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Abkurzungen

B5 Nahrmedium nach Gamborg et al. (1976)

MS Nahrmedium nach Murashige und Skoog (1962)

MS V2 Nahrmedium nach Murashige und Skoog (1962) mit
halber Konzentration an Makromolekulen

YMB Nahrmedium nach Wright et al. (1930)

MS-Parameter Massenspektrometer-Parameter

HPLC High Performance Liquid Chromatography

DC Dunnschichtchromatographie

EIC Extracted lon Chromatogramm

K30 »hairy roots” Klonlinie 30

MJ Methyljasmonat
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1. Einleitung und Problemstellung

1.1. Leontopodium alpinum (Cass.)

Die Gattung Leontopodium (R.Br. ex Cassini) gehoért zur Familie der
Asteraceae und umfasst etwa 30 verschiedene Arten (Bloch et al., 2010).
Das Alpen-Edelweil3, Leontopodium alpinum (Cass.) oder Leontopodium
nivale subsp. alpinum (Cass) Greuter (Bléch et al., 2010), ist in den
Bergregionen Europas beheimatet, vor allem in den Alpen, Karpaten,
Pyrenden, der Tatra und auf den Balkan-Halbinseln (Meusel und Jager,

1992). Abbildung 1 zeigt Leontopodium alpinum (Cass.), das Edelweil}.

Abbildung 1: EdelweiB - Leontopodium alpinum (Cass.), Privataufnahme

Weit verbreitete Anwendung findet das Edelweil} in der Volksmedizin. Bereits
1582 gab es erste Aufzeichnungen von Tabernaemontanus uUber die
Anwendung von Leontopodium, auch als Léwenfuld oder lat. ,Pes leonis®,
bezeichnet, zur Behandlung von Durchfall und Ruhr, wobei vor allem die
oberirdischen Teile des Edelwei3” angewendet wurden. (Tabernaemontanus,
1582) Auf Grund dieser medizinischen Verwendung ist Leontopodium
alpinum auch haufig unter dem Namen Ruhrkraut (Speroni et al., 2006) oder

Bauchwehblume (Dweck, 2004) bekannt. In Tirol wurde das Edelweil}
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aullerdem zur Behandlung von Bronchitis, Angina und Tonsillitis oder als
Antipyretikum eingesetzt (Knechtl, 1992; Wieser, 1995; Pickl-Herck, 1995).
Seit 1886 steht das Edelweil in Osterreich unter Naturschutz und auch in
Deutschland, Italien und Liechtenstein ist die Pflanze geschitzt (Dobner et
al., 2004; Hook, 1993).

Zu den Inhaltsstoffen zahlen unter anderem Sesquiterpene (Dobner et al.,
2003; Comey et al., 1999; Schwaiger et al., 2004; Stuppner et al., 2002),
Diterpene (Schwaiger et al., 2004), Lignane (Dobner et al., 2003; Schwaiger
et al., 2004), Benzofurane (Dobner et al., 2003), phenolische Strukturen
(Schwaiger et al., 2005), Tannine, Flavonoide und Cumarine (Dweck, 2004).

1.2. Leoligin

Die Verbindung Leoligin (IUPAC: [(2S,3R,4R)-4-(3,4-dimethoxybenzyl)
-2-(3,4-dimethoxyphenyl)tetrahydrofuran-3-yllmethyl(2Z)-2-methylbut-2-
enoat) bildet das Hauptlignan in der Wurzel des Edelweil}’, welches 2003
erstmals isoliert und identifiziert wurde (Abb. 2). Es handelt sich hierbei um
einen sekundaren Metaboliten, der in den Wurzeln von Leontopodium
alpinum und L. leontopodioides nachgewiesen werden konnte (Dobner et al.,
2003).
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Abbildung 2: Struktur des Lignans Leoligin aus Leotopodium alpinum (Cass.)

