dabei handelt es sich um die Verbindung Ericifolin, welche bei der 24-Stunden-
Inkubation mit Mausekot jedoch verschwand. Gradient: 5-95% ACN mit saurem Wasser (0,1% HCOOH); Saule:
Dionex Acclaim 120, C1s, 3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: DAD - CAD; Injektionsvolumen: 3ul; Flussrate: 0,5

ml/min; Ofentemperatur: 25,0 °C; Methodenoptimierung 2

3.3.3 Quantifizierung der enthaltenen vier Triterpensauren

Im Kapitel 3.3.1.1, S.88 wurde das gesamte Inhaltsstoffprofil der Probe Pimdio_DM
gezeigt. Neben sehr hydrophilen Verbindungen, wie der Gallussdaure, enthielt das
Chromatogramm auch viele hydrophobe Substanzen, wie beispielsweise die Fettsduren
Olséure, Stearinsdure und Linolenséure. Fiir die Aktivierung des TGR5—Rezeptors waren jedoch
andere Verbindungen verantwortlich. Diese Hypothese wurde infolge der genaueren
Untersuchung von Syzygium aromaticum aufgestellt, bei der nicht die Fettsduren, sondern die
Triterpensduren fiir die Wirkung verantwortlich waren. Im Extrakt, der aus den Friichten von
Pimenta dioica erhalten wurde, wurden sogar vier verschiedene Triterpensduren derepliziert,
ndamlich die Maslinsdure und Ursolsaure als Hauptkomponenten und die Oleanolsdure und die
Corosolsdure in etwas geringeren Mengen. Ziel war es nun herauszufinden, ob die enthaltenen
Mengen an Triterpensdauren mit der Wirkung des Extraktes korrelieren. Es standen fir die
Quantifizierung zwei Ausgangsextrakte zur Verfligung. Die chromatographische Analyse ergab,

dass das Inhaltsstoffmuster der beiden Extrakte ident ist. Bei den Proben handelte es sich um
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PimdioDMp versus PimdioDMp_W_01. Die Quantifizierung der Triterpensdauren erfolgte
letztlich in beiden Proben, um einen Mittelwert und folglich ein besseres Ergebnis zu erzielen.
Durch Erstellen einer Eichgeraden konnte auf die Mengen an Triterpensduren geschlossen
werden. Die Analyse erfolgte mit der HPLC-DAD-CAD-Anlage unter Verwendung der
Methodenoptimierung 4 (siehe Kapitel 2.2.5.4, S.33 fiir eingestellte Parameter). Im Kapitel 7.4,
S.171 koénnen die erhaltenen Eichgeraden der einzelnen Triterpensdauren mit den
entsprechenden Ergebnissen und die dazugehérenden relativen Residuen-Plots nachgelesen
werden. Die Tabelle 30, S.104 Tabelle 31, S.105 zeigt das Endergebnis der Quantifizierung der
Proben PimdioDMp und PimdioDMp_W_01. Es wurden jeweils insgesamt vier Versuche
durchgefiihrt und daraus der Mittelwert der gemessenen Mengen in pg/ml gebildet. Unter
Berlicksichtigung der eingesetzten Drogenmasse und der entsprechenden Reinheit der
Referenzsubstanzen konnte die Menge in mg/g Extrakt berechnet werden. Die Tabelle 32, S.106
zeigt die Menge an Triterpensaure pro 100 pg/ml Extrakt.

Im Anschluss erfolgte die Umrechnung der Extraktkonzentration von pg/ml auf uM, da die

durchgefiihrten Zelltestergebnisse sich auf diese Konzentrationsangabe bezogen.

103




Resultate

Tabelle 30 Ergebnis der Quantifizierung Teil 1: Es wurden jeweils vier Versuche durchgefiihrt, anhand derer die

Mengen der Triterpensduren Maslinsdure und Oleanolsdure in den Proben PimdioDMp und PimdioDMp_W_01
berechnet wurden. In der Tabelle 31, S.105 finden sich die beiden weiteren Triterpensduren Corosolsdure und

Ursolsaure.
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Tabelle 31 Ergebnis der Quantifizierung Teil 2: Es wurden jeweils vier Versuche durchgefiihrt, anhand derer die
Mengen der Triterpensduren Corosolsdue und Ursolsdure in den Proben PimdioDMp und PimdioDMp_W_01
berechnet wurden. In der Tabelle 30, S.104 finden sich die beiden weiteren Triterpensduren Oleanolsdure und

Maslinsdure.
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Tabelle 32 Ergebnis der Quantifizierung Teil 3: Es wurden jeweils vier Versuche durchgefiihrt, anhand derer die

Mengen der Triterpensauren Oleanolsdure, Maslinsdure, Corosolsdure und Ursolsdure in den Proben PimdioDMp

und PimdioDMp_W_01 berechnet wurden.
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3.3.4 Bioaktivitatstest an HEK293-Zellen

Auch bei Pimenta dioica war die Zielsetzung herauszufinden, welche Inhaltsstoffe fiir die
Aktivierung des TGR5-Rezeptors im Extrakt verantwortlich waren. Infolge der Dereplikation, mit
der die Aufschliisselung der Inhaltsstoffe gelang (siehe Kapitel 3.3.1, S.88), und anschlieRender
Literaturrecherche konnten in dem Extrakt von Pimenta dioica sogar vier Triterpensduren
aufgefunden werden. Neben der Oleanolsdure und der Maslinsdure kamen auch noch zwei
weitere vor, namlich die Corosolsdaure und die Ursolsaure. Da bei Syzygium aromaticum die
Triterpensauren fir die Wirkung am TGR5-Rezeptor verantwortlich waren, wurde der Fokus
klarerweise erneut auf diese gelegt. Ziel der Arbeit war es ja herauszufinden, welche
Komponenten in Pimenta dioica fir die TGR5-Aktivierung wichtig waren. Daher musste
zunachst eine Quantifizierung, wie im Kapitel 3.3.3, S.102 beschrieben, durchgefiihrt werden,
um die Menge an enthaltenen Triterpensduren genau feststellen zu konnen. Mit diesem Wissen
ausgestattet, konnten nun die Testproben fiir die Transaktivierungsassays hergestellt werden.
Neben dem eigentlichen Extrakt von Pimenta dioica, testete man auch die einzelnen
Triterpensdauren und eine rekonstituierte Mischung daraus — d.h. eine Mischung der vier
Triterpensduren in dem gleichen Verhaltnis und der gleichen Konzentration, in der sie in den
getesteten Extraktproben vorlagen —an HEK293-Zellen. Die einzeln getesteten Triterpensaduren
wurden prazise an der Analysenwaage jeweils in ein Eppendorf—Gefal} in kristallinem Zustand
eingewogen, wahrend die rekonsituierten Mischungen mit Hilfe einer geeichten
Kolbenhubpipette aus den fir die Quantifizierung benutzten Standardlosungen
zusammenpipettiert wurde. Hierauf erfolgte, wie bei Syzygium aromaticum, die Ubergabe an
Frau Dr. Angela Ladurner am Department fiir Pharmakognosie, die im Anschluss die Zelltests fiir
diese wissenschaftliche Arbeit durchfiuhrte. Alle Informationen, die in den folgenden
Abbildungen und Tabellen enthalten sind, wurden dankenswerterweise zur Vervollstandigung
dieser Diplomarbeit entsprechend zur Verfligung gestellt und adaptiert.

Die Messungen der Proben geschahen in vier verschiedenen Konzentrationsstufen (100
pug/ml, 30 pg/ml, 10 pg/ml und 3 pg/ml Extrakt bzw. entsprechend rekonstituierte
Triterpensaure-Mischung). Damit versuchte man die Wirkung bei unterschiedlichen
Konzentrationen (Dosis-Wirkungs-Beziehung) festzustellen. Das Arbeitsprotokoll der Tests kann

im Kapitel 2.2.11, S.50 genau nachgelesen werden. In den Abbildungen stellt die y—Achse die
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TGR5-Aktivierung dar, wahrend auf der x—Achse die verschiedenen Proben in den
unterschiedlichen Konzentrationen aufgetragen sind. Alle Ergebnisse wurden aus drei
unabhangigen Versuchen (n=3) erhalten und gemittelt. Die abgebildeten Balken zeigen zudem
auch die Standardabweichung.

Die Abbildung 42, S.110 zeigt das Ergebnis, welches bei den Transaktivierungsassays mit
den HEK293—Zellen erhalten wurde. Es kann auf der linken Seite der Abbildung sehr gut erkannt
werden, dass eine schon dosisabhangige Wirkung des Extraktes vorliegt. Diese ist am grof3ten
bei einer Konzentration von 100 pg/ml und nimmt im Anschluss durch Reduktion der
Konzentration auf 30 pg/ml, 10 pug/ml bis 3 pug/ml kontinuierlich ab. Im Anschluss folgen die
Ergebnisse der rekonstituierten Triterpensaure-Mischung, getestet bei entsprechenden
Konzentrationen. 100 pg/ml Pimdio—Mischung beinhaltete 0,322 uM Oleanolséure, 0,615 uM
Maslinsdure, 0,418 uM Corosolsdure und 0,562 pM Ursolsdure. Im Resultat ist ein leichter
Unterschied zur Originalprobe bei der Testkonzentration 100 pg/ml zu erkennen. Die Mischung
ist in der Lage, den TGR5—Rezeptor 4,27—-Fach zu aktivieren und ist dabei etwas schwacher als
das Extrakt mit einer 5,23—fachen TGR5—Aktivierung. Dadurch ergibt sich eine Differenz von
0,96 zwischen diesen beiden Testproben. Dieser Unterschied ist aber sehr gering und statistisch
nicht signifikant, weshalb er auch vernachlassigt werden kann.

Alle erhaltenen Testdaten flir Pimenta dioica konnen fiir die Konzentrationen 100 pg/ml

der Tabelle 33, S.111 und fir 30 pg/ml der Tabelle 34, S.111 entnommen werden.

Im Zuge der Analysen wurden auch die einzelnen Triterpensauren entsprechend dem
Gehalt in den zuvor erwahnten Extrakt-Konzentrationen (100 pg/ml, 30 pug/ml, 10 pg/ml und 3
ug/ml) gemessen. Die Einwaage in die Eppendorf-GefiRe orientierte sich dabei exakt an der im
Extrakt vorkommenden Menge, um so das Resultat mit der Mischung vergleichen zu kdnnen.
Mit bestem Wissen und Gewissen, prazise und genau erfolgte die Herstellung der Testproben.
Das Ergebnis ergab fiir die Oleanolsaure eine 1,42—fache, fur die Maslinsdure eine 1,49—fache,
flir die Corosolsaure eine 1,25—fache und fiir die Ursolsadure eine 2,92—fache TGR5—Aktivierung.
Die Ursolsaure ist bei einer Extraktkonzentration von 100 pg/ml also vorrangig fur die TGR5—
Aktivierung verantwortlich.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass, wie auch bei Syzygium aromaticum, die

Wirkung durch die Triterpensauren ausgelost wird.
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Im Zuge dieser umfangreichen Analysen wurde auch noch der ECsg—Wert von jeder
Triterpensdure festgestellt. Dabei stellte sich heraus, dass die Oleanolsaure einen ECsg—Wert
von 2,2 uM, die Maslinsaure von 3,1 uM, die Corosolsdure von 0,5 uM und die Ursolsdure von
1,1 uM hatte; weitere Daten bezliglich der maximalen TGR5—Aktivierung und der Modulation
bei 10 uM stehen in der Tabelle 44, S.187. Es wurden auch Messungen mit Positivkontrollen
vorgenommen. Dabei handelte es sich um die CDCA (Chenodesoxycholsdure) - sie konnte eine
FXR—Aktivierung bei 10 uM um das 2,34—fache hervorrufen - und andererseits um die LCA
(Lithocholsaure), der im Zuge dieser Diplomarbeit eine groRere Bedeutung zugesprochen
wurde, da sie die starker wirksame Positivkontrolle fiir den TGR5—Rezeptor darstellt.

Interessant erscheinen auch die maximalen Werte der TGR5-Aktivierung, die mit den
verschiedenen Triterpensauren erreicht werden konnten. Die maximale Modulation durch die
Oleanolsdure lag mit 16,8—fach deutlich hoher als die der Maslinsdure (7,8-fach). Die
Corosolsdure schob mit 3,6-facher Aktivierung die Ursolsaure (3,4-fach) an die letzte Position
der maximalen TGR5-Aktivierung. Bei den Positivkontrollen befand sich die LCA (36,4-fach) vor
der CDCA (11,6-fach).

Ein weiterer wichtiger Punkt der erwdahnt werden soll, ist in den Abbildung 43, S.112 und
Abbildung 44, S.113 dargestellt. Im November 2015 erfolgte im Zuge der vorangegangenen
Diplomarbeit [7] von Mag. Nadina Faur ein Transaktivierungsassay mit der Probe
PimdioDMp_W _01. In diesem Test zeigte sich bei keiner Extraktkonzentration eine
Zellschadigung. Bei der neuerlichen Testung, mit der Probe Pimdio_DM, konnte ebenso keine
Zelltoxizitat sowohl bei einer Konzentration von 100 pg/ml als auch bei 30 pg/ml festgstellt
werden. Die Probe wurde nach dem gleichen Herstellungsverfahren, wie im Kapitel 2.2.1, S.23
dargestellt, produziert. Festzuhalten ist, dass bei allen getesteten Konzentrationen keine
Zellschadigung vorlag (Abbildung 43, S.112 als auch in der Abbildung 44, S.113).

Ziel war es, wirksame Verbindungen auf den TGR5-Rezeptor zu finden, die sich moglichst

nicht zellschadigend auswirken.
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Pimenta dioica RLU/RFU

TGR5-Aktivierung

Abbildung 42 zeigt die TGR5-Aktivierung bei unterschiedlichen Konzentrationen. Dabei wurden die nicht-
biotransformierte Probe, die einzelnen Triterpensaduren und die rekonstituierte Mischung an Triterpensauren an
HEK293-Zellen gemessen. Die Versuche wurden dreimal wiederholt (n=3) und dabei die Probe Pimdio_DM
verwendet. Bei RFU handelt es sich um den normierten Fluoreszenz—Wert und bei RLU um den normierten
Lumineszenz—Wert. Auf der y—Achse geben daher die Werte RLU/RFU die gemessene Lumineszenz, als Indikator
der TGR5-Aktivitat, normiert auf den Fluoreszenz—Wert, der uns als Kontrolle der Transfektion und zum Nachweis
der Viabilitat dient, an. Die x—Achse zeigt die verschiedenen Bezeichnungen und eingesetzten Konzentrationen der
jeweiligen Proben. Im linken Teil der Abbildung ist eine sehr schone dosisabhdngige Wirkung des Extraktes
ersichtlich, wahrend die rekonstituierte Mischung der Triterpensduren eine Spur geringer wirksam ist. Im Anschluss
folgen die getesteten einzelnen Triterpensauren; zuerst die Oleanolsaure, dann die Maslinsdure, Corosolsdure und

zuletzt die Ursolsiure. Mittelwert +/- Standardabweichung
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Tabelle 33 gibt die Testergebnisse zu den Triterpensauren bei einer Extrakt-Konzentration von 100 pg/ml wieder.

Der Test wurde an HEK293—Zellen durchgefiihrt. Die Versuche wurden dreimal wiederholt (n=3) und dabei die

Probe Pimdio_DM als Extrakt verwendet.

Substanz TGR5-Aktivierung bei 100 pg/ml entspricht in [uM]
Extrakt 5,23 -
Mischung 4,27 -
Oleanolsaure 1,42 0,322
Maslinsaure 1,49 0,616
Corosolsaure 1,25 0,419
Ursolsaure 2,92 0,563

Tabelle 34 gibt die Testergebnisse zu den Triterpensauren bei einer Extrakt-Konzentration von 30 pg/ml wieder.

Der Test wurde an HEK293—Zellen durchgefihrt. Die Versuche wurden dreimal wiederholt (n=3) und dabei die

Probe Pimdio_DM als Extrakt verwendet.

Substanz TGR5—Aktivierung bei 30 pg/ml entspricht in [uM]
Extrakt 2,42 -
Mischung 1,89 -
Oleanolsaure 1,19 0,097
Maslinsaure 1,21 0,185
Corosolsaure 1,02 0,126
Ursolsdure 1,47 0,169
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Pimenta dioica RFU
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Abbildung 43 zeigt die Zellviabilitdtsmessung bei unterschiedlichen Konzentrationen im Mai 2016-Versuch. Dabei
wurde die nicht-biotransformierte Probe Pimdio_DM, die einzelnen Triterpensdauren und die rekonstituierte
Mischung an Triterpensduren an HEK293-Zellen gemessen. Bei RFU handelt es sich um den Fluoreszenz—Wert. Der
schwarze Balken zeigt die nur mit Vehikel-Kontrolle behandelten Zellen, wahrend die anderen Balken die jeweilige
Beschriftung widerspiegeln. Es zeigte sich, dass bei einer Extraktkonzentration von 100 pg/ml eine leichte,
allerdings nicht signifikante Abnahme zu sehen war (mit einem roten Pfeil markiert), wahrend bei allen anderen
Konzentrationen und getesteten Substanzen keine Zellschadigung eintrat. Dieses Ergebnis korreliert nicht ganz mit
dem Ergebnis, welches einige Monate zuvor im Zuge einer vorangegangenen Diplomarbeit festgestellt wurde [7].
Dort trat bei keiner Konzentration eine Zellschadigung ein (siehe Abbildung 44, S.113). Die x—Achse zeigt die
verschiedenen Bezeichnungen und eingesetzten Konzentrationen, wahrend die y—Achse die relativen Fluoreszent-
Werte, die ein Mass fiir die Expression des EGFP3 ist, darstellt. Mittelwert +/- Standardabweichung; n=3;

verwendete Probe Pimdio_W_01

39 EGFP = verbessertes griin fluoreszierendes Protein
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Abbildung 44 demonstriert die nicht vorhandene
Zelltoxizitdt im November 2015-Versuch an HEK293-
Zellen. Bei RFU handelt es sich um den Fluoreszenz—
Wert. Der schwarze Balken zeigt die nur mit Vehikel-
Kontrolle behandelten Zellen, die grauen Balken die
Positivkontrollen und die weiBen Balken den Extrakt in
den angegebenen Konzentrationen. Es zeigte sich, dass
bei keiner Extraktkonzentration eine Zelltoxizitat vorlag.
Dieses Ergebnis ist anders, als im Mai 2016-Versuch. Dort
trat bei der Extraktkonzentration 100 pg/ml eine kleine
Zellschadigung ein (siehe Abbildung 43, S.112). Die x—
Achse zeigt die Bezeichnung mit entsprechenden

Konzentrationen, wahrend die y—-Achse die relativen
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Fluoreszenz-Werte, die ein Mass fir die Expression des EGFP sind, darstellt. Mittelwert +/- Standardabweichung;

n=3; verwendete Probe PimdioDMp_W_01

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Wirkung von Pimenta dioica auf den

TGR5—Rezeptor aufgrund der enthaltenen Triterpensduren (Oleanolsdure, Maslinsdure,

Corosolsaure und Ursolsdure) erklart werden kann. In den Zelltests zeigte sich zudem, dass der

Extrakt merklich besser wirkte, als die reine Triterpensdaure—Mischung. Der Unterschied war

jedoch eher gering und im Bereich der experimentellen Unsicherheit, sodass er vernachlassigt

werden kann. Die Durchfiihrung der Tests erfolgte an natirlichen Zellsystemen. In solchen

Systemen sind Schwankungen im Ergebnis ganz normal, was auch den Unterschied erklarbar

macht.
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3.4 Kaempferia galanga

Im nun folgenden Teil wird die letzte Pflanze abgearbeitet, die im Zuge dieser Diplomarbeit
auf lhre Wirksamkeit auf den TGR5—Rezeptor untersucht wurde. Wie im Kapitel 3.1, S.54 bereits
naher erldutert, wurden infolge einer vorangegangenen Diplomarbeit drei Pflanzenextrakte
Ubernommen und mit diesen weitergearbeitet. In dieser Arbeit untersuchte man den Einfluss
des Darmmilieus auf oral eingenommene pflanzliche Stoffe. Verschiedene Extrakte wurden
dabei von unterschiedlichsten Pflanzen hergestellt und in einer 24-Stunden Inkubation mit
aufgeschwemmtem sterilem und nicht-sterilem Ma&usekot behandelt. In einem
Transaktivierungsassay mit HEK293—Zellen testete man anschliefend die Bioaktivitaten der
Extrakte. Dabei spielten der TGR5— und der FXR—Rezeptor eine jeweils essentielle Rolle, wobei
sich diese Diplomarbeit auf den TGR5—-Rezeptor beschriankt. Die im Kapitel 3.2, S.60
beschriebene Pflanze Syzygium aromaticum war von allen dreien jene, die bei einer
Konzentration von 100 pg/ml eine besonders gute Bioaktivitat aufwies. Pimenta dioica (Kapitel
3.3, S.88) zeigte eine geringere, aber deutlich vorhandene Modulierung des TGR5—-Rezeptors.
Kaempferia galanga hatte von allen die geringste Aktivierung (siehe den Bioaktivitatsvergleich
der genannten Pflanzen im Kapitel 3.1, S.54). Genauso wie bei den zuvor erwdhnten Pflanzen

sollten auch hier die dafiir verantwortlichen Inhaltsstoffe aufgedeckt werden.

3.4.1 Dereplikation der Inhaltsstoffe

Wie bei Syzygium aromaticum und Pimenta dioica war es auch bei Kaempferia galanga
notwendig, zundchst das Inhaltsstoffprofil aufzuschliisseln. Bei der Dereplikation handelt es sich
um einen zentralen Baustein in der Wirkstofffindung eines Extraktes. Der genaue Ablauf der

Dereplikation kann im Kapitel 3.2.1, S.60 nachgelesen werden.
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34.1.1 HPLC-DAD-CAD-Analyse des Extraktes

Zu Beginn musste auch bei Kaempferia galanga eine Methodenoptimierung durchgefiihrt
werden, um anschlieRend die Probe KaegalRDMp mit der LC—ESI-TOF-Anlage analysieren zu
konnen. Die Optimierung erfolgte mit der HPLC-DAD-CAD-Anlage, wobei modifizierte
Gerateeinstellungen  Anwendung fanden. Die Auftrennung erfolgte mit der
Methodenoptimierung 1, welche durch Variation der FlieBmittelzusammensetzung erreicht
wurde. Die gewahlte Gradientenelution sah einen Anstieg der mobilen Phase (A: 0,1% wassriger
Ameisensdure / B: Acetonitril) von zundchst 5% Acetonitril auf 95% Acetonitril mit einer
FlieBmittelgeschwindigkeit von 0,5 ml/min und einer Saulenofentemperatur von 25 °C vor. Der
HPLC—-Lauf benoétigte insgesamt 66 min, dabei kam auch wieder eine Cis-
Umkehrphasenchromatographie zum Einsatz. Die korrekt gewéahlten Gerateeinstellungen sowie
genauere Detailinformationen koénnen dem Kapitel 2.2.5.4, S.33 entnommen werden;
verwendet wurde hierbei die ,,Methodenoptimierung 1.

Damit die Dereplikation positiv abgeschlossen werden kann, erfolgte im Anschluss die
Bestimmung der exakten Massen der getrennten Hauptkomponenten des Extrakts. Die Auswahl
der Peaks lag auch wie bei Syzygium aromaticum und Pimenta dioica zunachst auf jenen, die
eine gewisse Intensitat aufwiesen; der ,Rasen” war daher unbedeutend. Allerdings war es bei
Kaempferia galanga nicht so einfach bei der Auswahl als bei den vorherigen Pflanzen, da keine
eindeutigen Peaks hervorstachen; KGis hatte die hochste Intensitat laut den DAD-Daten, konnte
aber aufgrund der Fliichtigkeit mit dem CAD-Detektor nicht gefunden werden. Deshalb waren
bei den experimentellen Analysen im Zuge dieser Arbeit sowohl der DAD als auch der CAD haufig
gekoppelt. So war es moglich, Verbindungen, die mit dem einen nicht sichtbar waren, mit dem
anderen zu detektieren.

Die Abbildung 45, S.116 bzw. Abbildung 46, S.116 zeigen sehr groRe Peaks, die vermutlich
wieder Nylon-6-Derivate sind. Fiir die genaue Massenbestimmung kam wieder die LC-ESI-TOF-
Anlage zum Einsatz, mit der die Massen der einzelnen aufgetrennten Komponenten bestimmt
werden sollten. Dadurch erhoffte man sich auch jene Komponente(n) zu finden, die fur die
Aktivierung des TGR5-Rezeptors verantwortlich ist/sind; folgendes Unterkapitel spezialisiert

sich auf die Massenbestimmung.
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Abbildung 45 zeigt das gesamte Inhaltsstoffprofil der Probe Kaegal DM, welches mittels HPLC-CAD aufgenommen
wurde. Gradient: 5 95% ACN mit saurem Wasser (0,1% HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120, C1g, 3 um, 120 A, 2,1x
150 mm; Detektion: CAD; Injektionsvolumen: 2 ul; Flussrate: 0,5 ml/min; Ofentemperatur: 25,0 °C;

Methodenoptimierung 1

UV - VIS: & = 200
200,
KG15
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Abbildung 46 zeigt das gesamte Inhaltsstoffprofil der Probe Kaegal DM, welches mittels HPLC-DAD aufgenommen
wurde; mit roter Farbe hinterlegt die Nylon—6—Derivate; Gradient: 5-95% ACN mit saurem Wasser (0,1% HCOOH);
Saule: Dionex Acclaim 120, C1s, 3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: DAD; Injektionsvolumen: 2 ul; Flussrate: 0,5
ml/min; Ofentemperatur: 25,0 °C; Methodenoptimierung 1, UV-VIS 200 nm
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3.4.1.2 LC—ESI-TOF-Analyse des Extraktes

Wie auch bei den =zuvor abgehandelten Pflanzen kam es auch hier zur
massenspektrometrischen Analyse sowohl der biotransformierten als auch der nicht-
biotransformierten Proben; mit dem selben Ziel, herauszufinden, welche Verbindungen in
diesen Extrakten enthalten sind. Zur Analyse wurden nun exakt die gleichen
Systemeinstellungen der LC-ESI-TOF—-Anlage gewahlt, die auch fiir die Methodenoptimierung
Anwendung fanden (siehe Kapitel 2.2.5.4, S.33 unter Methodenoptimierung 1); die erzielte
Messgenauigkeit lag bei < 10 ppm. Es wurde jeweils ein Volumen von 2 pl des Extraktes
automatisch injiziert, danach erfolgte die chromatographische Trennung. Im Anschluss wurden
die getrennten Verbindungen mittels Elektrospray ionisiert und in einem Reflektor-
Flugzeitmassenspektrometer analysiert. Detailinformationen (iber den Gerateaufbau und die
Funktionsweise konnen dem Kapitel 2.2.6, S.40 entnommen werden. Um eventuelle
Verunreinigungen ausschlieffen beziehungsweise in der anschlieBenden Beurteilung
berlicksichtigen zu konnen, wurde, wie auch bei den anderen Proben, zunachst obligatorisch

reiner Methanol als Leerprobe injiziert.

Die zu analysierenden Proben von Kaempferia galanga wurden als Kaegal DM,
KaegalEXTRO und KaegalEXTR24 bezeichnet. Die chromatographischen Vergleiche zwischen der
Originalprobe und den mit aufgeschwemmtem Mausekot behandelten Proben, werden im
Kapitel 3.4.2,S.125 naher beleuchtet. Die Konzentrationen der Extrakte in den HPLC—Flaschchen
betrugen in etwa 3-4 mg/ml, geldst in 1 ml Methanol. Die Vermessung erfolgte auch hier mit
der LC-ESI-TOF-Anlage sowohl im Positiv- als auch im Negativionenmodus.

Der Ablauf ist nahezu identisch wie bei Syzygium aromaticum, daher soll an dieser Stelle
auf das Kapitel 3.2.1.2, S.63 verwiesen werden. Alle massenspektrometrischen Analysen
wurden von Herrn Dr. Martin Zehl durchgefiihrt.

Aufgrund der prazisen Messergebnisse der LC-ESI-TOF-Anlage kdnnen Molekilmassen
genau bestimmt werden, auch mégliche Summenformeln werden vorgeschlagen, die mit der
detektierten Masse und dem Isotopenmuster in Korrelation stehen. Jeder einzelne Peak wurde
dabei herangezogen, die entsprechenden Summenformeln in den Abbildungen dargestellt. In
Abbildung 47, S.120 kann beispielsweise im Massenspektrum ein m/z-Verhaltnis von 177,0552
und im Chromatogramm eine Retentionszeit von 15,6 min abgelesen werden. Da die Aufnahme

im Negativionenmodus erfolgte und die Verbindung als [M-H]" erschien, musste noch ein
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Wasserstoffproton zugezahlt werden, um auf die tatsachliche Molekiilmasse von 178,1 Da zu
kommen. Die Summenformel, die fiir diese Verbindung vorgeschlagen wurde, lautete C10H100s3;
dabei sollte es sich um die 4—Methoxyzimtsdaure handeln. Die Abbildung aller Ergebnisse des
negativen Modus” mit den Daten des positiven Modus’ ist in Tabelle 35, S.122 und Tabelle 36,
S.123 ersichtlich. Der anschlielende Abgleich mit der chemischen Datenbank ,SciFinder”
erlaubte die Identifizierung einiger bekannter Inhaltsstoffe aus Kaempferia galanga. Es wurde
genauso vorgegangen wie bei den anderen beiden Pflanzen (Syzygium aromaticum — Kapitel

3.2, S5.60 - und Pimenta dioica — Kapitel 3.3, S.88).

Im Rahmen dieser Diplomarbeit lautete die Zielsetzung, jene Inhaltsstoffe zu entdecken,
die in der Lage waren, den TGR5—-Rezeptor an HEK293—Zellen zu stimulieren. Eine positive
Modulation konnte aus den vorangegangenen Bioaktivitatstests bereits nachgewiesen werden
(unter Kapitel 3.1, S.54). Nun galt es herauszufinden, welche chemischen Verbindungen dafir
in Frage kommen konnten. Deshalb erfolgte zuerst ein Literaturabgleich, um Publikationen zu
finden, die (iber eine Aktivierung des TGR5—Rezeptors mit Verbindungen aus Kaempferia
galanga berichten wiirden; dies war allerdings nicht erfolgreich. Bei Pimenta dioica und
Syzygium aromaticum konnte sofort Uber Publikationen festgestellt werden, welche
Stoffgruppe fir die positive Modulation verantwortlich war, bei Kaempferia galanga tappte
man jedoch im Dunklen. Daher wurde der neu hergestellte Originalextrakt (Kaegal_DM) einer
Fraktionierung unterzogen, um letztlich die einzelnen Fraktionen an HEK293—Zellen testen zu
konnen. Diese Vorgehensweise sollte Aufschluss geben, welche Fraktion wirksam ist, um
dadurch eine Eingrenzung zu erreichen. Kapitel 3.4.3, S.130 beschaftigt sich mit der

Fraktionierung des Extraktes.

Die dargestellten Massenspektren in Abbildung 47, 5.120 und Abbildung 48, S.121 zeigen
zwei verschiedene Zimtsdure—Derivate, wobei die Ethyl-p—Hydroxyzimtsaure die
Hauptkomponente im dtherischen Ol war (siehe Kapitel 3.4.4.1, S.143). Die gezeigten Tabellen
(siehe Tabelle 35, S.122 und Tabelle 36, S.123) schlisseln jeden einzelnen Peak nach
entsprechender Retentionszeit, Masse zu Ladungsverhéltnis im positiven und negativen Modus,
Summenformel und Molekiilgewicht in Dalton (Da) auf. Auch die vorhergesagte Struktur wird
angegeben. Grin hinterlegte Komponenten wurden nicht derepliziert und hautfarbige

Markierung deutet auf flliichtige Verbindungen hin. Im Allgemeinen waren in Kaempferia
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galanga sehr viele verschiedene Zimtsaure—Derivate enthalten; auch fliichtige Verbindungen
entschllisselte man mit der GC—MS in Folge weiterer Untersuchungen. Die in den Extrakten von
Syzygium aromaticum und Pimenta dioica enthaltenen Triterpensdauren kamen in dem Extrakt
von Kaempferia galanga nicht vor, wodurch die Wirkung auf den TGR5-Rezeptor bis zu dem
Zeitpunkt nicht geklart werden konnte. Die Nylon—Derivate (KGs-s=Nylon—6—Derivate) in einem
Zeitbereich von 9,9 bis 12,7 min werden im Kapitel 3.4.1.2.2, S.124 naher besprochen. Das
gesamte beschriftete Chromatogramm, sowohl unter Verwendung des DAD als auch des CAD

aufgenommen, ist in der Abbildung 45, S.116 und Abbildung 46, S.116 dargestellt.
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Abbildung 47 zeigt das Massenspektrum der 4-Methoxyzimtsdure, die in der Probe Kaegal_DM enthalten ist: Die
gezeigten Resultate wurden im Negativionenmodus mit der LC—ESI-TOF-Anlage aufgenommen. Der obere Teil der
Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 1) zeigt das Basispeak-Chromatogramm (BPC) des Massenspektrometers der
Probe Kaegal_DM. Der untere Teil der Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 2) gibt das Massenspektrum der 4-
Methoxyzimtsaure wieder. Das Spektrum wurde Gber die Retentionszeiten 15,1-15,3 min summiert und entspricht
somit dem rot makierten Peak im BPC. Die 4-Methoxyzimtsaure erscheint bei einer gemittelten Retentionszeit von
15,2 min und wurde vor allem als [M—H] ™ -lon bei m/z 177,0552 detektiert. Der SmartFormula Algorithmus schlagt
fur diesen Wert innerhalb eines Fehlers von 10 ppm nur eine Summenformel vor (CioH903). Um auf die

Summernformel der 4-Methoxyzimtsdaure zu kommen, muss das bei der lonisierung abgespaltene Proton

200

# lon For

C10H903

300 400 500

m/z err [ppm]
177.0557 2.8

mula

mSigma # mSigma
3.0 1

600 700 800 900 miz

N-Rule
ok

Score rdb e Conf
100.00 6.5 even

dazugerechnet werden; folglich lautet die Strukturformel jetzt Ci0H100s.
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Abbildung 48 zeigt das Massenspektrum der Ethyl-p-Hydroxyzimtsdure, die in der Probe Kaegal_DM enthalten ist:

Die gezeigten Resultate wurden im Negativionenmodus mit der LC—-ESI-TOF-Anlage aufgenommen. Der obere Teil

der Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 1) zeigt das Basispeak-Chromatogramm (BPC) des Massenspektrometers der

Probe Kaegal DM. Der untere Teil der Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 2) gibt das Massenspektrum der Ethyl-p-

Hydroxyzimtsdure wieder. Das Spektrum wurde Gber die Retentionszeiten 17,7-18,0 min summiert und entspricht

somit dem rot makierten Peak im BPC. Die Ethyl-p-Hydroxyzimtsaure erscheint bei einer gemittelten Retentionszeit

von 17,8 min und wurde vor allem als [M—H]™ -lon bei m/z 191,0711 detektiert. Der SmartFormula Algorithmus

schlagt fur diesen Wert innerhalb eines Fehlers von 10 ppm nur eine Summenformel vor (C11H1103). Um auf die