2


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3136755/#b0035
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3136755/#b0035
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15490327
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3136755/#b0035
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3136755/#b0035
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3136755/#b0135

Einleitung und Problemstellung

In darauffolgenden Untersuchungen konnten dieser Substanz eine Reihe von
pharmakologischen Wirkungen zugeordnet werden. Es wurde beispielsweise
die entzindungshemmende Wirkung von verschiedenen Extrakten des
Edelweily" auf Krotondl-induzierte Ohrédeme von Mausen untersucht. Dabei
zeigten vor allem mittels Dichlormethan hergestellte Extrakte - sowohl der
oberirdischen Teile als auch die der Wurzeln - eine dosisabhangige
antiinflammatorische Aktivitat. Bei der Untersuchung von einzelnen isolierten
Reinstoffen konnte fur mehrere Inhaltsstoffe, darunter auch Leoligin, eine
antiédematose Aktivitat nachgewiesen werden. Die Odemreduktionsrate der
verschiedenen Stoffe lag dabei zwischen 28% und 50% gegeniber dem
unbehandelten Mauseohr, wobei mit Leoligin in einer Konzentration von
100 pyg/cm? eine Reduktion von 49% erreicht werden konnte, welche
durchaus mit der Wirkung von Indomethacin (Reduktion von 56% mit

c=100 pg/cm?) vergleichbar ist (Dobner et al., 2004).

Weiters wurde der Einfluss auf die Leukozyteninfiltration im Mauseohr
untersucht, hierbei zeigte Leoligin jedoch keinen signifikanten Effekt. Auch
der Einfluss auf die fMLP- (N-Formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin)
beziehungsweise IL-8 induzierte Chemotaxis wurde betrachtet, wobei einige

Inhaltsstoffe Aktivitat zeigten, Leoligin allerdings nicht. (Dobner et al., 2004).

In weiterfGhrenden Versuchen mit humanen neutrophilen Granulozyten
konnte auch der Effekt von Leoligin auf den Arachidonsauremetabolismus
gezeigt werden, das Lignan fuhrte dabei in einer Konzentration von 25 pyM zu
einer Reduktion der LTB4-Synthese von 92+11%. FUr das Derivat
5-Methoxyleoligin konnte ebenfalls eine Wirkung nachgewiesen werden,
allerdings war der gemessene Effekt (c=25 yM) mit einer Reduktion von
2412% deutlich geringer als jener von Leoligin. 5,5"-Dimethoxyleoligin zeigte
nahezu keine Aktivitat und auch hatte keine der untersuchten Substanzen
einen erkennbaren Effekt auf COX-1 und COX-2 (Schwaiger et al., 2004).
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Vor nicht allzu langer Zeit konnte gezeigt werden, dass es sich bei Leoligin
um eine sehr interessante Substanz fur die Behandlung koronarer
GefalRkrankheiten handelt (Reisinger et al., 2009).

Eine Moglichkeit in der Behandlung der koronaren arteriellen Krankheit stellt
neben der PTCA (Perkutane transluminale Koronarangioplastik) die koronare
Bypassoperation dar. Bei derartigen Eingriffen kommt es jedoch haufig zu
Gefallschaden, verursacht durch den chirurgischen Eingriff oder ischamische
Ereignisse, wobei man vermutet, dass dies die Ursache flr verschiedene
Reparaturprozesse, wie Gefallremodelling und Intimahyperplasie, und
dadurch bedingte GefalRverengungen ist. Um dies zu verhindern, werden
derzeit vor allem Stoffe aus der Krebs- beziehungsweise immunsuppressiven
Therapie eingesetzt, welche jedoch haufig schwere Nebenwirkungen haben
und aulRerdem die Regeneration des Endothels beeintrachtigen. Leoligin
konnte moglicherweise eine neue Substanz fur einen derartigen Einsatz sein.
In humanen Organkulturen der Vena saphena fiuhrte Leoligin dosisabhangig
zu einer Hemmung der Intimahyperplasie, in hoherer Dosierung sogar zur
Abnahme bereits bestehender Gefallverdickungen. An einem Mausemodell
konnte diese positive Wirkung auch in vivo bestatigt werden. Leoligin
verursachte aufl’erdem keine Beeintrachtigung der Thrombozytenfunktion
und des Weiteren konnte weder eine prothrombotische Aktivitat
nachgewiesen werden, noch hatte Leoligin einen (messbaren) toxischen
oder zelltodinduzierenden Effekt auf das Endothel (Reisinger et al., 2009).
Der genaue Wirkmechanismus der Substanz auf die Regulation des
Zellzyklus soll nun weiter erforscht werden und auch die Verwendung von
Leoligin und Derivaten in sogenannten ,drug eluting stents®, als Wirkstoff auf
Bypass-Transplantaten und zur Behandlung von GefalRwandverdickungen

wurde bereits zum Patent angemeldet (Stuppner et al., 2009).