Summernformel der Ethyl-p-Hydroxyzimtsdure zu kommen, muss das bei der lonisierung abgespaltene Proton

dazugerechnet werden; folglich lautet die Strukturformel jetzt C11H120s.
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Tabelle 35 Inhaltsstoffprofil der Probe Kaegal_DM Teil 1; Analyse der Massen erfolgte mit der LC—ESI-TOF-Anlage;
grin hinterlegte Verbindungen wurden nicht derepliziert; hautfarbig markierte Balken entsprechen fliichtigen

Komponenten; n. d. = nicht detektiert

KGs | 9,9 | 566,4310 | 610,4193 C30H55Ns05 565,4 Nylon-6 - Derivat (n=5)
KGs | 10,9 | 679,5151 | 723,5030 C36HesNsOs 678,5 Nylon-6 - Derivat (n=6)
KGe | 11,6 | 792,5991 | 836,5869 Ca2H77N707 791,6 Nylon-6 - Derivat (n=7)
KG7 | 12,2 | 905,6836 | 949,6706 CagHssNgOs 904,7 Nylon-6 - Derivat (n=8)
KGs | 12,7 | 1018,7674 | 1062,7538 Cs4H99N9Og 1017,7 Nylon-6 - Derivat (n=9)

KG17

27,6

221,1189

Ci13H1603

220,1

KGi1 | 15,6 | 179,0716 | 177,0562 C10H1003 178,1 4-Methoxyzimtsaure
KGi2 | 18,3 n. d. 191,0711 C11H1203 192,1 Ethyl-p-Hydroxyzimtsaure
2-Propenoic acid, 3-(3,4-dimethoxyphenyl)-,
KGiz | 21,8 | 237,1144 n. d. C13H1604 236,1
ethyl ester, (2E)-
KGis | 23,6 | 207,1035 n. d. C12H1403 206,1 Propyl-p-Hydroxyzimtsaure
KGis | 25,0 | 207,1036 n. d. C12H1403 206,1 Ethyl-p-Methoxyzimtsaure

Butyl-p-Hydroxyzimtsdure oder

Propyl-p-Methoxyzimtsaure

KGa2e

47,1

283,2645

CigH3602

284,3

KGio | 28,5 | 520,3429 | 564,3304 C29Ha1N702 519,3 Linoeyl-lyso-phosphatidylcholin
KGzo | 34,3 n.d. 299,2601 C18H3603 300,3 Hydroxystearinsdure

KG21 | 40,3 | 281,2497 | 279,2331 Ci18H3202 280,2 Linolsdure

KG22 | 43,1 n. d. 255,2331 C16H3202 256,2 Palmitinsaure

KG2s | 43,6 n.d. 281,2496 Ci18H340> 282,3 Olsdure

KG24 | 44,0 n.d. 281,2487 Ci18H340> 282,3 Cis:1 Fettsdure

Stearinsaure
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Tabelle 36 Inhaltsstoffprofil der Probe Kaegal_DM Teil 2; Analyse der Massen erfolgte mit der LC—ESI-TOF—-Anlage;
grin hinterlegte Verbindungen wurden nicht derepliziert; MKo = Originalextrakt mit sterilem Mausekot behandelt,
MK24 = 24h Inkubation des Originalextraktes mit nicht sterilem Mausekot; Zeichenerklarung: + = Intensitat ungefahr
gleich wie Originalextrakt, - = Intensitat stark veringert oder Peak nicht mehr vorhanden, + (+) = Intensitat
deuchtlich hoher; die TGR5-Spalte zeigt an, ob eine Aktivitdt auf den TGR5-Rezeptor in der Literatur beschrieben

ist.

| TGRS |
KG1 - - + | +(+) ‘ ‘
KG2 - - + + ‘ ‘
KGs - + + + ‘ ‘ nur mit LC-MS detektierbar
KGa - + + + ‘ ‘
KGs - + + + ‘ ‘
KGe - + + + JJ
KG~ - | + + + ‘ ‘
KGs - + + + ‘ ‘ nur mit LC-MS detektierbar
KGs . . _ _ erst im EXTR24 aufgetreten / nur mit LC-MS
detektierbar
KG1o - - o E ‘ ‘ erst im EXTR24 aufgetreten
KGu Referenz + + +(+) ‘ ‘
KGi2 ) i i JJ Zimtsdure-Derivat / nur mit LC-MS
| detektierbar / [27]
KGis ) ) i J! Zimtséure-DerivaF / nur mit LC-MS
| | detektierbar
KGia ) @) | +0) Zlmtsau(r:lcj_e tDecla(;:\e/arrtc) E{rn/u[rzrgllt LC-MS
KGis - - - ‘ ‘ nur mit LC-MS detektierbar / [28]
KGic ) ) i JJ Zimtsaure-Derivat / nur mit LC-MS
| | detektierbar
KGi7 - - - ‘ ‘
KGis + +(+) - ‘ ‘
KGio + +(+) - JJ
KG2o | = + + ‘ ‘ keine MS—Daten erfasst
KG21 Referenz + + + ‘ ‘
KG2, Referenz + + + JJ
KG2s Referenz | + + + ‘ ‘
KGaza ] + | o+ ‘ ‘
KG2s - - - JJ nur mit LC-MS detektierbar
KG2s Referenz | + + + ‘ ‘
KG27 = - - ‘ ‘ nur mit LC-MS detektierbar
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3.4.1.2.1 Nachweis mit Referenzsubstanzen

Der Nachweis zahlreicher Verbindungen mit Referenzsubstanzen war ein weiterer
wichtiger Schritt zur Festigung der Ergebnisse, die durch die Dereplikation erhalten wurden. Es
erfolgte eine Bestatigung zahlreicher Substanzen, die in den Tabelle 35, S.122 und Tabelle 36,
S.123 aufgelistet wurden. Fir die Evaluation der Daten kam die HPLC-DAD—-CAD—-Anlage zum
Einsatz, mit der gleichen Gerateeinstellung und Methode, wie im Kapitel 3.4.1.1, S.115 erlautert.
Die Startkonzentration der Referenzsubstanzen lag bei circa 1 mg/ml, gel6st in 1 ml Methanol,
wobei das genaue Herstellungsverfahren der Vergleichslosungen im Kapitel 2.2.3, S.26

nachgelesen werden kann.

3.4.1.2.2 Einschub: Polyamid-Verunreinigung

Die Peaks KGa.g (siehe Tabelle 35, 5.122 und Tabelle 36, S.123) wurden als Nylon—Derivate
identifiziert, wie sie auch schon in Syzygium aromaticum und Pimenta dioica vorgekommen
waren. Da diese aufgrund des Herstellungsprozesses in die Proben gelangten und deshalb auch
kein Unterschied zu den anderen Pflanzen bestand, wird auf die Kapitel 3.2.1.4, S.70 (Syzygium
aromaticum) und 3.3.1.4, S.98 (Pimenta dioica) verwiesen, die dieses Thema bereits im Detail
abhandelten.

Abbildung 49, S.125 zeigt das Chromatogramm der vereinten Fraktionen, der Probe und
des AEOs nach Bespriihen mit Jodlosung. Bei den braunen Spots am Startpunkt der DC handelte
es sich um die Nylon—Verunreinigungen, die durch den Extraktionsprozess in die Extrakte

gelangten.
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Front
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Abbildung 49 zeigt die Fraktionen 1-6+AEO+Probe nach Bespriihen mit Jodldsung, dabei stellen die braunen Spots
im unteren Bereich Verunreinigungen dar (roter Pfeil deutet die Ebene an, wo sich die Polyamid—Derivate

befanden), die infolge des Herstellungsprozesses in die Probe gelangten.

3.4.2 Biotransformation der Probe Kaegal DM

Die Biotransformation mit Mausekot war ein Schritt, der in den vorangegangenen zwei
groRen Kapiteln schon naher beschrieben wurde. Auch bei Kaempferia galanga versuchte man
die Extrakte sowohl mit sterilem als auch nicht-sterilem Mausekot zu inkubieren. Wie bereits
eingangs erwahnt, (siehe Kapitel 3.1, S.54) ging dieser wissenschaftlichen Arbeit eine andere
Diplomarbeit voraus; dort kdnnen auch alle weiteren Informationen zu den Tests nachgelesen
werden [7]. In Anlehnung an diese Arbeit erfolgte nicht nur der Vergleich der Chromatogramme
bei Syzygium aromaticum (siehe Kapitel 3.2, S.60) und Pimenta dioica (siehe Kapitel 3.3, S.88),
sondern auch bei Kaempferia galanga. Die Aufgabe bestand in der Analyse der
biotransformierten und nicht-biotransformierten Extrakte und in der Beantwortung der Frage
ob bei Kaempferia galanga aktive Metaboliten entstliinden und ob irgendwelche bedeutsamen
Veranderungen festzustellen waren. Dadurch erhoffte man sich eventuell chemische
Verbindungen zu entdecken, die durch die Metabolisierung der Darmflora zu aktiven Stoffen
werden und in Folge durch Zelltests an HEK293—Zellen zeigen, dass sie den TGR5—Rezeptor
modulieren kdnnen. Jene zu untersuchenden Extrakte wurden freundlicherweise von Frau Mag.

Nadina Faur zur Verfligung gestellt, bei Kaempferia galanga handelte es sich um die Extrakte
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mit der Bezeichnung Kaegal DM (Originalextrakt), Kaegal EXTR_Oh (Originalextrakt mit
sterilem Mausekot versetzt) und Kaegal EXTR_24h (24h Inkubation mit nicht sterilem
Mausekot).

Die Untersuchung von biotransformierten und nicht-biotransformierten Extrakten stand
nun an. Nahere Informationen Uber die Inkubation sind dem Kapitel 2.1.5, S.22 zu entnehmen.
Zur Erreichung des Ziels mussten die Extrakte aufgetrennt und massenspektrometrisch
analysiert werden. Daflir verwendete man bei allen nun folgenden Chromatogrammen die LC—
ESI-TOF-Anlage mit der Methodenoptimierung 1. Die entsprechenden Parameter kdnnen im
Kapitel 2.2.5.4, S.33 unter ,,Methodenoptimierung 1“ nachgelesen werden.

Die nun folgenden Abbildungen sollen einen kurzen Einblick geben, welche
Veranderungen aufgetreten sind. Dabei wurden nur einige wenige Chromatogramme in diese
Diplomarbeit aufgenommen, da die Verdnderungen oft verschwindend gering waren
beziehungsweise einige Peaks, welche erst durch die 24-Stunden Inkubation auftraten,
teilweise nicht derepliziert werden konnten.

Die Abbildung 50, S.127 stellt im Negativionenmodus aufgenommene Chromatogramme
dar, indem die Peaks KGi und KGs zu erkennen sind. Beide waren im Originalextrakt
(Kaegal_DM) und in Kaegal _EXTR_0 zwar enthalten, nahmen jedoch massiv an Intensitat in dem
mit nicht-sterilem Mausekot behandelten Extrakt Kaegal EXTR_24 zu. Es war leider nicht
moglich, diese beiden Strukturen zu dereplizieren, sodass auch keine Literaturrecherche
moglich war, die eventuell Hinweise auf eine TGR5—Rezeptor—Aktivierung gaben.

Abbildung 51, S.128 zeigt ebenfalls einen Vergleich der im Negativionenmodus
aufgenommenen Chromatogramm; in ihr befindet sich ganz oben der genuine, dann der nicht-
biotransformierte (Kaegal EXTR_0) und zu guter Letzt der biotransformierte Extrakt
(Kaegal _EXTR_24). KGigerschien in der mit nicht-sterilem Mausekot behandelten Probe in Form
eines vergroRerten Peaks, auch KGi1 (4—Methoxyzimtsaure) zeigte dies. Jene Peaks, die mit
einer griinen Schrift markiert wurden, sind dereplizierte; rot beschriftete nicht. Es ist auch zu
erkennen, dass KGzo und KGz4im Extrakt Kaegal EXTR_24h in groRerer Konzentration vertreten
waren. Dabei handelte es sich um eine Hydroxystearinsaure (KGzo) und um eine Cig : 1 Fettsaure
(KGz4). Die Menge an KGyp stieg vermutlich aufgrund der Metabolisierung im Darmmilieu an.
Dabei stand die Vermutung im Raum, dass dies mit einer héheren lipolytischen Aktivitat in
Zusammenhang steht. KGz, und KGas (Palmitin- und Olsiure) sind allerdings in allen drei

Extrakten etwa in gleicher Menge enthalten. Bei den Fettsauren handelte es sich aber leider um
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keine Modulatoren des TGR5—Rezeptors. Welche anderen Fettsdauren noch in dem Extrakt
gefunden wurden, kann in der Tabelle 35, S.122 und Tabelle 36, S.123 nachgelesen werden.
Die Abbildung 52, S.129 zeigt einen Ausschnitt der Chromatogramme, diesmal im
Positivionenmodus. Abbildung 53, S.129 zeigt die 4-Methoxyzimtsdure (KGii), die in
Kaegal EXTR_24 durch die Metabolisierung aufgrund der Darmflora im Chromatogramm an
Intensitat zunahm. Ob diese Sdure zu einer Aktivierung des TGR5—Rezeptor beitrdgt, konnte im
Zuge dieser Diplomarbeit nicht festgestellt und auch nicht nachgewiesen werden, da sie nicht
an HEK293—-Zellen getestet wurde. Auch keinerlei Literaturstellen deuteten auf eine positive

Wirkung auf den TGR5—Rezeptor hin.
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Abbildung 50 zeigt einen Vergleich der im Negativionenmodus aufgenommenen BPCe der unterschiedlich
behandelten Extrakte von Kaempferia galanga. Ganz oben befindet sich die genuine (Kaegal_DM), dann die nicht-
biotransformierte (Kaegal EXTR_Oh) und die biotransformierte Probe (Kaegal EXTR_24h). Es traten geringe
Verdnderungen auf, wie, dass KG1 und KGsin dem Originalextrakt und dem Kaegal_EXTR_O nur minimal vorhanden
waren, jedoch im Extrakt Kaegal _EXTR_24 auffallend an Intensitdt zunahmen. Geratschaft: LC-ESI-TOF-Anlage;
Modus: negativ; Gradient: 5-95% ACN mit saurem Wasser (0,1% HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120, Cis, 3 um,
120 A, 2,1 x 150 mm; Injektionsvolumen: 2 pl; Flussrate: 0,5 ml/min; Ofentemperatur: 25,0 °C;

Methodenoptimierung 1
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Abbildung 51 zeigt einen Vergleich der im Negativionenmodus aufgenommenen BPCe der unterschiedlich
behandelten Extrakte von Kaempferia galanga. Ganz oben befindet sich die genuine (Kaegal_DM), dann die nicht-
biotransformierte (Kaegal_EXTR_Oh) und die biotransformierte Probe (Kaegal_EXTR_24h). KGigerschien in der mit
nicht-sterilem Mausekot behandelten Probe in Form eines vergrofRerten Peaks, auch KG11 (4—Methoxyzimtsaure)
tat dies. Jene Peaks, die mit einer griinen Schrift markiert sind, sind dereplizierte; der rote nicht. Es ist auch zu
erkennen, dass KG2o0 und KGzs im Extrakt Kaegal_EXTR_24h in groRerer Konzentration vertreten waren. Dabei
handelte es sich um eine Hydroxystearinsdure (KG20) und um eine Cis : 1 Fettsaure (KG24). KG22 und KG23 (Palmitin-
und Olsdure) sind in allen drei Extrakten etwa in gleicher Menge enthalten. Geratschaft: LC-ESI-TOF-Anlage;
Modus: negativ; Gradient: 5-95% ACN mit saurem Wasser (0,1% HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120, Cis, 3 um,
120 A, 2,1 x 150 mm; Injektionsvolumen: 2 ul; Flussrate: 0,5 ml/min; Ofentemperatur: 25,0 °C;

Methodenoptimierung 1
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Abbildung 52 zeigt den Peak KGzo (Hydroxystearinsdure) in vergrofRerter Form. Die Probe, die dabei zum Einsatz
kam, war Kaegal_DM. KGzo erschien verstarkt sowohl im Extrakt Kaegal EXTR_O als auch im Extrakt
Kaegal EXTR_24. Es ist anzunehmen, dass die Menge an Hydroxystearinsdure vermutlich infolge der
Metabolisierung durch die Darmflora anstieg. Geratschaft: LC-ES—-TOF; Modus: negativ; Gradient: 5-95% ACN mit
saurem Wasser (0,1% HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120, Cig, 3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Injektionsvolumen: 2

ul; Flussrate: 0,5 ml/min; Ofentemperatur: 25,0 °C; Methodenoptimierung 1
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Abbildung 53 zeigt einen Vergleich der im Positivionenmodus aufgenommenen BPCe der unterschiedlich
behandelten Extrakte von Kaempferia galanga. Ganz oben befindet sich die genuine (Kaegal_DM), dann die nicht-
biotransformierte (Kaegal_EXTR_Oh) und die biotransformierte Probe (Kaegal EXTR_24h). KG11 kam in groRerer
Konzentration in Kaegal_EXTR_24 vor, dabei handelte es sich um die 4-Methoxyzimtsdure. Geratschaft: LC—ESI-
TOF-Anlage; Modus: positiv; Gradient: 5-95% ACN mit saurem Wasser (0,1% HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120,
Cis, 3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Injektionsvolumen: 2 ul; Flussrate: 0,5 ml/min; Ofentemperatur: 25,0 °C;

Methodenoptimierung 1
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AbschlieBend kann gesagt werden, dass im Zuge der Biotransformation zwar einige
Verdanderungen auftraten, allerdings handelte es sich dabei oft um eine Zunahme der Menge an
Fettsauren, die fir die Zielsetzung uninteressant waren. Des Weiteren erschienen teilweise
Peaks, die in einer beachtlichen GréRe im Chromatogramm auftraten, oft aber nicht derepliziert
werden konnten. Ob diese Verbindungen eine Aktivierung des TGR5—Rezeptors bewirkt hatten,

wurde mit Zelltests an HEK293—Zellen nicht bestatigt.