Vor kurzem konnte ein Effekt von Leoligin auf das Cholesteryl-Ester-
Transfer-Protein (CETP) nachgewiesen werden. CETP spielt eine
entscheidende Rolle im Lipoproteinmetabolismus und gilt als mogliches
Target flr Arzneistoffe zur Behandlung von Dyslipidamien. Probucol, eine
Substanz die fur einige Jahre als Lipidsenker am Markt war, senkt

beispielsweise die Konzentration und Aktivitat von CETP, wodurch vor allem
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bei Patienten mit homozygoter familiarer Hypercholesterinamie eine Senkung
des Cholesterinspiegels erreicht werden konnte. Auf Grund schwerwiegender
Nebenwirkungen ist der Arzneistoff in Europa jedoch nicht mehr am Markt.
Auch Leoligin hatte in den von Duwensee et al. (2011) durchgeflihrten
Untersuchungen einen Einfluss auf CETP. So wurde durch nanomolare
Leoligin-Konzentrationen die CETP-Aktivitdt sowohl bei Versuchen ex vivo
als auch in vivo eindeutig erhoht, wahrend in hoheren Konzentrationen von
1 mM die CETP-Aktivitat gesenkt wurde. Auf Grund der beobachteten
Wirkung auf CETP konnte Leoligin eine potenzielle Verbindung zur
Behandlung von Dyslipidamien sein, bedarf aber noch ausfuhrlicherer

Untersuchungen durch weitere Studien (Duwensee et al., 2011).

1.3. ,,hairy roots*“

Die ,hairy-roots-disease” ist eine Krankheit, die in Pflanzen durch das gram-
negative Bodenbakterium Agrobacterium rhizogenes verursacht wird. Als
Folge dieser Infektion kommt es an der betroffenen Stelle zu vermehrter
Wurzelbildung, den sogenannten ,hairy roots“ (Dingermann und Zindorf,
1999; Riker et al., 1930). Diese ,hairy roots” produzieren Substanzen, die als
Opine bezeichnet werden und dem Agrobacterium als Nahrung dienen
(Weising und Kahl, 1996).

,Hairy roots“ bilden auch sekundare Metaboliten und stellen ein sehr viel
versprechendes System zur Gewinnung dieser dar (Giri und Narasu, 2000),
da sie verglichen mit normalen Wourzelkulturen beziehungsweise
undifferenzierten Geweben eine Reihe von Vorteilen aufweisen: Sie haben
meist eine hdhere Wachstumsrate als normale Wurzeln und kénnen auch auf
hormonfreiem Nahrmedium kultiviert werden. Im Gegensatz zu normalen
Wurzeln produzieren ,hairy roots“ haufig Uber eine langere Periode
sekundare Metaboliten und die transformierten Wurzeln sind hoch
differenziert, sowie genetisch stabil. Undifferenzierte Zellkulturen hingegen
neigen haufiger zu genetischen Veranderungen (Guillon et al., 2007; Shanks
und Morgan, 1999; Hu und Du, 2006).
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Entstehung von ,hairy roots*

Wenn Pflanzen verwundet werden, produzieren die verletzten Zellen
verschiedene phenolische Substanzen, wie zum Beispiel Acetosyringon
(Abb. 3).
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Abbildung 3: Chemische Struktur des chemotaktischen Stoffes Acetosyringon

Das durch die chemotaktische Wirkung dieser Stoffe angelockte
Agrobacterium dringt in das verletzte Gewebe ein und verursacht in der
Folge die ,hairy root-disease®. Das grof3e root inducing Plasmid (Ri-Plasmid)
des Bakteriums besitzt zwei fir die Infektion wichtige Regionen, die vir-
Region (=virulence Region) und die T-DNA. Acetosyringon und andere von
der Pflanze freigesetzte phenolische Stoffe induzieren die Transkription der
vir-Gene des Agrobacteriums, diese wiederum codieren flr den Transfer der
T-DNA vom Plasmid in die verletzte Pflanzenzelle. Die T-DNA wird dann in
das Genom der infizierten Pflanze integriert und in der Folge bildet die
genetisch veranderte Pflanzenzelle transformierte Wurzeln, die ,hairy roots®,
aus. In diesen werden, wie bereits beschrieben, neben den sogenannten
Opinen, die den Bakterien als Stickstoff- und Kohlenstoffquelle dienen, auch
verschiedene sekundare Metaboliten produziert (Georgiev et al., 2007; Giri
und Narasu, 2000).

Um gezielt ,hairy roots” zu generieren, werden zum Beispiel Blattnerven der
Pflanzen mit einem Skalpell verletzt und mit Agrobacterium rhizogenes

inokuliert. Nach der Infektion entstehen an der Infektionsstelle ,hairy roots®,
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welche dann auf festem oder in flussigem Medium kultiviert werden (Guillon
et al., 2006; Hamill und Lidgett, 1997).

1.4. Elizitierung

Pflanzen weisen viele verschiedene Abwehrmechanismen gegen pathogene
Angriffe auf, welche in konstitutive und induzierte Abwehrsysteme eingeteilt
werden. Induzierbare Abwehrreaktionen werden dabei durch verschiedene
chemische Faktoren, den sogenannten Elizitoren, ausgelost. Als Elizitoren
bezeichnet man also ganz allgemein Substanzen, die in Pflanzen irgendeine
Art von Abwehrreaktion hervorrufen (Angelova et al., 2006).

Die Klassifizierung der Elizitoren erfolgt entweder auf Grund ihrer Struktur
oder ihrer Herkunft, wobei bezlglich der Herkunft zwischen abiotischen und
biotischen Elizitoren unterschieden wird. Biotische Stoffe haben einen
biologischen Ursprung und werden manchmal auch als endogene Elizitoren
bezeichnet. Diese biotischen Elizitoren wurden bereits in den 1970er Jahren
erstmals in der Literatur beschrieben und es kann sich dabei einerseits um
chemisch definierte Strukturen handeln, wie zum Beispiel Chitosan, Pektin
oder Alginat. Der Elizitor kann allerdings auch eine sehr komplexe
Zusammensetzung aus mehreren verschiedenen Molekulklassen haben, wie
etwa Hefeextrakte oder Pilzsporen. Abiotische Elizitoren haben keinen
biologischen Ursprung und werden eingeteilt in physikalische Faktoren, zum
Beispiel thermischer oder osmotischer Stress (z.B. durch erhodhte
Saccharosekonzentrationen), und chemische Faktoren, wie etwa

Schwermetallsalze (Keen, 1975; Vasconsuelo und Boland, 2007).

Da in dieser Arbeit der Einfluss von abiotischen Faktoren, namentlich
Silberionen und Saccharose, auf ,hairy roots“ untersucht wurde, sollen
ahnliche Versuche an dieser Stelle eingehender erlautert werden.

Mit Silberionen als Elizitor konnte beispielsweise die Produktion von
sekundaren Metaboliten in ,hairy roots“-Kulturen von
Salvia miltiorrhiza (Bunge) stimuliert werden. Hierbei handelt es sich um eine

bekannte chinesische Arzneipflanze, die unter anderem bei menstruellen
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Beschwerden und Entzindungen eingesetzt wird, wobei vor allem Diterpene,
die sogenannten Tanshinone, fur diese Wirkungen verantwortlich sind. In von
Zhang et al. (2004) durchgefuhrten Versuchen konnte durch unterschiedliche
Silberionenkonzentrationen, zugesetzt in Form von AQ»S;0;, die
Tanshinonproduktion in den ,hairy roots“ gesteigert werden. Elizitiert wurde
mit 15 yM, 30 uM oder 45 uM Silberthiosulfatidsung, wobei durch die
Elizitierung mit einer Konzentration von 30 uM die Tanshinonbildung am
starksten stimuliert werden konnte. Die hier gemessene
Gesamttanshinonkonzentration war zirka 3,5-fach hoher als in der
Kontrollprobe, welcher keine Silberionen zugesetzt wurden. Die Behandlung
mit Silberionen beeintrachtigte jedoch abhanging von der verwendeten Dosis
das Wachstum der ,hairy roots” (Zhang et al., 2004).