3.4.3 Fraktionierung des Extraktes und Gewinnung des dtherischen Ols

3.43.1 Fraktionierung des Extraktes

Durch die Dereplikation (siehe Kapitel 3.4.1, S.114) war es bei Kaempferia galanga nicht
moglich, herauszufinden, welche chemischen Verbindungen fir die positive TGR5-
Rezeptoraktivierung verantwortlich waren. Bei den zuvor abgehandelten Pflanzen (Syzygium
aromaticum und Pimenta dioica) konnten jene Inhaltsstoffe sehr schnell gefunden werden. Da
dies bei der Gewdirzlilie nicht so rasch funktionierte, musste ein neuer Ansatz zur L6sung des
Problems erarbeitet werden, mit dem Ziel, herauszufinden, welche der Fraktionen eine positive
Modulation bewirkt. Zunachst erfolgte eine Fraktionierung des Extraktes (KaegalRDMp),
hergestellt nach der Prozedur wie in Kapitel 2.2.1, S.23 beschrieben. Die Gesamtprobenmenge,
die zur Verfiigung stand, waren 93,54 mg von der letztlich circa 70 mg tatsachlich separiert
wurden. Die Flash—Chromatographie eignete sich hervorragend fiir die Fraktionierung des
Extraktes. Das Gerat stammte von der Firma Interchim. Die Durchfihrung sowie die
eingestellten Parameter und der FlieBmittelgradienten sind im Kapitel 2.2.9, S.45
zusammengefasst.

Der ELSD-Detektor steuerte die Fraktionierung nach der Intensitat des Signals, so dass die
einzelnen Peaks moglichst separat in Eprouvetten gesammelt wurden; insgesamt kamen 22
Fraktionen mit jeweils 5-16 ml Flissigkeit pro Eprouvette zusammen. Bei der eingesetzten
stationdren Phase handelte es sich um eine Umkehrphasensaule (RP—C1s), wodurch die polaren
Stoffe in den anfanglichen und die lipophilen Stoffe in den letzteren Fraktionen anzutreffen
waren. Nachdem nun die Fraktionen erhalten wurden, erfolgte eine DC—Analyse, um &dhnlich

aussehende Fraktionen zu vereinigen (siehe Kapitel 3.4.3.1.1, S.131).
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34.3.1.1 DC—Analyse der erhaltenen Fraktionen

Aufgrund der grofRen Anzahl an erhaltenen Fraktionen (insgesamt 22) war es notwendig,
diese mittels eines DC—Vergleiches so zu vereinigen, dass ahnlich aussehende zusammengefihrt
werden; genau dies wurde unternommen. Die eingesetzte stationare und mobile Phase kann
dem Kapitel 2.2.8, S.42 entnommen werden. Die einzelnen Fraktionen wurden mit einer speziell
praparierten Pasteurpipette auf die DC—Platte aufgetragen. In der Mitte befand sich immer der
Originalextrakt, um einen entsprechenden Vergleich zu haben. Weiters wurde das
Saulenwasch-Eluat aufgetragen, um zu analysieren, ob auch in diesem noch Interessantes
enthalten war. Abbildung 54, S.132 und Abbildung 56, S.133 zeigen eine allgemeine Ubersicht
Uber die Fraktionen bei Tageslicht und wie diese zusammengefihrt wurden, wahrend die
Abbildung 55, S.132 und die Abbildung 57, S.133 die Fraktionenvereinigung bei UV 254 nm
darstellen. Durch die Vereinigung reduzierte man die Anzahl an Fraktionen von 22 auf 6. Die am
Rotavapor eingeengten Fraktionen wurden anschlieBend jeweils in ein tariertes HPLC—
Flaschchen und in ein tariertes Eppendorf-Gefal} aufgeteilt, um letzlich auf eine Konzentration
von circa 1 pg/ml in den HPLC-Fldschchen und circa 2—3 pg/ml in den Eppendorf-GefaRen zu
kommen. Erstere dienten fiir die DC—Vergleiche und zweitere fiir die Bioaktivitatstests an den
HEK293—Zellen.

Nach der Reduktion der Fraktionen von 22 auf 6, erfolgte eine weitere DC—Analyse zur
Uberpriifung, ob die nun aufgetretenen Spots mit jenen zuvor erschienenen vergleichbar sind.
Zusatzlich wurde auch das durch eine Wasserdampfdestillation gewonnene dtherische Ol von
Kaempferia galanga (siehe Kapitel 2.2.2, S.25) aufgetragen, weil eine Wirkung auf den TGR5—
Rezeptor vermutet wurde.

Es kam das gleiche DC—System zum Einsatz wie zuvor. Einziger Unterschied war, dass
zusatzlich auch noch eine Bespriihung mit Vanillin—H,SO4s—L6sung erfolgte. Es wurden je 2 DC’s
mit 6 x 9,5 cm und 5 x 9,5 cm angefertigt und die Fraktionen, die Probe und das AEO mit einer
speziell praparierten Pasteurpipette aufgetragen. Die Tabelle 37, S.134 gibt die aufgetragenen

Extraktvolumina in pl wieder.

131




Resultate

Front » .
== =
= = —_—
=l
= —
o] =
Start S : = AR
\1’ 5 3 ¢ 4 s i 7 8 9 P 10 1112
\| Y
Fraktion 1 Fraktion 2 Fraktion 3

Abbildung 54 zeigt eine Ubersicht (iber die Fraktionen 1-12 und wie die einzelnen Fraktionen im Anschluss

vereinigt wurden. Dabei stehen die Ziffern fur die entsprechende Fraktion und das P fiir Probe. Kieselgel 60 Fasas;

Laufstrecke: 8 cm; nicht bespriiht
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Abbildung 55 zeigt eine Ubersicht iiber die Fraktionen 1-12 und wie die einzelnen Fraktionen im Anschluss

vereinigt wurden. Dabei stehen die Ziffern fur die entsprechende Fraktion und das P fiir Probe. Kieselgel 60 Fasa;

Laufstrecke: 8 cm; nicht bespriiht; UV 254 nm
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Abbildung 56 zeigt eine Ubersicht tiber die Fraktionen 13-22+W und wie die einzelnen Fraktionen im Anschluss
vereinigt wurden. Dabei stehen die Ziffern fiir die entsprechende, das P fiir Probe und das W fir Sdulenwasch-

Eluat. Kieselgel 60 F2s4; Laufstrecke: 8 cm; nicht bespriiht
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Abbildung 57 zeigt eine Ubersicht ber die Fraktionen 13-22+W und wie die einzelnen Fraktionen im Anschluss
vereinigt wurden. Dabei stehen die Ziffern fir die entsprechende Fraktion, das P fir Probe und das W fur

Sadulenwasch-Eluat. Kieselgel 60 F2s4; Laufstrecke: 8 cm; nicht bespriiht; UV 254 nm

133



Resultate

Abbildung 58 zeigt das erhaltene, nicht bespriihte Chromatogramm sowohl bei
Tageslicht als auch bei UV 254 nm. Sehr deutlich waren die Spots zu erkennen, deren Position
mit einem roten Pfeil markiert wurde. Der Vergleich mit den zuvor gewonnenen
Chromatogrammen zeigte eine Ubereinstimmung mit den aufgetretenen Spots.

Abbildung 59, S.135 zeigt die Chromatogramme nach der Bespriihung mit Vanillin—
H,S0s—Losung sowohl bei Tageslicht als auch bei UV 366 nm. Auch hier kénnen die Spots gut

erkannt werden, es erschienen jedoch noch zusatzliche Spots durch die Besprihung.

Tabelle 37 zeigt die aufgetragenen Volumina der jeweiligen Fraktion, Probe und des dtherischen QOls in pl

Probenbezeichnung pl Probenbezeichnung pl
KaegalRDMp_F1 10 KaegalRDMp_F5 10
KaegalRDMp_F2 10 KaegalRDMp_F6 30
KaegalRDMp_F3 10 P = KaegalDMp 25
KaegalRDMp_F4 10 AEO = KaegalRM_AEO 8
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Abbildung 58 zeigt lbersichtsichtlich die Fraktionen 1-6+AEO+Probe. Die Ziffern stehen fiir die jeweilige Fraktion,
das P fiir Probe (KaegalDMp) und AEO fiir dtherisches Ol. Die Spots sind deutlich zu erkennen (die ungefihre
Position wurde mit einem roten Pfeil markiert). Zur Anwendung kam als stationdre Phase eine Kieselgel 60 Fs4

Folie mit einer Laufstrecke von 8 cm; nicht bespriht; linkes Chromatogramm bei Tageslicht und rechtes

Chromatogramm bei UV 254 nm
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Abbildung 59 zeigt Ubersichtsichtlich die Fraktionen 1-6+AEO+Probe nach Besprihen mit Vanillin—H,SOs—L6sung.
Die Ziffern stehen fiir die jeweilige Fraktion, das P fiir Probe (KaegalDMp) und AEO fiir dtherisches Ol. Die Spots
sind deutlich zu erkennen (deren ungefahre Position mit einem roten Pfeil markiert). Im Allgemeinen traten durch
die Bespriihung zahlreiche gefarbte Banden auf. Zur Anwendung kam als stationare Phase eine Kieselgel 60 Fasa
Folie mit einer Laufstrecke von 8 cm; das linkes Chromatogramm wurde bei Tageslicht und das rechtes

Chromatogramm bei UV 366 nmaufgenommen.

AbschlieRend kann gesagt werden, dass durch die Flash—Chromatographie der Extrakt
erfolgreich in 22 Fraktionen separiert wurde, die im Anschluss durch Vereinigung nach DC—
Analysen von 22 auf 6 reduziert werden konnten. Mit diesen 6 Fraktionen und dem atherischen
Ol erfolgten im Anschluss die Bioaktivititstests an HEK293—Zellen, um die auf den TGR5—
Rezeptor wirksamen Fraktionen zu finden; im Kapitel 3.4.4, S.139 werden alle Tests ndher

erlautert.

3.4.3.1 Gewinnung des idtherischen Ols

In Folge der Dereplikation und der Literaturrecherche konnten keine fiir eine TGR5—
Rezeptor—Aktivierung offensichtlich verantwortlichen Verbindungen ausfindig gemacht
werden. Daher versuchte man, wie bereits erwahnt, auf der einen Seite den Extrakt zu
fraktionieren (siehe Kapitel 3.4.3.1, S.130) und auf der anderen Seite das &therische Ol zu
gewinnen, um anschlieBend an HEK293—Zellen eine mogliche TGR5—Aktivierung nachzuweisen.
Das atherische Ol wurde zusitzlich ausgewahlt, weil immerhin circa 2,5 % im Wurzelstock von
Kaempferia galanga enthalten sind. Bei den Hauptkomponenten handelt es sich vor allem um

p—Methoxyzimtsdaureethylester, Zimtsaureethylester und Pentadekan. Erstere wurde,
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zusammen mit einigen dhnlichen Zimtsaurederivaten, tatsachlich bei der Dereplikation im
Extrakt nachgewiesen (siehe Kapitel 3.4.1, S.114). In der Literatur kénnen auch noch andere
chemische Verbindungen nachgelesen werden, wie 1,8—Cineol, Borneol, Camphen, links— und
rechtsdrehendes a—Pinen, A—3—Caren, Kaempferol, Eucalyptol, B—Caryophyllen, um nur einige
wenige zu nennen (FuBnote 9, S.13, FuBnote 40, S.134 und [6]).

Die genaue Prozedur der Gewinnung des dtherischen Ols steht in Kapitel 2.2.2, S.25; die
eingesetzte Ausgangsdroge war das Rhizom in pulverisierter, gemahlener Form. Das daraus
gewonnene &therische Ol hatte einen intensiv wiirzigen Geruch mit einer leicht gelb /
briunlichen Verfirbung. Die Extraktbezeichnung lautete KaegalRM_AEO. Das Ol wurde zum
einen fur die DC-Analyse (siehe Kapitel 3.4.3.1.1, S.136) eingesetzt, und zum anderen fir die
Tests an HEK293—Zellen, um zu sehen, ob eine Wirkung auf den TGR5—Rezeptor besteht. Die
dabei erhaltenen Ergebnisse werden im Kapitel 3.4.4, S.139 naher erldutert; auch die weitere

Vorgangsweise mit dem &therischen Ol wird besprochen.

3.4.3.1.1 DC-Analyse

Aus dem pulverisierten, gemahlenen Rhizom von Kaempferia galanga konnten diverse
Extrakte gewonnen werden. Die Inhaltsstoffe sollten in Folge mittels einer DC—Uberpriifung
sichtbar gemacht werden, um Ahnlichkeiten oder Abweichungen feststellen zu kénnen. Es

kamen insgesamt 5 verschiedene Extrakte zum Einsatz:

1. KaegalDMp: Dieser Extrakt wurde neu hergestellt. Die Arbeitsanweisung kann im Kapitel
2.2.1, S.23 nachgelesen werden.

2. KaegalRM_AEO: Das wasserdampfdestillierte dtherische Ol aus dem Rhizom von
Kaempferia galanga. Die exakte Herstellung kann im Kapitel 3.4.3.1, S.135 nachgelesen
werden.

3. KaegalRH: Originalextrakt (Kaegal_DM), gelost in 10 ml n—Hexan geldst.

4. Kaegal_DM: Extrakt, der von der vorangegangenen Diplomarbeit von Mag. Nadina Faur
ubernommen wurde.

5. KaegalRM /0,1 % FA: Hierbei handelt es sich um einen Extrakt, der aus dem entfetteten
Anteil (Riickstand) von Kaempferia galanga extrahiert wurde. Der entfettete Riickstand

befand sich bereits in einem RollrandgefaR, der direkt mit 1,11 ml n—Hexan versetzt
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wurde. Im Anschluss wurden daraus 0,555 ml entnommen und in ein anderes Glasgefall
Uberfihrt; dort mit 0,5 ml Methanol und 0,56 ml einer 0,1 % wassrigen Ameisensaure
versetzt. Dabei traten 2 Phasen auf und etwas Bodensatz. Die untere klare Phase wurde
vorsichtig mit einer Spritze entnommen und in ein HPLC—Flaschchen hinein filtriert
(Filter: Interchim PTFE 13 mm 0,45 um). Die Lésung hatte einen gelb / bréunlichen

Anschein.

Im Anschluss folgen nun verschiedene DC’s, um das Resultat der Auftrennung
begutachtenzu konnen. Es wurden sowohl Chromatogramme bei Tageslicht als auch bei
UV254+366 nm dargestellt; auch mit Vanillin—H,SOs,—L6sung besprihte sind dabei. Fir die
optimale Auftrennung war eine gut aufeinander abgestimmte mobile und stationdre Phase von
Bedeutung. Alle Informationen dariiber beinhaltet das Kapitel 2.2.8, S.42.

Abbildung 60, S.138 stellt die Extrakte bei UV 254+366 nm unbespriiht dar. Der Spot der
dtherischen Ol-Komponente(n) kam in allen Extrakten auf gleicher Héhe sehr schén zur Geltung.

Abbildung 61, S.138 und Abbildung 62, S.139 zeigen hingegen die aufgetrennten Extrakte
nach Bespriihen mit Vanillin—H,SOs—Ldsung bei Tageslicht und UV 254+366 nm. Leicht zu
erkennen sind die Spots der dtherischen Ol-Komponente(n), welche in allen fiinf Extrakten
deutlich enthalten waren. Infolge dieser DC—Analysen trat ein wichtiger Aspekt hervor, namlich
auch das atherische Ol an HEK293—Zellen zu testen. Der Grund lag in der offensichtlich groRen
Konzentration an dtherischen Ol Komponenten in den Extrakten von Kaempferia galanga, die
in den zuvor durchgefiihrten Tests bereits eine positive Wirkung auf den TGR5—Rezeptor
zeigten. In Folge der Dereplikation im Zuge dieser Diplomarbeit konnten keine potenziellen
Inhaltsstoffe gefunden werden, die bekanntermallen den TGR5—Rezeptor modulieren. Eine
Méglichkeit bestand eventuell darin, dass das dtherische Ol eine entscheidende Rolle spielen
konnte; deshalb wurde es in Folge auch getestet. Nahere Informationen zur Gewinnung des
dtherischen Ols kénnen dem Kapitel 3.4.3.1, S.135 entnommen werden und die erhaltenen

Testresultate werden im Kapitel 3.4.4, S.139 erlautert.
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Abbildung 60 zeigt alle fiinf zuvor erwahnten Extrakte von Kaempferia galanga. Das linke Chromatogramm wurde
bei UV 254 nm und das rechte bei UV 366 nm abgebildet. Der Spot der itherischen Ol-Komponente(n) (rot
markiert) kam in allen Extrakten auf gleicher Hohe sehr schén zur Geltung. 1: KaegalRH; 2: KaegalRM_AEO; 3:
KaegalDMp; 4: Kaegal_DM; 5: KaegalRM / 0,1% FA; Kieselgel 60 Fs4; Laufstrecke: 8 cm;
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Abbildung 61 zeigt alle finf zuvor erwahnten Extrakte von Kaempferia galanga. Das linke Chromatogramm wurde
nach Besprihen mit Vanillin—H2S04—L6sung bei Tageslicht und das rechte bei UV 254 nm abgebildet. Der Spot der
stherischen Ol-Komponente(n) kam in allen Extrakten auf gleicher Héhe sehr schén zur Geltung. Die Ziffern 3 und
4 zeigen sehr schon das gesamte aufgetrennte Inhaltsstoffprofil des Originalextraktes. 1: KaegalRH; 2:

KaegalRM_AEO; 3: KaegalDMp; 4: Kaegal_DM; 5: KaegalRM / 0,1% FA,; Kieselgel 60 F2s4; Laufstrecke: 8 cm;
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Abbildung 62 zeigt alle fiinf zuvor erwahnten Extrakte von Kaempferia galanga. Das linke Chromatogramm wurde
nach Besprihen mit Vanillin—H2SO4—L6sung bei UV 254 nm und das rechte bei UV 366 nm abgebildet. Der Spot der
dtherischen Ol-Komponente(n) (rot markiert) kam in allen Extrakten auf gleicher Héhe sehr schén zur Geltung. Die
Ziffern 3 und 4 zeigen sehr schon das gesamte aufgetrennte Inhaltsstoffprofil des Originalextraktes. 1: KaegalRH;

2: KaegalRM_AEOQ; 3: KaegalDMp; 4: Kaegal_DM; 5: KaegalRM / 0,1% FA; Kieselgel 60 F2sa4; Laufstrecke: 8 cm;

3.4.4 Bioaktivitatstests an HEK293-Zellen

Kaempferia galanga war jene Pflanze von den insgesamt drei untersuchten, bei der durch
die Dereplikation keine Inhaltsstoffe gefunden werden konnten, die den TGR5—Rezeptor
modulierten, obwohl die zuvor durchgefiihrten Test ja eine Wirkung zeigten (siehe Kapitel3.1,
S.54). Daher erfolgte eine Fraktionierung des Extraktes (siehe Kapitel 3.4.3.1, S.130), um infolge
durch Bioaktivitatstests die Anzahl moglicher , Kandiaten” einzugrenzen. Zusatzlich wurde auch
noch das dtherische Ol getestet (siehe Kapitel 3.4.3.1, S.135), weil doch eine beachtliche Menge
(circa 2,5 %) in dem Rhizom enthalten ist und &atherische Ol-Komponenten im Extrakt
identifiziert wurden. Fir die Zelltests wurden die Fraktionen und das &therische Ol in
Eppendorf—-GefilRe gegeben und im Anschluss von Frau Dr. Angela Ladurner am Department fir
Pharmakognosie auf entsprechende Testkonzentrationen verdinnt und an HEK293-Zellen
getestet. Zusatzlich erfolgte auch die Testung des Originalextraktes, um einen entsprechenden

Vergleich zu haben.
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Alle Informationen, die in den folgenden Abbildungen enthalten sind, wurden
dankenswerterweise zur Verfligung gestellt und fir diese Diplomarbeit entsprechend adaptiert.

Die Messungen der Fraktionen und des dtherischen Ols geschahen in zwei verschiedenen
Konzentrationsstufen (100 pg/ml, 30 pg/ml), die des Originalextraktes in vier verschiedenen
Konzentrationsstufen (100 pg/ml, 30 pg/ml, 10 pg/ml, 3 pg/ml). Damit versuchte man die
Wirkung bei unterschiedlichen Konzentrationen festzustellen. Das Arbeitsprotokoll der Tests
kann im Kapitel 2.2.11, S.50 genau nachgelesen werden. In den Abbildungen stellt die y—Achse
die TGR5—-Aktivierung und die x—Achse die ensprechende Bezeichnung und Konzentration dar.
Alle Ergebnisse wurden aus drei unabhangigen Versuchen (n=3) erhalten und gemittelt. Die
abgebildeten Balken zeigen zudem auch die Standardabweichung.

Abbildung 63, S.141 zeigt das Ergebnis, welches bei den Transaktivierungsassays mit den
HEK293-Zellen erhalten wurde. Es kann sehr gut erkannt werden, dass auf der linken Seite der
Abbildung der Originalextrakt (KaegalEXTRO) bei einer Konzentration von 100 ug/ml eine
eindeutige Wirkung zeigte; auch bei 30 und 10 pg/ml konnte eine Aktivierung erkannt werden.
Wenn man dies mit den Fraktionen und dem &atherischen Ol verglich, sah dies ein wenig anders
aus. So zeigte zum Beispiel die Fraktion 1 keine Aktivitat, die Fraktionen 2 und 6 eine schwache
Wirkung im Bereich des Extrakts; jedoch sehr viel geringer als die verwendeten Positivkontrollen
LCA und CDCA. Bei den Fraktionen 3, 4 und 5 sowie dem &therischen Ol sah dies ganz anders
aus, da hier die Modulierung bei einer Konzentration von 100 pg/ml auf deutlich hdherem
Niveau war; im Fall der Fraktion 5 dhnlich wie bei der Positivkontrolle CDCA (10 uM). Die
Aktivitat aller vier bewegte sich bei einer Konzentration von 100 pg/ml und 30 pg/ml auf
ahnlichem Level, was die Stimulierung der HEK293—Zellen betraf. Doch obwohl dieses Ergebnis
auf den ersten Blick sehr gut aussah, musste auch die Zellschdadigung begutachtet werden;
Abbildung 64, S.142 stellt genau dies dar. In dem Diagramm sieht man, dass die Fraktionen 3, 4
und 5 sowie das dtherische Ol bei einer Konzentration von 100 pg/ml zu einer Zellschiadigung
fihrten. Dies ist natlirlich nicht erwiinscht, da idealerweise die Zellen ,,am Leben” bleiben
sollen. Man mochte eine gezielte Wirkung finden, ohne dass eine Zelltoxizitat auftritt. Bei 30
ug/ml lagen die Testergebnisse auf dem Level der unbehandelten Zellen, daher war keine

ersichtliche Zellschadigung festzustellen.
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Abbildung 63 zeigt die TGR5—Aktivierung bei unterschiedlichen Konzentrationen. Dabei wurde der Originalextrakt
(KaegalEXTRO), die Fraktionen 1-6 und das dtherische Ol bei den Konzentrationsstufen 100 ug/ml und 30 pug/ml
getestet; die Originalprobe zusatzlich noch bei den Konzentrationen 10 pg/ml und 3 ug/ml. Die Versuche wurden
dreimal wiederholt (n=3). Der schwarze Balken zeigt die unbehandelten Zellen, wihrend die anderen Balken die
jeweilige Beschriftung widerspiegeln. Bei RFU handelt es sich um den normierten Fluoreszenz—Wert und bei RLU
um den normierten Lumineszenz—Wert. Auf der y—Achse geben daher die Werte RLU/RFU die gemessene
Lumineszenz, als Indikator der TGR5-Aktivitdt, normiert auf den Fluoreszenz—Wert, der uns als Kontrolle der
Transfektion und zum Nachweis der Viabilitdt diente. Die x—Achse zeigt die verschiedenen Bezeichnungen und
eingesetzten Konzentrationen der jeweiligen Proben. Es kann sehr gut erkannt werden, dass die Fraktionen 3, 4
und 5 sowie das dtherische Ol den TGR5—Rezeptor deutlich stirker aktivierten als der Originalextrakt. Mittelwert

+/- Standardabweichung
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Abbildung 64 zeigt die Zellviabilititsmessung bei unterschiedlichen Konzentrationen. Dabei wurde der
Originalextrakt (KaegalEXTRO), die Fraktionen 1-6 und das dtherische Ol bei den Konzentrationsstufen 100 pg/ml
und 30 ug/ml getestet; die Originalprobe zusatzlich noch bei den Konzentrationen 10 pg/ml und 3 pg/ml. Die
Versuche wurden dreimal wiederholt (n=3). Die x—Achse zeigt die verschiedenen Bezeichnungen und eingesetzten
Konzentrationen der jeweiligen Proben, wahrend die y-Achse den RFU-Wert wiedergibt. Bei RFU handelt es sich
um den normierten Fluoreszenz—Wert. Der schwarze Balken zeigt die unbehandelten Zellen, wahrend die anderen
Balken die jeweilige Beschriftung wiederspiegeln. Es zeigte sich bei den Fraktionen 3, 4 und 5 soie dem dtherischen
0|, dass bei einer Extraktkonzentration von 100 pg/ml eine doch vorhandene Zelltoxizitit vorlag (mit roten Pfeilen

markiert). Mittelwert +/- Standardabweichung;

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Wirkung von Kaempferia galanga auf den
TGR5—-Rezeptor vermutlich auf die Fraktionen 3, 4 und 5 sowie das dtherische Ol beschriankt ist.
In diesen sollte sich auch jene chemische Stoffgruppe befinden, die in der Lage ist, eine positive
Modulation zu bewirken. Daher erfolgte auf der einen Seite sowohl eine
massenspektrometrische Analyse des &atherischen Ols, um die Hauptkomponente zu
detektieren und auf der anderen Seite, die Dereplikation der Fraktion 5. Diese Diplomarbeit
beschrankt sich auf die Analyse der Fraktion 5, da dies sonst den Rahmen sprengen wiirde. In

den nun folgenden Kapiteln, wird hierzu Stellung genommen.
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3.4.4.1 GC-Analysen des dtherischen Ols

Der Bioaktivititstest zeigte, dass das dtherische Ol eine potenzielle Wirkung auf den
TGR5—-Rezeptor hatte. Immerhin war es, neben der Fraktion 5, die zweit wirksamste Fraktion,
die an HEK293—Zellen getestet wurde (siehe Abbildung 63, S.141). Deshalb wurde zuerst eine
Massenbestimmung mit der GC—MS durchgefiihrt, um die Hauptinhaltsstoffe zu identifizieren.
Im Anschluss wurde die quantitative Zusammensetzung der Fraktion KaegalDMp_AEO nach der

100%-Methode bestimmt; dies wurde mit einem GC—FID durchgefihrt.

3.4.4.1.1 GC-MS

Das atherische Ol, welches durch den Extraktionsprozess (siehe unter Kapitel 2.2.2, S.25)
gewonnen wurde, |6ste man in CHCI,, damit es mit der GC untersucht werden konnte. Zum
Einsatz kam das Gerat ,GCMS QP2010“ von Shimdazu, wobei die daflir verwendeten Parameter
in Kapitel 2.2.10.2, S.49 zusammengefasst sind. Nachdem ein entsprechendes , Tuning” mit der
GC-MS durchgefiihrt wurde, erfolgte die eigentliche Vermessung der Probe. Dabei entstand ein
Chromatogramm, indem die Hauptpeaks eindeutig erkennbar waren. Fir jeden Hauptpeak
wurden die darunterliegenden El-Massenspektren aufsummiert und gegen eine Spektren-
Datenbank abgeglichen. Auf diesem Weg konnten sehr schnell die wahrscheinlichsten
Verbindungen gefunden werden. Auch eine prozentuelle Angabe in Bezug auf die
Ergebnissicherheit war vorhanden, wie sicher. Aufgrund dieser Vorgangsweise fand man vier
Hauptkomponenten, die im &therischen Ol enthalten waren. Dabei handelte es sich um die
Ethyl-p—Methoxyzimtsaure, Eugenol, Ethyl-Zimtsdure und Eugenylacetat in fallender
Konzentration. Teilweise entschlisselte man diese Verbindungen bereits in Folge der
Dereplikation (siehe Tabelle 35, S.122), allerdings konnten sehr fliichtige Verbindungen mit der
HPLC—DAD-CAD nicht erfasst werden. Deshalb war der Einsatz der GC—MS fiir die Analyse des
dtherischen Ols notwendig. Auch in der Literatur konnte man einige Ubereinstimmungen
feststellen. Der Wurzelstock beinhaltet circa 2,5 % dtherisches Ol, von dem wiederum circa 99
% der Inhaltsstoffe vollstandig aufgeklart wurden. Bei den Hauptkomponenten handelt es sich
vor allem um Ethyl-p-Methoxyzimtsdure, Zimtsdaureethylester und Pentadekan, aber auch

andere chemische Verbindungen sind enhalten, wie 1,8—Cineol, Borneol, Camphen, links— und
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rechtsdrehendes a—Pinen, A— 3—Caren, Kaempferol, Eucalyptol, B—Caryophyllen, um nur einige
wenige zu nennen9 (513540 [g],

Abbildung 65 zeigt das Chromatogramm der GC—MS-Analyse des dtherischen Ols. Dabei
war die Ethyl-p—Methoxyzimtsidure die Hauptkomponente in dem Ol. Im Zuge dieser
Diplomarbeit beschriankte man sich auf die Detektion der Hauptkomponenten. Ein gezielter
Bioaktivitatstest mit den Hauptsubstanzen (Ethyl-p—Methoxyzimtsdure, Eugenol, Ethyl—
Zimtsdure und Eugenylacetat) an HEK293—Zellen wurde nicht durchgefiihrt. Deshalb war es
auch nicht moglich, zu sagen, welche Verbindungen im &therischen Ol fiir die positive

Modulation des TGR5—Rezeptors verantwortlich waren.
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Abbildung 65 zeigt zum einen das gesamte GC-MS Chromatogramm des dtherischen Ols und zum anderen eine
TeilvergroRerung daraus. Die groRen Peaks deuten auf die Hauptkomponenten hin, die mit der GC—-MS detektert
und zum Teil identifiziert wurden. Dabei konnte als Hauptkomponente die Ethyl-p—Methoxyzimtsdure gefunden
werden; des Weiteren waren auch Eugenol, Eugenylacetat und Ethyl-Zimtsdure in groReren Mengen enthalten.

Alle eingestellten Parameter kdnnen dem Kapitel 2.2.10.2, S.49 entnommen werden.

40 Fiir Literaturrecherche siehe Kapitel 6.1.1, S.157 unter spice-pages.com / 2
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3.4.4.1.2 GC-FID

Nach der erfolgreichen Identifikation der Hauptkomponenten mittels GC-MS, wurde die
quantitative Zusammensetzung der Fraktion KaegalDMp_AEO nach der 100%-Methode
bestimmt; dies wurde mit einem GC—FID durchgefiihrt. Die Funktionsweise des GC-FID und die
eingestellten Parameter konnen dem Kapitel 2.2.10.1, S.48 entnommen werden. Das dtherische
0Ol (1,04 mg) wurde in Dichlormethan gelést (1:100) und anschlieRend mit einer GC-Spritze 1 pl
in das Gerat injiziert. Die Analysenzeit betrug 30 min. Da jedoch bei diesem Vorgang der
Hauptpeak (Ethyl-p—Methoxyzimtsaure) aufgrund von Detektorsattigung ,abgeschnitten”
wurde, verdiinnte man auf eine Konzentration von 1:1000 und injizierte davon wieder 1 pl.

Abbildung 66, S.146 zeigt die detektierten Peaks, wobei die Ethyl-p—Methoxyzimtsaure
jener Peak mit grofRter Konzentration war; alle anderen Peaks sind im Vergleich sehr gering.
Tabelle 38, S.146 beinhaltet alle detektierten Peaks mit dazugehdérenden Retentionszeiten,
Flachen, Konzentrationen und Strukturen. Auch die Literatur zeigt, dass die Ethyl-p-
Methoxyzimtsdure zu den Hauptkomponenten zahlt, neben weiteren anderen wichtigen
Inhaltsstoffen wie der Zimtsdureethylester, Pentadekane, 1,8—Cineol, Borneol, Camphen, links—
und rechtsdrehendes a—Pinen, A—3—Caren, Kaempferol, Eucalyptol, B—Caryophyllen, um nur

einige wenige zu nennen ( FuBnote 9, S.13, Fullnote 41, S.146 und [6]).
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Abbildung 66 zeigt das Chromatogramm der Fraktion KaegalDMp_AEO, welches mit dem GC—FID erhalten wurde.
Die eindeutige Hauptkomponente (Ethyl-p—Methoxyzimtsadure) trat bei einer Retentionszeit von 31,7 min auf und

hatte eine Konzentration von 92,2 % bezogen auf die anderen detektierten Verbindungen.

Tabelle 38 zeigt die Zusammensetzung des Atherischen Ols nach der 100%-Methode. Dabei ist die Ethyl—p—
Methoxyzimtsdure jene Verbindung mit der gréBten Konzentration in der &therischen Olfraktion

(KaegalDMp_AEO). Gerat: GC-FID, Perkin Elmer

Peak-Nummer Retentionszeit Flache Konzentration Verbindung
1 17,601 10035 2,527 Eugenol
2 21,552 3528 0,888 Ethyl-Zimtsdure
3 23,724 5064 1,275 Eugenylacetat
4 28,312 8803 2,217 -
5 29,646 3546 0,893 -
Ethyl—p—
6 31,712 366183 92,200

Methoxyzimtsaure
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3.4.4.2 Dereplikation der Fraktion 5

Die im Kapitel 3.4.4, S.139 naher abgehandelten Bioaktivitatstests zeigten, dass eine
positive Modulation des TGR5—Rezeptors durch die Fraktionen 3—5 vorhanden war; alle anderen
getesteten Fraktionen besalRen so eine Wirkung nicht. Uberdies konnte bei Kaempferia galanga
keine spezifische Stoffgruppe gefunden werden, die fiir die TGR5—-Aktivierung verantwortlich
war. Deshalb erfolgten die in den Kapiteln zuvor besprochene Fraktionierung und der DC—
Vergleich mit dem Originalextrakt, um separierte Fraktionen des Extraktes zu erhalten. In der
Abbildung 59, S.135 wird eine DC dargestellt, anhand derer die weitere Vorgangsweise
abgeleitet wurde. Anhand dieser DC war es moglich zu entscheiden, welche Fraktion naher
analysiert werden sollte. Der Hauptinhaltsstoff von Fraktion 3 ist ident mit der des dtherischen
Ols und wurde bereits mittels GC-MS identifizert, wohingegen sich die Zusammensetzung von
Fraktion 5 deutlich unterscheidet. Fraktion 4 zeigte Charakteristia sowohl von Fraktion 3 als
auch von Fraktion 5 und ist weniger aktiv als letztere. Daher fiel die Entscheidung, nur die
Fraktion 5 zu dereplizieren.