Ein weiteres Beispiel fur den erfolgreichen Einsatz von Silberionen als Elizitor
ist ein Versuch zur Steigerung der Silymarinproduktion in ,hairy roots“-
Kulturen von Silybum marianum (L.).

Bei Silymarin handelt es sich um ein Gemisch aus Silybin, Isosilybin,
Silydianin, Silycristin und Taxifolin, welches in den Fruchten der Mariendistel
(Silybum marianum L.) enthalten ist und eine wichtige Arznei zur Behandlung
von Lebererkrankungen darstellt. Silymarin wird auch in durch Infektion mit
Agrobacterium rhizogenes generierten ,hairy roots“ gebildet und es konnte
gezeigt werden, dass durch Elizitierung mit verschiedenen Konzentrationen
von Silbernitrat die Produktion von Silymarin in den ,hairy roots® stimuliert
wird. Der erzielte Effekt war von der verwendeten Elizitorkonzentration und
Dauer der Behandlung abhangig, wobei die hdchsten Silymarinwerte 96
Stunden nach der Elizitierung mit 2 mM Silbernitratidsung gemessen werden
konnten. Das Wachstum der ,hairy roots“ wurde auch in diesem Versuch
durch den Elizitor beeintrachtigt, so war das Trockengewicht der
nichtbehandelten Kulturen um 120% hoher als das der behandelten (Khalili
et al., 2010).

Als zweiter Elizitor wurde fUr diese Arbeit Saccharose ausgewahlt. Zucker,
beispielsweise Saccharose, flhrt zu erhéhtem osmotischen Stress und zahit
dadurch zu den abiotischen Elizitoren. Auch hier findet man in der Literatur
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einige Beispiele dafur, wie die Produktion verschiedener Metaboliten durch
hyperosmotischen Stress, unter anderem durch Saccharose beinflusst wird.
Wie bereits beschrieben, konnte die Tanshinon-Bildung in Salvia miltiorrhiza
(Bunge) durch Elizitierung von ,hairy roots“ mit Silberionen stimuliert werden
(Zhang et al., 2004). Shi et al. (2007) zeigten, dass die Tanshinon-Produktion
in den ,hairy roots“ auch durch hyperosmotischen Stress, verursacht durch
Sorbitol, gesteigert werden kann.

Sivakumar et al. (2005) untersuchten den Einfluss von unterschiedlichen
Saccharosekonzentrationen auf ,hairy roots“-Kulturen von Panax ginseng
(C.A. Meyer) und konnten dabei zeigen, dass der gemessene
Ginsenosidgehalt bei Zusatz von 2-5% Saccharose ins Nahrmedium am

hochsten ist.

1.5. Fragestellung

Auf Grund der bereits beschriebenen Wirkungen (vgl. Kapitel 1.2., S. 3-5)
handelt es sich bei Leoligin um eine sehr vielversprechende und interessante
Substanz beziglich der Behandlung von koronaren Herzkrankheiten. Das
Lignan ist in den Wurzeln des Edelwei}” jedoch nur in sehr geringer
Konzentration vorhanden. So liegt der naturliche Gehalt von Leoligin in den
Wurzeln von Edelweil3kultivaren nur bei etwa 0,01 bis 0,03% (vgl.
Kapitel 3.3., S. 30 u. 31), weshalb aus zirka 800 g luftgetrockneter Wurzeln
durch Extraktion mit Dichlormethan und Methanol auch blof3 ca. 40 mg
Leoligin isoliert werden konnten (Dobner et al., 2003). Da eine chemische
Synthese bislang noch nicht beschrieben wurde, kann Leoligin derzeit
ausschlief3lich durch Isolierung gewonnen werden.