Zu Beginn erfolgte eine Methodenoptimierung, um anschliefend die Probe
KaegalRDMp_F5 mit der hochauflosenden LC—ESI-TOF-Anlage massenspektrometrisch
analysieren zu kénnen. Die Auftrennung geschah mit der Methodenoptimierung 5, bei der die
gewadhlte Gradientenelution einen Anstieg des Acetonitril-Gehalts in der mobilen Phase (A: 0,1%
wadssriger Ameisensaure / B: Acetonitril) von zunachst 65% auf 95% mit einer
FlieBmittelgeschwindigkeit von 0,3 ml/min und einer Sdulenofentemperatur von 35 °C vorsah.
Die Trennung der einzelnen Peaks war zum Teil nicht optimal, jedoch reichte dies fiir die
eindeutige Zuordung einer Masse aus. Der HPLC—Lauf bendtigte insgesamt 49,5 min, wobei
auch hier eine Cig-Umkehrphasenchromatographie zum Einsatz kam. Die korrekt gewahlten
Gerateeinstellungen sowie genauere Detailinformationen sind dem Kapitel 2.2.5.4, S.33 zu
entnehmen.

Um die Dereplikation erfolgreich abzuschlieBen, erfolgte im Anschluss die
Massenbestimmung der im Chromatogramm als Peaks ersichtlichen Verbindungen; dafiir kam
die hochauflésende LC—ESI-TOF-Anlage zum Einsatz. Das nun folgende Kapitel beschaftigt sich

mit der Massenanalyse; prinzipiell nachzulesen im Kapitel 3.2.1, S.60.
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34.4.2.1 LC-ESI-TOF-Analyse der Fraktion 5

Auch bei der Fraktion 5 wurde eine massenspektrometrische Analyse durchgefiihrt; mit
demselben Ziel, herauszufinden, welche Verbindungen in diesem Extrakt enthalten waren. Zur
Analyse verwendete man die gleichen Systemeinstellungen, die auch fir die
Methodenoptimierung zur Anwendung kamen (siehe Kapitel 2.2.5.4, S.33 unter
Methodenoptimierung 5). Nach der automatischen Injektion von 2 ul in den Kreislauf, erfolgte
die Auftrennung durch das gewdhlte und voreingestellte System. Informationen dariber
kénnen dem Kapitel 2.2.6, S.40 entnommen werden. Um eventuelle Verunreinigungen
ausschlieBen beziehungsweise in der Beurteilung beriicksichtigen zu kénnen, injizierte man
zunachst obligatorisch Methanol als Leerprobe. Die Probenbezeichnung lautete KaegalDMp_F5
und die Analyse mit der hochauflésenden LC—ESI-TOF-Anlage praktizierte man sowohl im
Positiv- als auch im Negativionenmodus. Die Abbildung aller Ergebnisse des negativen Modus’
mit den Daten des positiven Modus” ist in der Tabelle 39, S.150 dargestellt. Diese Tabelle
schlisselt jeden einzelnen Peak nach entsprechenden Retentionszeiten, Masse zu
Ladungsverhaltnissen im positiven und negativen Modus, Summenformel und Molekilgewicht
in Dalton (Da) auf; auch die vorhergesagte Struktur wird angegeben. Da es sich bei den
dereplizierten Peaks lediglich um Fettsauren handelte, wurde auch kein Massenspektrum in
diese Diplomarbeit aufgenommen. Die Dereplikation wurde genau wie im Kapitel 3.2.1, S.60
bzw. wie bei Syzygium aromaticum und Pimenta dioica durchgefiihrt. Im Falle der Fraktion 5
handelte es sich leider nur um Fettsduren, die fiir Aktivierung des TGR5—Rezeptors keine
Bedeutung hatten. Es gab bis zu dem Zeitpunkt zumindest keine Publikation, die eine Wirkung
auf Grund dieser Fettsdauren beschrieb. Da der Zeitrahmen fiir diese Diplomarbeit erschopft war,
wurden die Experimente an diesem Punkt trotzdem beendet.

Nichtsdestotrotz sollte liber eine weitergehende Analyse der Fraktion 5 nachgedacht
werden, da hier eventuell eine neue Struktur verborgen sein konnte, die auf den TGR5-Rezeptor
aktivierend wirkt. Eine positive Wirkung lag definitiv vor, wie die Abbildung 63, S.141 zeigte. Die
vorhandene Zellschdadigung bei einer Konzentration von 100 pg/ml sollte natirlich nicht

vernachldssigt und mitbericksichtigt werden (siehe Abbildung 64, 5.142).

Die Abbildung 67, S.149 zeigt ein komplettes Ubersichtschromatogramm der Probe
KaegalDMp_F5 im Negativ- und Positivionenmodus. In diesem sind verschiedene Peaks mit

unterschiedlicher Intensitat und Retentionszeiten dargestellt.

148




Resultate
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Positivionenmodus. Die Chromatogramme wurden mit der hochauflésenden LC—ESI-TOF-Anlage mit der
Methodenoptimierung 5 aufgenommen. Fir alle beschrifteten Peaks erhielt man auch entsprechende
Massenspektren, wobei nur die Peaks 5, 7 und 8 als Fettsduren derepliziert wurden; allen anderen Peaks konnten
keine Verbindungen zugeordnet werden. Gradient: 65-95% ACN mit saurem Wasser (0,1% HCOOH); Sdule: Dionex
Acclaim 120, Cis, 3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: CAD; Injektionsvolumen: 2 pl; Flussrate: 0,3 ml/min;

Ofentemperatur: 25,0 °C;

35

40 45 Time[min]
Abbildung 67 zeigt das gesamte Inhaltsstoffprofil der Probe KaegalDMp_F5 sowohl im Negativ- als auch
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Resultate

Tabelle 39 Inhaltsstoffprofil der Probe KaegalDMp_F5; Analyse der Massen erfolgte mit der LC-ESI-TOF-Anlage;

n. d. = nicht detektiert;

Peak | RT m/z Pos. | m/zNeg. | Summenformel | MW | vorhergesagte Struktur | CAS Nr. TGRS
[min] [Da]

FR: 15,2 | 355,2841 | 399,2754 C21H3804 354,3 - -

FR2 | 18,3 | 431,3726 | 475,3645 C25Hs500s 430,4 - -

FRs | 18,9 | 331,2839 | 375,2752 Ci19H3804 330,3 - -
FRa | 19,1 | 343,2264 n. d. C22H3003 342,2 - -
FRs | 19,2 n. d. 279,2329 CigH3202 280,2 Linolsdure 463-40-1
FRe | 20,2 | 357,2998 | 401,2910 C21H4004 356,3 - -
FR7 | 23,0 | 257,2471 | 255,2332 Ci6H3202 256,2 Palmitinsdure 57-10-3
FRs | 24,0 | 283,2630 | 281,2488 Ci18H3402 282,3 Olsaure 112-80-1
FRe | 28,8 | 607,4211 | 605,4061 C35Hsg0s 606,4 - -
FR10 | 29,6 | 607,4205 | 605,4066 C35Hs80s8 606,4 - -
FR11 | 30,0 n. d. 283,2649 Ci8H3602 284,3 Stearinsdure 57-11-4
FR12 | 31,3 | 338,3421 n. d. C22Ha3NO 337,3 - -
FR1z | 31,7 - 981,5790 C70H7804 982,6 - -
FR14 | 34,4 - 621,4373 C36Hs208 622,4 - -

Eine weitere wissenschaftliche Aufarbeitung von KaegalDMp_F5 im Rahmen dieser Arbeit
wurde nicht durchgefiihrt, da ein weiterer Fortschritt bei Kaempferia galanga nur dann gelingen
konnte, wenn man die Strukturen der unbekannten Verbindungen aufklaren wiirde. So kdnnte
die Chance bestehen, entweder eine publizierte Verbindung oder eine neuartige Struktur zu
entdecken, die auf den TGR5—Rezeptor wirkt. Bevor man jedoch ein derartiges Projekt startet,
sollte zuvor die Sinnhaftigkeit noch einmal grindlich abgekldart werden, da die
Strukturaufklarung aufgrund der sehr gering enthaltenen Mengen der bioaktiven Verbindungen

in Kaempferia galanga problematisch werden kénnte.

150
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4 Zusammenfassung

Der Rahmen fiir diese Diplomarbeit leitete sich aus einer vorangegangenen Diplomarbeit
ab, in der die Einfliisse des gastrointestinalen Traktes auf pflanzliche Inhaltsstoffe untersucht
werden sollten. Da die Applikation vieler pflanzlicher Heilmittel oral erfolgt, werden viele nicht
sofort resorbierte Inhaltsstoffe dem Darmmilieu ausgesetzt und von der mikrobiellen Flora in
unterschiedlicher Art und Weise umgewandelt. Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, wie
verschiedene Pflanzenextrakte bei der Passage durch das Darmmilieu — hier durch eine
Inkubation mit aufgeschlammtem Mausekot simuliert - umgewandelt werden. Wie sich an den
ausgewadhlten Beispielen zeigte, hatte die Biotransformation keine Auswirkung auf die
eigentliche TGR5-Rezeptor-Aktivierung. Die verwendeten und getesteten pflanzlichen Extrakte
wurden nach ihrem Gehalt an Triterpenoiden ausgewahlt, da diese den TGR5-Rezeptor
besonders gut aktivieren kdnnen. Anhand der Testergebnisse kristallisierten sich drei Pflanzen
heraus, die in der Lage waren, den TGR5—Rezeptor bei einer Konzentration von 100 ug/ml
signifikant zu stimulieren. Dabei handelt es sich um Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry
(Blutenknospen), Pimenta dioica (L.) Merr. (Friichte) und Kaempferia galanga L. (Rhizom) [7].

In dieser Diplomarbeit wurden diese drei Pflanzen naher untersucht, um herauszufinden,
welche Verbindungen nun tatsachlich fir die TGR5-Stimulierung verantwortlich waren.
Syzygium aromaticum war jene Pflanze, die bei einer Konzentration von 100 pug/ml sogar eine
bessere Bioaktivitat zeigte als die entsprechenden Positivkontrollen. Pimenta dioica hingegen
zeigte eine geringere, aber doch deutlich vorhandene Modulierung, die aber niedriger war, als
die der Positivkontrollen. Kaempferia galanga ergab eine etwas geringere Aktivierung als dies
bei Pimenta dioica der Fall war. Ein weiteres wichtiges Ergebnis war die sehr geringe bis
fehlende Zelltoxizitat der getesteten Pflanzenextrakte.

Die Dereplikation ergab, dass sowohl bei den Extrakten von Syzygium aromaticum als
auch Pimenta dioica die Triterpensauren fiir die Aktivierung des TGR5—Rezeptors verantwortlich
sind; verschiedene Publikationen wiesen ebenfalls darauf hin. Dabei handelte es sich bei
Syzygium aromaticum um die Oleanolsdure und die Maslinsaure, bei Pimenta dioica zusatzlich
noch um die Ursolsdure und die Corosolsdure. Durch die im Anschluss durchgefiihrte
Quantifizierung der Triterpensauren in den Extrakten und die Austestung der Triterpensaure-

Mischungen an HEK293—Zellen in den selben Konzentrationen, in denen sie im Extrakt vorlagen,
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konnte die Wirkung der Extrakte mehr oder weniger vollstandig auf diese Verbindungen
zurlickgefihrt werden.

Kaempferia galanga enthadlt keine Triterpensduren in relevanten Mengen, folglich dirfte
eine andere Stoffgruppe fir die positive TGR5—Modulation verantwortlich sein. Nach einer
Fraktionierung des Extraktes (inkl. Gewinnung des dtherischen Ols) und Austestung der dabei
erhaltenen Fraktionen an HEK293—Zellen stellte sich heraus, dass die Fraktionen 3-5 und das
dtherische Ol eine Wirkung zeigten; zusatzlich aber auch eine Zellschiddigung bei einer
Konzentration von 100 pg/ml verursachten. Es folgten massenspektrometrische Analysen der
Fraktion 5 und des dtherischen Ols. Dabei konnten in der Fraktion 5 Fettsduren derepliziert
werden, beim &therischen Ol war die Ethyl-p—Methoxyzimtsdure die Hauptkomponente.
Deshalb kann nur vermutet werden, dass diese identifizierten Komponenten den TGR5-
Rezeptor modulieren kdnnen. Welche dies sind, kdnnte man gegebenenfalls durch weitere

Analysen herausfinden.

5 Abstract

The framework for this thesis was obtained from a previous thesis, in which the
influence of the gastrointestinal tract on herbal ingredients was examined. Since the application
of many herbal remedies is oral, the ingredients are exposed to the intestinal environment to
be either rapidly taken up by absorption or metabolized by the microbial flora in different ways.
The aim of this diploma thesis was to find out, if and how different plant extracts are converted
by the gut environment during the passage — simulated here by incubation with mouse fecal
slurry. The herbal extracts used and tested were selected by their content of triterpenes,
because they are partly known to stimulate the TGR5-receptor. According to the test results,
three plant extracts were able to significantly activate the TGR5-receptor at a concentration of
100 pg/ml.

The three plants Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry (flower buds), Pimenta dioica (L.)
Merr. (fruits) and Kaempferia galanga L. (rhizome) were examined [7].

In this thesis their extracts were analyzed in detail to find out which compounds were
responsible for the stimulation of the TGR5-receptor. Extracts of Syzygium aromaticum was able

to modulate the receptor more strongly than the corresponding positive controls at a tested
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concentration of 100 ug/ml. Pimenta dioica however, showed a comparably lower but still
highly significant modulation, which was lower than the positive controls but higher than the
extracts from Kaempferia galanga. Another important outcome was the very low or absent
cytotoxicity of the extracts obtained from Syzygium aromaticum and Pimenta dioica; only some
cytotoxicity was observed for the fractions from Kaempferia galanga at a tested concentration
of 100 pg/ml.

The dereplication revealed that in the extracts of Syzygium aromaticum and Pimenta
dioica, triterpene acids were responsible for the TGR5—activation; various publications pointed
that out. In Syzygium aromaticum, oleanolic acid as well as maslinic acid and in Pimenta dioica
additionally ursolic acid and corosolic acid were responsible for the activation. The
guantification of the triterpene acids in the extracts followed by bioactivity testing of the
reconstituted triterpene acid mixtures on HEK293—cells, allowed the assignment of the TGR5
activity of the plants extracts prediminantly to these compounds.

The investigated extract of Kaempferia galanga contained no triterpen acids in relevant
amounts; consequently, a different class of substances is supposed tocontribute to the TGR5-
modulation. Fractionas and the destilled essential oil were tested on HEK293—cells; These
experiments showed an effect of fractions 3—5 and of the essential oil; however, cell damage at
a concentration of 100 pg/ml could be seen as well for each fraction. Mass spectrometric
analysis revealed mainly fatty acids in fraction 5 and ethyl-p-methoxycinnamate as main
compound in the essential oil. Based on these analyses, it is highly likely that these compound
classes in the extract of Kaempferia galanga contribute to the moderate activation of the TGR5-

receptor. For the unamibigous identification further investigations would be necessary.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

-HT eprotoniertes Molekil im negativen lonenmodus

[M-H] d i Molekl i i | d
der Massenspektrometrie

+ protoniertes Molekiil im positiv lonenmodus der

[M + H]* i Molekl i itiv | dusd
Massenspektrometrie

ACN Acetonitril

BPC Basispeak-Chromatogramm

CAD Charged Aerosol Detektor

CDCA Chenodesoxycholsaure

CHCI; Dichlormethan

CoA Coenzym A

DAD Diodenarray-Detektor

DC Dinnschichtchromatographie

DCM Dichlormethan

ddH20 zweifach destilliertes Wasser

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol

ECso mittlere effektive Konzentration

ECL extrazelluldre Schleife

EGFP verbessertes griin fluoreszierendes Protein

El Elektronenionisation

ELSD Lichtstreudetektor
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ESI Elektrospray-lonisation
FBS Fetales Kalberserum
FSo Steriler Mausekot

FS24 nicht steriler Mausekot

FXR—-Rezeptor

Farnesoid X Rezeptor

GC-FID Gaschromatographie Flammenionisationsdetektor
GC-MS Gaschromatographie-Massenspektrometrie

GFP griin fluoreszierendes Protein

H20 Wasser

HBS HEPES—buffered saline

HEK293-Zellen

menschliche embryonale Nierenzellen, Zelllinie 293

HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

ICL intrazelluldre Schleife

Il-1a Interleukin 1a

IL-18 Interleukin 18

IL-6 Interleukin 6

Kaegal DCM / MeOH-Extrakt von Kaempferia galanga

Kaegal_DM gleiches Herstellungsprozedere wie KaegalRDMp

KaegalDMp Extrakt der aus dem Rhizom von Kaempferia galanga
gewonnen wurde

KaegalRDMp gleiches Herstellungsprozedere wie Kaegal_DM

KaegalRM / 0,1 % FA_1:100

Extrakt, der nach dem Herstellungsprozedere des
Originalextrakts von Kaempferia galanga gewonnen

wurde

KaegalRM_AEO

Atherisches Ol gewonnen aus dem Rhizom von

Kaempferia galanga gelost in Methanol

LCA

Lithocholsdure

MeOH

Methanol
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NF-kB-Weg Nuklear Faktor-kB-Weg
PBS phosphatgepufferte Salzlosung
Pimdio DCM / MeOH-Extrakt von Pimenta dioica

Pimdio_EXTR_Oh

Extrakt von Pimenta dioica mit sterilem,

aufgeschwemmten Mausekot behandelt

Pimdio_EXTR_24h

Extrakt von Pimenta dioica 24—Stunden mit nicht-

sterilem, aufgeschwemmten Mausekot behandelt

RFU Relative Fluoreszenz-Intensitat

RLU Relative Lumineszenz Intensitat

Rpm Umdrehungen pro Minute

Syzaro DCM / MeOH—Extrakt von Syzygium aromaticum

Syzaro(DM) Synonym: Syzaro_DM

Syzaro_DM Synonym: Syzaro(DM)

SyzaroEXTROh Extrakt von Syzygium aromaticum mit sterilem,
aufgeschwemmten Mausekot behandelt

SyzaroEXTR24h Extrakt von Syzygium aromaticum 24-Stunden mit

nicht-sterilem, aufgeschwemmten Mausekot

behandelt

TGR5-Rezeptor

G—Protein gekoppelter Rezeptor 19

TMH transmembranare Helix
TNF-a Tumor Nekrose Faktor a
UHPLC Ultrahochleistungsfliissigkeitschromatographie
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7.2 Massenspektren von Syzygium aromaticum

Intens Syzaro_ DM_M3_pMS1_GA2_01_811.d: BPC BAIINIS
x10
1.25 1.1 min
1.004 5.5 min . 18.2 min
: 11.7 min
0.75] 5 A _
’ 3 26.6 min
0.501 - _ 12 i
op5i | 24min I ﬂ 16.1 min 21.1 min I #7.8 fin
|} | 0 T, NS I NV L i
1 IR0 Syzaro_DM_M3_pMS1_GA2_01_811.d: UV Chromatogram, 200 nm
[MAU]
10007
500]
0_
-5007
o s 7 Tq " T45 7 7 T2 7 25 7 Ta 7 T3 [min
Intens 4 FMS, 5.8-6.1min #346-363, -Peak Bkgrnd|
x106;
4] 3551045
3
2 ]
2
1]
ol 235.0612
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
m/z # Summenformel m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
355.1045 1 C16H1909 355.1024 -6.0 17.7 1 5584 7.5 even ok
2 GC13H1IN1003 355.1010 -9.8 17.7 2 1591 135 even ok
3 C17H15N405  355.1037 2.2 30.7 3 10000 125 even ok
4 CI8H1INBO  355.1050 15 444 4 7931 175 even ok
5 GC22H15N208  355.1077 9.1 57.5 5 712 165 even ok

Abbildung 68 zeigt das Massenspektrum des Biflorins, das in der Probe Syzaro_DM enthalten ist: Die gezeigten
Resultate wurden im Positivionenmodus mit einem LC—ESI-TOF aufgenommen. Der obere Teil der Abbildung (gelb
hinterlegte Ziffer 1) zeigt zwei Chromatogramme der Probe Syzaro DM, das obere ist das Basispeak-
Chromatogramm (BPC) des Massenspektrometers, wahrend direkt darunter das UV-Chromatogramm bei einer
Wellenlange von 200 nm abgebildet ist. Der untere Teil der Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 2) spiegelt das
Massenspektrum des Biflorins wider. Das Spektrum wurde lber die Retentionszeiten 5,8-6,1 min summiert und
entspricht somit dem rot markierten Peak im BPC. Das Biflorin erscheint bei einer gemittelten Retentionszeit von
5,9 min und wurde vor allem als [M+H]* -lon bei m/z 355,1045 detektiert. Der SmartFormula Algorithmus schlagt
fr diesen Wert innerhalb eines Fehlers von 10 ppm fiinf Summenformeln vor, wobei die griin hinterlegte Formel
C16H1909 die plausiblere ist. Um auf die Summenformel des Biflorins zu kommen, muss das bei der lonisierung

zusatzlich vorhandene Proton abgezogen werden. Folglich lautet die Strukturformel jetzt C16H180o.
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Intens. 1 Syzaro_DM_M3_nMS1_GA2_01_801.d: BPC FAIIMS]
x106 5.5 min
5] IR 2
] e 5 nin 1.1 min
2 5 21.1 min 28.5 min )
] - 9 24.$1m|n 13 31-?4mln 343 min
14 .6 17.5 min M_’J\ h }\ 16 37.7 min
1 7 A 17
’ A Aalam MML,ML[L\\AMAM h[\/‘f\ A J
Inten&; Syzaro DM_M3_nMS1_GA2_01_801.d: UV Chromatogram, 200 nm
[mAU]]
10007
5004
0
-5007
T T T & & % % .[mi.n]
Intens.] EMS, 2.2-2.6min #133-156, -Peak Bkgrnd
x108]
2.0% 169:0146
1.5
2 ]
1.07
051
1 339.0359
0.0 +—""——tr—— — —— —— —T— —— —
100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z
m/z  # Summenformel m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
169.0146 1 C7H505 169.0142 =241 6.7 1 100.00 55 even ok
2 CB8HN40 169.0156 58 20.2 2 5608 105 even ok

Abbildung 69 zeigt das Massenspektrum der Gallussaure, die in der Probe Syzaro_DM enthalten ist: Die gezeigten
Resultate wurden im Negativionenmodus mit einem LC—ESI-TOF aufgenommen. Der obere Teil der Abbildung (gelb
hinterlegte Ziffer 1) zeigt zwei Chromatogramme der Probe Syzaro_DM, das obere ist das Basispeak-
Chromatogramm (BPC) des Massenspektrometers, wahrend direkt darunter das UV-Chromatogramm bei einer
Wellenlange von 200 nm abgebildet ist. Der untere Teil der Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 2) gibt das
Massenspektrum der Gallussdure wieder. Das Spektrum wurde Uber die Retentionszeiten 2,2-2,6 min summiert
und entspricht somit dem rot markierten Peak im BPC. Die Gallussdure erscheint bei einer gemittelten
Retentionszeit von 2,4 min und wurde vor allem als [M-H] -lon bei m/z 455,3541 detektiert. Der SmartFormula
Algorithmus schlagt fiir diesen Wert innerhalb eines Fehlers von 10 ppm zwei Summenformeln vor, wobei die griin
hinterlegte Formel C7HsOs die plausiblere ist. Um auf die Summenformel der Gallussdure zu kommen, muss das bei

der lonisierung abgespaltene Proton dazugerechnet werden. Folglich lautet die Strukturformel jetzt C7HeOs.
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|nt<3n$6 Syzaro_ DM_M3_nMS1_GA2_01_801.d: BPC FAIIMS
x10°7 5.5min
1 24mi 2
3 1mm
] 11.1 min
2] 5 21. 1 min 285 min31 omi
] 246m|n 13 U min f
j 1 7min 14 34.3 min .
1 7.5 min }\ 16 37.7 min
] 17
1 o p Aol Ma o A-JL A AJ,\_ s A_j\ SN
Intens’ ] Syzaro_DM_M3_nMS1_GA2_01_801.d: UV Chromatogram, 200 nm
[mAU]4
10007
5001
0]
-5007
0"“5"“1|0'|“1|5'||'2‘0‘II‘Z‘S““3‘0““3‘5“‘[mi‘n]
Intens.] =MIS; 5.8-6.1min #345-365, -Peak Bkgrnd
x108]
] 353:0889
1.57
2 1.0]
0.5
0 OE 421.0755 729.1647
100 200 ~on 400 500 600 700 800 900 m/z
m/z  # Summenformel m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
353.0889 1 C16H1709 353.0878 -31 15.6 1 86.50 85 even ok
2 C13H9N1003 353.0865 -6.9 15.8 2 3277 145 even ok
4 C18HINBO 353.0905 4.5 421 4 3349 185 even ok

Abbildung 70 zeigt das Massenspektrum des Biflorins, das in der Probe Syzaro_DM enthalten ist: Die gezeigten
Resultate wurden im Negativionenmodus mit einem LC—ESI-TOF aufgenommen. Der obere Teil der Abbildung (gelb
hinterlegte Ziffer 1) zeigt zwei Chromatogramme der Probe Syzaro DM, das obere ist das Basispeak-
Chromatogramm (BPC) des Massenspektrometers, wahrend direkt darunter das UV-Chromatogramm bei einer
Wellenlange von 200 nm abgebildet ist. Der untere Teil der Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 2) spiegelt das
Massenspektrum des Biflorins wider. Das Spektrum wurde lber die Retentionszeiten 5,8-6,1 min summiert und
entspricht somit dem rot markierten Peak im BPC. Das Biflorin erscheint bei einer gemittelten Retentionszeit von
5,9 min und wurde vor allem als [M-H] -lon bei m/z 353,0889 detektiert. Der SmartFormula Algorithmus schlagt
fir diesen Wert innerhalb eines Fehlers von 10 ppm vier Summenformeln vor, wobei die griin hinterlegte Formel
C16H1709 die plausiblere ist. Um auf die Summenformel des Biflorins zu kommen, muss das bei der lonisierung

abgespaltene Proton dazugerechnet werden. Folglich lautet die Strukturformel jetzt C16H180s.
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Intens.{ Syzaro_DM_M3_nMS1_GA2_01_801.d: BPC GAIIMS]
x10% 5.5 min

5.9 min 11.1 min

24 5 21.1 min 28.5 min

] 9 246 mi 13 31.0min
N 11.7 min 175 mi o 1 (CHESED _
: i -Tmm JL.AJL./\ A f\ }\ J 37-177mm
] Aoalim MML_.A(L\« Moo A f\_[\/f\ A |

Inteng.; Syzaro_ DM_M3_nMS1_GA2_01_801.d: UV Chromatogram, 200 nm|
1 [mAU]]

o s 10 15 20 25 30 35 [min]

Intens. IS, 34.1-34.6min #2037-2062, -Peak Bkgrnd

69 283,2650

0 N 4613635 967.53%8
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mi/z

m/z # Summenformel m/z err[ppm] mSigma # mSigma Score rdb e Conf N-Rule
283.2650 1 C18H3502 283.2643 -2.6 1041 1 10000 1.5 even ok

Abbildung 71 zeigt das Massenspektrum der Olsdure, die in der Probe Syzaro_DM enthalten ist: Die gezeigten
Resultate wurden im Negativionenmodus mit einem LC—ESI-TOF aufgenommen. Der obere Teil der Abbildung (gelb
hinterlegte Ziffer 1) zeigt zwei Chromatogramme der Probe Syzaro DM, das obere ist das Basispeak-
Chromatogramm (BPC) des Massenspektrometers, wahrend direkt darunter das UV—Chromatogramm bei einer
Wellenlange von 200 nm abgebildet ist. Der untere Teil der Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 2) spiegelt das
Massenspektrum der Olsdure wider. Das Spektrum wurde iiber die Retentionszeiten 34,1-34,6 min summiert und
entspricht somit dem rot markierten Peak im BPC. Die Olsiure erscheint bei einer gemittelten Retentionszeit von
34,7 min und wurde vor allem als [M-H] -lon bei m/z 283,2650 detektiert. Der SmartFormula Algorithmus schlagt
fir diesen Wert innerhalb eines Fehlers von 10 ppm eine Summenformel vor, wobei die griin hinterlegte Formel
CisH3s0; die plausiblere ist. Um auf die Summenformel der Olsdure zu kommen, muss das bei der lonisierung

abgespaltene Proton dazugerechnet werden. Folglich lautet die Strukturformel jetzt C1sHz60..
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Intensé Syzaro_ DM_M3_nMS1_GA2_01_801.d: BPC FAIIMS
x10%] 5.5 min
2.4 min 2
34 1 b mi
1 sm”‘ 11.1 min
29 5 21.1 min 285 mir'l31 omi
9 24.6 min 13 U min .
11 11.7 min ; 11 14 34.3 min .
5 17.5 min j\ 16 37.7 min
7 A 17
1 0 N I Mmﬂk TN Awa -
Intens. Syzaro_DM_M3_nMS1_GA2_01_801.d: UV Chromatogram, 200 nm
[mAU]
10004
5004
0,
-5001
0 T 5 S 1|0 T 1‘5 S 2b T 2‘5 T 3‘0 S 3|5 C ‘[mi‘n]
Intens 4 =MS\ 11.0-11.3min #656-671, -Peak Bkgrnd|
x106]
1.59
] 836:5886
1.0
) ]
2 - ]
0.5
] 447.0937 904.5738
0.0 — . — . . —— . . —— —— b ——
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mz
m/z  # Summenformel m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
836.5886 1 C38H78N9O11 836.5826 -74 4.0 1 0.69 45 even ok
2 C37H78N11010 836.5939 6.3 5.7 2 1.99 4.5 even ok
3 C38H74N1506 836.5952 7.9 6.1 3 0.22 9.5 even ok
4 C35H70N1905 836.5813 -8.7 6.1 4 0.06 10.5 even ok
5 C39H74N1307 836.5840 -5.5 8.4 5 4.64 9.5 even ok
6 C34H70N2104 836.5925 4.7 8.9 6 1116 105 even ok
7 C41H82N5012 836.5965 9.5 8.9 7 0.02 3.5 even ok
8 C35HB6N25 836.5939 6.3 9.0 8 191 155 even ok
9 C36HB6N230 836.5826 -7.1 9.5 9 062 155 even ok
10 C42HB82N3013 836.5853 -3.9 1.7 10 21.34 3.5 even ok
11 C37HB82N5015 836.5813 -8.7 15.5 11 005 -05 even ok
12 C36H82N7014 836.5925 4.7 17.5 12 932 -05 even ok
13  C39H70N1902 836.5965 9.5 17.9 13 0.01 145 even ok
14 C40H70N1703 836.5853 -3.9 20.2 14 1780 145 even ok
15 C43H78N709 836.5867 23 21.9 15 56.87 8.5 even ok
16 C44H74N1105 836.5880 -0.7 33.3 16 100.00 13.5 even ok
17 C47H82NO11 836.5893 0.9 35.8 17 87.54 7.5 even ok
18 C45H70N150 836.5893 0.9 45.0 18 68.28 18.5 even ok
19 C48H78N507 836.5907 2.5 47.0 19 26.90 125 even ok
20 C49H74N903 836.5920 4.1 58.6 20 548 175 even ok
21 C50H74N704 836.5808 9.3 61.3 21 001 17.5 even ok
22 C53H78N305 836.5947 7.3 72.7 22 009 16.5 even ok
23 C51H70N11 836.5821 7.7 731 23 004 225 even ok
24 C54H78NO6 836.5835 -6.1 75.4 24 035 16,5 even ok
25 C54H74N70 836.5960 8.9 845 25 000 215 even ok
26 C55H74N502 836.5848 4.5 87.2 26 122 215 even ok
27 CB60H74N3 836.5888 0.3 113.6 27 544 255 even ok

Abbildung 72 zeigt das Massenspektrum eines Polyamids im Negativionenmodus, das in der Probe Syzaro_ DM

enthalten ist; aufgenommen mit der LC—ESI-TOF-Anlage. Der obere Teil der Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 1)

zeigt zwei Chromatogramme, das obere ist das Basispeak-Chromatogramm (BPC) des Massenspektrometers,

wahrend direkt darunter das UV—Chromatogramm bei einer Wellenldnge von 200 nm abgebildet ist. Der untere

Teil der Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 2) gibt das Massenspektrum eines Polyamids an. Das Spektrum wurde

Uber die Retentionszeiten 11,0-11,3 min summiert und entspricht somit dem rot markierten Peak im BPC. Das

Polyamid erscheint bei einer gemittelten Retentionszeit von 11,1 min und wurde vor allem als [M-H] -lon bei m/z

836,5886 detektiert. Der SmartFormula Algorithmus schlagt fiir diesen Wert innerhalb eines Fehlers von 10 ppm

27 Summenformeln vor, wobei die griin hinterlegte Formel Cs3H7sN7Os die plausiblere ist. Bei der tatsachlichen

Struktur musste das COO-Addukt von dem tatsachlichen Wert abgezogen und ein Wasserstoffproton zugezahlt

werden. Folglich lautet die Strukturformel jetzt C42H77N;O5.
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7.3 Massenspektren von Pimenta dioica
Intens. ] Pimdio DM_M2 nMS1_GA4 01 _802.d: BPC EAIINIS
x10
3 16
2 17
] 19
17 5 6 L J\A
] H: 15 20
Q: 2 A .J\ JL JLJ\ 1./,1L A ﬂ Aonnafl _}\J\/\)\'J\ An
Intens. Pimdio_DM_M2_nMS1_GA4_01_802.d: UV Chromatogram, 200 nm
1 [mAUN]
200+
0,
-200
-400-
-600
5 10 15 20 25 30 35 40 [min]
Intens.3 IS, 27.3-27.6min #1631-1646, -Peak Bkgrnd
x1057
57 4713500
43
2 37
] 517.3554
23
E 943.7054
o 265.1469 \ X
100 200 300 400 500 500 700 800 200 iz
# Summenformel m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
4785000 1 C26H43NGO2  471.3453 -10.0 9.3 1 460 85 even ok
2 C30H4704 471.3480 43 20.0 2 8360 7.5 even ok
3 C20H43N1003  471.3525 5.3 20.9 3 4200 45 even ok
4 C31H43N4 471.3493 1.5 36.3 4 100.00 125 even ok

Abbildung 73 zeigt das Massenspektrum der Maslinsaure, die in der Probe Pimdio(DM) enthalten ist: Die gezeigten

Resultate wurden im Negativionenmodus mit einem LC—ESI-TOF aufgenommen. Der obere Teil der Abbildung (gelb

hinterlegte Ziffer 1) zeigt zwei Chromatogramme der Probe Pimdio(DM), das obere ist das Basispeak-

Chromatogramm (BPC) des Massenspektrometers, wahrend direkt darunter das UV-Chromatogramm bei einer

Wellenlange von 200 nm abgebildet ist. Der untere Teil der Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 2) gibt das