,Hairy roots* haben haufig eine hohere Wachstumsrate als normale Wurzeln,
daher kdnnten mit diesen Kulturen eventuell gro3ere Mengen an Leoligin in
kUrzerer Zeit gewonnen werden.

Im Zuge dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, ob in den durch Infektion
mit Agrobacterium rhizogenes generierten ,hairy roots“ tatsachlich Leoligin
enthalten ist, und wenn ja, in welchen Mengen. Weiters sollte das

Inhaltsstoffspektrum der ,hairy roots” mit dem der EdelweilRwurzel verglichen
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und chemisch analysiert werden, ob in ihnen andere, bisher unbekannte
Lignane oder Verbindungen, die in Edelweillwurzeln nicht enthalten sind,
gebildet werden.

Zunachst sollten daher die 32 zur Verfligung stehenden ,hairy roots“-
Klonlinien vermehrt und bezuglich ihres Wachstums beurteilt werden, zudem
sollte untersucht werden, ob Leoligin auch ins Nahrmedium abgegeben wird
und dort nachgewiesen werden kann.

Nach Klarung der Frage, ob Leoligin in den ,hairy roots* tatsachlich enthalten
ist, sollte die Auswirkung verschiedener abiotischer Faktoren auf das
Inhaltsstoffspektrum untersucht werden. Besonderes Augenmerk sollte

hierbei auf die Veranderung der Leoliginkonzentration gelegt werden.

Wie bereits eingangs (vgl. Kapitel 1.4., S. 7-9) beschrieben, kann durch
verschiedene Elizitoren die Produktion von sekundaren Metaboliten in
Pflanzen angeregt werden. Es sollte geklart werden, ob auch die
Leoliginproduktion in ,hairy roots“-Kulturen des Edelweil3" durch Elizitierung

stimuliert wird.
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2.1. Pflanzenmaterial

»hairy roots*

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene ,hairy roots“-Linien von
Leontopodium alpinum (Cass.) verwendet.

Diese wurden, wie von Kristina Ondratschek (2012) in ihrer Diplomarbeit ,/n
vitro Kultivierung von Leontopodium alpinum Cass.“ beschrieben, durch
Infektion von Blattern des Edelweil3" mit Agrobacterium rhizogenes generiert
(Abb. 4).

Abbildung 4: Bildung von ,,hairy roots" an Leontopodium alpinum nach Infektion mit
Agrobacterium rhizogenes (Ondratschek, 2012)

Von Ondratschek wurden fur die vorliegende Arbeit 32 verschiedene ,hairy
roots“-Klonlinien Ubernommen, welche jeweils in drei verschiedenen
Nahrmedien kultiviert worden waren (Abb. 5, S. 12). Als Ausgangsmaterial
fur die Generierung von Edelweil3sprosskulturen verwendete Ondratschek
Samen von Leontopodium alpinum Cass. der Firma Austrosaat AG (Wien,
Osterreich) und der Firma Jelitto Staudensamen Gmbh (Schwarmstedt,
Deutschland). Aus diesen Sprosskulturen entstanden in der Folge durch die
Infektion mit drei verschiedenen Stammen von Agrobacterium rhizogenes
(ATCC15834, LBA9402 und TR105) 32 ,hairy roots“-Klonlinien (Ondratschek
2012).

11
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Von diesen 32 erhaltenen ,hairy roots“-Linien wurde schlie3lich jener Klon
mit dem besten Wachstum ausgewahlt, welcher im Folgenden als Klon K30
bezeichnet wird. Diese Klonlinie (K30) entstand durch Infektion mit dem
Bakterienstamm LBA9402.

Abbildung 5: Eine von Ondratschek zur Verfigung gestellte ,,hairy roots"-Klonlinie
von L. alpinum in den Nahrmedien "2 MS, B5 und MS (vgl. Kapitel 2.2.)

Wurzelmaterial

Bei den durchgefuhrten chemischen Analysen wurden der Gehalt und die
Zusammensetzung der Inhaltsstoffe von ,hairy roots® (Klon K30) und
Wurzeln von Leontopodium alpinum verglichen. Die verwendeten Wurzeln
stammten von EdelweilRkultivaren aus Feldkultur (Klon 9 und Klon 44),
welche freundlicherweise vom Schweizer Institut Mediplant zur Verfligung

gestellt wurden.