Massenspektrum der Maslinsdure an. Das Spektrum wurde Uber die Retentionszeiten 27,3-27,6 min summiert und

entspricht somit dem rot markierten Peak im BPC. Die Maslinsdure erscheint bei einer gemittelten Retentionszeit

von 27,5 min und wurde vor allem als [M-H] -lon bei m/z 471,3480 detektiert. Der SmartFormula Algorithmus

schlagt fiir diesen Wert innerhalb eines Fehlers von 10 ppm vier Summenformeln vor, wobei die griin hinterlegte

Formel C3oH4704 die plausiblere ist. Um auf die Summenformel der Maslinsdure zu kommen, muss das bei der

lonisierung abgespaltene Proton dazugerechnet werden. Folglich lautet die Strukturformel jetzt CaoHagOa.
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Intens?g Pimdio_DM_M2_pMS1_GA4_01_812.d: BPC 200.0000-3000.0000 FAIIMS|
x10/4
1.252 7 810
1.00
0.757
] 17
0.50
0.25] 5 11
] 4 [ 12 ) 15 16
1 1 3 A A Jt fﬂm M heAu N Noan  an o
|n@|q9_; Pimdio_DM_M2_pMS1_GA4_01_812.d: UV Chromatogram, 200 nm|
[mAU}
500
2501
-250]
-500
0 5 10 15 20 25 30 a5 40 [min]
Intens. +MS) 14.2-14.3min #846-854, -Peak Bkgrnd
x105 |
315.0735
2 4
4 495.1524
2| 153.0195
1 565.2051 809.2161
l VI IR o5 il L esosess
e e b e b L ————t—
100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z
m/z  # Summenformel m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
495M524 1 C15H15N1803 495.1569 9.1 92 1 503 175 even ok
2 C23H27012 495.1497 -5.5 12.8 2 4508 105 even ok
3 C17H27N4013 495.1569 9.1 12.9 3 6.17 6.5 even ok
4 C20H19N1006 495.1484 -8.2 145 4 7.93 16,5 even ok
5 C24H23N408  495.1510 -28 240 5 100.00 155 even ok
6 C16H31017 495.1556 6.4 247 6 2247 15 even ok
7 C21H15N1402 495.1497 -55 28.1 7 24.09 215 even ok
8 C25H19N804 495.1524 -0.1 411 8 97.66 20.5 even ok
9 C29H23N206 495.1551 54 47.5 9 20.17 195 even ok
10 C26H15N12 4951537 26 546 10 3387 255 even ok
11  C30H19N602 4951564 8.1 59.0 11 349 245 even ok
12  C36H19N20 495.1492 -6.5 85.0 12 3.08 285 even ok

Abbildung 74 zeigt das Massenspektrum des Ericifolins, das in der Probe Pimdio(DM) enthalten ist: Die gezeigten

Resultate wurden im Positivionenmodus mit einem LC—ESI-TOF aufgenommen. Der obere Teil der Abbildung (gelb

hinterlegte Ziffer 1) zeigt zwei Chromatogramme der Probe Pimdio(DM), das obere ist das Basispeak-

Chromatogramm (BPC) des Massenspektrometers, wahrend direkt darunter das UV-Chromatogramm bei einer

Wellenlange von 200 nm abgebildet ist. Der untere Teil der Abbildung (gelb hinterlegte Ziffer 2) gibt das

Massenspektrum des Ericifolins an. Das Spektrum wurde Uber die Retentionszeiten 14,2-14,3 min summiert und

entspricht somit dem rot markierten Peak im BPC. Das Ericifolin erscheint bei einer gemittelten Retentionszeit von

14,3 min und wurde vor allem als [M+H]* -lon bei m/z 495,1497 detektiert. Der SmartFormula Algorithmus schlagt

fir diesen Wert innerhalb eines Fehlers von 10 ppm 12 Summenformeln vor, wobei die griin hinterlegte Formel

C23H27012 die plausiblere ist. Um auf die Summenformel des Ericifolins zu kommen, muss das bei der lonisierung

zusatzlich vorhandene Proton abgezogen werden. Folglich lautet die Strukturformel jetzt C23H26012.
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7.4

Quantifizierung der Triterpensdure

Oleanolsaure

Tabelle 40 Ergebnisse der Quantifizierung; Geradt: HPLC-DAD—-CAD, Gradient: 80-95% ACN mit saurem Wasser

(0,1% HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120, Cig, 3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: CAD; Injektionsvolumen: 3

ul; Flussrate: 0,3 ml/min; Ofentemperatur: 10,0 °C; Methodenoptimierung 4

2pg/ml

Spg/ml

10pg/ml

20ug/ml

40ug/ml

100pg/ml

PimdioDMp

PimdioDMp_W_01

Qc

Syzaro(DM)

SyzaroDMp_W

2pg/ml
2 Sug/ml
3 10pg/ml
4 20ug/ml
5 40pg/ml
6 100pg/ml
7 PimdioDMp
8 | PimdioDMp_W_01
9 Qc
10 Syzaro(DM)
11 SyzaroDMp_W

171



Anhang

PA x min

6,0

5,0

4,0

3,0

1,0

0,0

A

/

/

/

Standardwerte

m Qc
A Syzaro(DM)

SyzaroDMp_W
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Abbildung 75 Ubersichtsdarstellung und DetailvergréRerung der Eichgerade fiir die Oleanolsiure; die Darstellung der Proben erfolgte bei PimdioDMp?*! als schwarze Raute, bei

PimdioDMp_W_01* als rote Raute, bei Syzaro(DM) als griines Dreieck und bei SyzaroDMp_W als rotes Dreieck; bei den orangen Punkten handelt es sich um die Mittelwerte der

gemessenen Standardsubstanzen bei den Konzentrationen 2 pug/ml, 5 ug/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 50 pg/ml und 100 pg/ml und das violette Quadrat zeigt die Qualitatskontrolle

die bei einer Konzentration von 16 pg/ml lag; Darstellung: Peakflache (pAxmin) gegen die Konzentration (ug/ml); Gerdt: HPLC-DAD—CAD, Gradient: 80—95% ACN mit saurem

Wasser (0,1% HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120, Cis, 3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: CAD; Injektionsvolumen: 3 pl; Flussrate: 0,3 ml/min; Ofentemperatur: 10,0 °C;

Methodenoptimierung 4

41 pimdioDMp = neu hergestellter Extrakt

42 pimdioDMp_W_01 = von der Diplomarbeit von Mag. Faur iibernommener Extrakt

172



Anhang

# Standardwerte
0,1

mQC
0,08 r

0,06

0,04

4

Residuen

0,02

0 20 40 60 80 100 120

-0,02

-0,04

ug/ml

Abbildung 76 zeigt den relativen Residuenplot; Formel: 17,1305 x Konzentration — 0,5144

173



Anhang

Maslinsaure

Tabelle 41 Ergebnisse der Quantifizierung; Gerat: HPLC-DAD—-CAD, Gradient: 80-95% ACN mit saurem Wasser

(0,1% HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120, Cig, 3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: CAD; Injektionsvolumen: 3

ul; Flussrate: 0,3 ml/min; Ofentemperatur: 10,0 °C; Methodenoptimierung 4

2ug/ml
2 Sug/ml
3 10ug/ml
4 20pg/ml
5 40pg/ml
6 100pg/ml
7 PimdioDMp
8 | PimdioDMp_W_01
9 Qc
10 Syzaro(DM)
SyzaroDMp_W

2ug/ml
2 Sug/ml
3 10pg/ml
4 20pg/ml
5 40ug/ml
6 100ug/ml
7 PimdioDMp
8 | PimdioDMp_W_01
9 Qc
10 Syzaro(DM)
11 SyzaroDMp_W
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Abbildung 77 Ubersichtsdarstellung und DetailvergréRerung der Eichgerade fiir die Maslinsdure; die Darstellung der Proben erfolgte bei PimdioDMp als schwarze Raute, bei

PimdioDMp_W_01 als rote Raute, bei Syzaro(DM) als griines Dreieck und bei SyzaroDMp_W als rotes Dreieck; bei den orangen Punkten handelt es sich um die Mittelwerte der

gemessenen Standardsubstanzen bei den Konzentrationen 2 pug/ml, 5 ug/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 50 pg/ml und 100 pg/ml und das violette Quadrat zeigt die Qualitatskontrolle

die bei einer Konzentration von 16 pg/ml lag; Darstellung: Peakfliche (pA x min) gegen die Konzentration (pg/ml); Gerat: HPLC-DAD—CAD, Gradient: 80—-95% ACN mit saurem

Wasser (0,1% HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120, Cis, 3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: CAD; Injektionsvolumen: 3 pl; Flussrate: 0,3 ml/min; Ofentemperatur: 10,0 °C;

Methodenoptimierung 4
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Abbildung 78 zeigt den relativen Residuenplot; Formel

: 29,3647 x Konzentration — 0,6977
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Corosolsaure

Tabelle 42 Ergebnisse der Quantifizierung; Geradt: HPLC-DAD—-CAD, Gradient: 80-95% ACN mit saurem Wasser
(0,1% HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120, Cig, 3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: CAD; Injektionsvolumen: 3

ul; Flussrate: 0,3 ml/min; Ofentemperatur: 10,0 °C; Methodenoptimierung 4

2pg/ml

2 Spg/ml

3 10ug/ml
4 20pg/ml

5 40ug/ml

6 100ug/ml
7 PimdioDMp

8 | PimdioDMp_W_01

Qc

2ug/ml

2 Sug/mi

3 10pg/ml

4 20ug/ml

5 40pg/ml

6 100pg/ml
7 PimdioDMp

8 | PimdioDMp_W_01

9 Qc
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Abbildung 79 Ubersichtsdarstellung und DetailvergroRerung der Eichgerade fiir die Corosolsiure; die Probe PimdioDMp wird als schwarze Raute und PimdioDMp_W_01 als rote
Raute dargestellt; bei den orangen Punkten handelt es sich um die Mittelwerte der gemessenen Standardsubstanzen bei den Konzentrationen 2 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20
pg/ml, 50 pug/ml und 100 pg/ml und das violette Quadrat zeigt die Qualitdtskontrolle die bei einer Konzentration von 16 pg/ml; Darstellung: Peakflache (pA x min) gegen die
Konzentration (pg/ml); Gerat: HPLC-DAD—CAD, Gradient: 80-95% ACN mit saurem Wasser (0,1% HCOOH); Sule: Dionex Acclaim 120, Cis, 3 pm, 120 A, 2,1 x 150 mm); Detektion:

CAD; Injektionsvolumen: 3 pl; Flussrate: 0,3 ml/min; Ofentemperatur: 10,0 °C; Methodenoptimierung 4
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Abbildung 80 zeigt den relativen Residuenplot; Formel: 31,3502 x Konzentration — 6407
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Ursolsaure

Tabelle 43 Ergebnisse der Quantifizierung; Gerat: HPLC-DAD—-CAD, Gradient: 80-95% ACN mit saurem Wasser
(0,1% HCOOH); Saule: Dionex Acclaim 120, Cis, 3 um, 120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: CAD; Injektionsvolumen: 3

ul; Flussrate: 0,3 ml/min; Ofentemperatur: 10,0 °C; Methodenoptimierung 4

2ug/ml

2 Spg/ml

3 10pg/ml
4 20ug/ml

5 40ug/ml
6 100pg/ml
7 PimdioDMp

8 | PimdioDMp_W_01

Qc

2ug/ml

2 S5ug/ml

3 10pg/ml
4 20ug/ml

5 40ug/ml

6 100pg/ml
7 PimdioDMp

8 | PimdioDMp_W_01

9 QcC
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Abbildung 81 Ubersichtsdarstellung und DetailvergroBerung der Eichgerade fiir die Ursolsiure; die Probe
PimdioDMp wird als schwarze Raute und PimdioDMp_W_01 als rote Raute dargestellt; bei den orangen Punkten
handelt es sich um die Mittelwerte der gemessenen Standardsubstanzen bei den Konzentrationen 2 pg/ml, 5
pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 50 pg/ml und 100 pg/ml und das violette Quadrat zeigt die Qualitdtskontrolle die bei
einer Konzentration von 16 pug/ml lag; Darstellung: Peakflache (pA x min) gegen die Konzentration (ug/ml); Gerat:
HPLC-DAD-CAD, Gradient: 80-95% ACN mit saurem Wasser (0,1% H COOH); Saule: Dionex Acclaim 120, C1s, 3 um,
120 A, 2,1 x 150 mm; Detektion: CAD; Injektionsvolumen: 3 pl; Flussrate: 0,3 ml/min; Ofentemperatur: 10,0 °C;

Methodenoptimierung 4
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Abbildung 82 zeigt den relativen Residuenplot: Formel

: 19,3170 x Konzentration — 0,5367
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7.5 Ergebnisse der Transaktivierungsassays

Oleanolsaure
RLU/RFU
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Abbildung 83 zeigt die TGR5—-Aktivierung bei unterschiedlichen Konzentrationen der Oleanolsdure. Die TGR5-
Aktivitat ist bei der Konzentration 30 uM am gréfSten und nimmt mit fallender Konzentration schon stetig ab.

Mittelwert +/- Standardabweichung; n=3

RFU

Abbildung 84 zeigt die Zellschdadigung bei unterschiedlichen Konzentrationen der Oleanolsdure. Die Versuche
wurden dreimal wiederholt (n=3). Bei RFU* handelt es sich um den normalisierten Fluoreszenz—Wert. Der
schwarze Balken zeigt die unbehandelten Zellen. Im Balkendiagramm ist erkennbar, dass bei keiner Konzentration

eine Zellschadigung vorlag. Mittelwert +/- Standardabweichung

43 RFU = Relative fluorescence unit = normalisierte Fluoreszenz-Intensitit
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Maslinsaure
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Abbildung 85 zeigt die TGR5—-Aktivierung bei unterschiedlichen Konzentrationen der Maslinsdure. Die TGR5-
Aktivitat ist bei einer Konzentration von 30 uM und 20 uM aufgrund starker Zellschadigung nicht vorhanden (siehe
Abbildung 86). Mittelwert +/- Standardabweichung; n=3; RLU = Relative luminiscence unit (normalisierte

Luminiszenz-Intensitat)

RFU

1.3
1.2
1.1+
1.0
0.9+
0.8+
0.7+
0.6+
0.5+
0.4+
0.3+
0.2+
0.1+
0.0-

Abbildung 86 zeigt die Zellschadigung bei unterschiedlichen Konzentrationen der Maslinsdure. Die Versuche
wurden dreimal wiederholt (n=3). Bei RFU handelt es sich um den normalisieten Fluoreszenz—Wert. Der schwarze
Balken zeigt die unbehandelten Zellen. Im Balkendiagramm ist erkennbar, dass bei der Konzentration von 30 uM
und 20 pM starke Zellschadigung vorlag. Ab 10 puM ist diese schlagartig aufgehoben. Mittelwert +/-

Standardabweichung
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Ursolsaure
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Abbildung 87 zeigt die TGR5—Aktivierung bei unterschiedlichen Konzentrationen der Ursolsdure. Die TGR5-Aktivitat
steigt stetig von 30 uM bis 6 uM an und fallt dann wieder kontinuierlich ab. Mittelwert +/- Standardabweichung;

n=3; RLU = Relative luminiscence unit (normalisierte Luminiszenz-Intensitat)

RFU
1.751

Abbildung 88 zeigt die Zellschadigung bei unterschiedlichen Konzentrationen der Ursolsdure. Die Versuche wurden
dreimal wiederholt (n=3). Bei RFU handelt es sich um den normalisierten Fluoreszenz—Wert. Der schwarze Balken
zeigt die unbehandelten Zellen. Im Balkendiagramm ist erkennbar, dass bei der Konzentration von 30 uM und 20

UM Zellschadigung vorlag. Ab 10 uM ist diese wieder weg. Mittelwert +/- Standardabweichung
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10.

TGR5 fold activation

7.

5.

2.

Corosolsaure
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Abbildung 89 zeigt die TGR5—Aktivierung bei unterschiedlichen Konzentrationen der Corosolsdure. Bei einer

Konzentration von 30 uM liegt keine TGR5—Aktivierung vor. Bei 20 uM gibt es diese schon, allerdings mit einer

entsprechend grofRen Standardabweichung. Im Allgemeinen sind hier die Ergebnisse nicht besonders schon.

Mittelwert +/- Standardabweichung; n=3; RLU = Relative luminiscence unit (normalisierte Luminiszenz-Intensitat)

1.5

1.0

0.5

0.0-

RFU

Abbildung 90 zeigt die Zellschadigung bei unterschiedlichen Konzentrationen der Corosolsdure. Die Versuche

wurden dreimal wiederholt (n=3). Bei RFU handelt es sich um den normalisierten Fluoreszenz—Wert. Der schwarze

Balken zeigt die unbehandelten Zellen.

Im Balkendiagramm ist erkennbar, dass bei der Konzentration von 30 uM,

20 uM und 10 uM eine starke Zellschadigung vorlag. Ab 6 uM ist diese weg. Mittelwert +/- Standardabweichung
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7.5.1 TGR5-Aktivierung: Triterpensdure-Vergleich

Tabelle 44 zeigt den Triterpensdure—Vergleich bezogen auf die TGR5—-Aktivierung. Die Lithocholsdure ist die
eigentliche Positivkontrolle fir den TGR5—Rezeptor, wahrend die Chenodesoxycholsdure den FXR—Rezeptor, der

im oberen Darmbereich lokalisiert ist, bevorzugt aktiviert.

TGR5—-Aktivierung bei 10

Substanz max. TGR5-Aktivierung
Oleanolsaure 2,2 16,8 13,04
Corosolsaure 0,5 3,6 2,21
Chenodesoxycholsaure 33,2 11,6 2,34
Lithocholsdure 13,2 36,4 14,48
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