2.2. Nahrmedien

Die Kultivierung der 32 Wurzelklone erfolgte zunachst in jeweils drei
verschiedenen Nahrmedien. Verwendet wurden hierbei flussiges MS-Medium
nach Murashige und Skoog (1962) beziehungsweise 72 MS-Medium mit 1%

Saccharose und nur halber Konzentration an Makroelementen, sowie das
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Medium B5 (Gamborg et al., 1976). Dieses unterscheidet sich nicht nur in
seiner Zusammensetzung von den beiden anderen Nahrmedien, sondern
weist vor allem eine héhere Stickstoffkonzentration auf. In der Folge wurden
bloR die in MS-Medium kultivierten ,hairy roots” vermehrt, da diese das beste
Wachstum zeigten (vgl. Kapitel 4., S. 44 und 45).

Herstellung der Nahrmedien

Etwa ein Drittel der herzustellenden Menge destilliertes Wasser wurde in
einem Erlenmeyerkolben mit Makroelementen, Spurenelementen, Vitaminen,
Saccharose und Myo-Inosit vermengt. Dabei wurden die Bestandteile in
Form von Stammlésungen zugesetzt, welche zuvor durch Auflésen der
bendtigten Menge an Festsubstanz in destilietem Wasser hergestellt
wurden. Am Ende wurde mit destilliertem Wasser auf das gewunschte
Volumen aufgefillt und durch Zugabe von HCI beziehungsweise KOH der
pH-Wert auf 5,7+0,1 eingestellt. Das fertige Nahrmedium wurde in
Erlenmeyerkolben abgefullt, diese mit Zellstoffstopfen und Alufolie
verschlossen und im Autoklaven bei 121°C fur 20 Minuten sterilisiert. Die
Lagerung der abgekuhlten Medien erfolgte im Dunklen bei 5°C. Alle
verwendeten Bestandteile waren von laboriblichem Reinheitsgrad (p.a.
beziehungsweise fur biochemische Zwecke), als Kohlenhydratquelle diente

handelsUblicher Haushaltszucker.

2.3. Kulturbedingungen

Die ,hairy roots” wurden zu Beginn in 100 ml Erlenmeyerkolben mit 25 ml
Medium kultiviert, spater wurden sie auf Grund des Biomassezuwachses in
250 ml Erlenmeyerkolben mit jeweils 50 ml Nahrmedium Uberimpft und diese
mit Zellstoffstopfen und Alufolie verschlossen. Die Kultivierung erfolgte am
Rotationsschittler bei etwa 70 Umdrehungen/Minute im Dunklen und bei
einer Temperatur von 25+1°C (Abb. 6, S. 14).
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Alle vier Wochen wurden die ,hairy roots® in frisches Medium eingebracht

und bei ausreichendem Massenzuwachs weitere Subkulturen generiert.

Abbildung 6: Kultivierung der ,,hairy roots" von L. alpinum im Dunklen bei 70
Umdrehungen/Minute und 25%1°C

Behandlung mit Antibiotikum

Da einige der tUbernommenen Kulturen eine Tribung zeigten (Abb. 7, S. 15),
lag die Vermutung nahe, dass die zur Infektion verwendeten Agrobakterien
trotz der vorangegangenen Antibiotikabehandlung nicht vollstandig entfernt
werden konnten. Um dies zu Uberprifen, wurden mit einer Impfése
Stichproben aus den betroffenen Kulturen entnommen und auf festem YMB-
Medium (Wright et al., 1930) ausgestrichen, welches aus 0,5 g KyHPO,,
0,2 g MgS0,4.7H,0, 0,1g NaCl, 0,4 g Hefeextrakt und 10 g Mannitol in 800 ml
Wasser besteht. Zur Herstellung eines Festmediums kann entweder Agar
oder Gelrite® verwendet werden, in diesem Fall wurden 7 g/l Agar zugesetzt.
Nach Inkubation bei 25°C im Dunklen flr zwei Tage zeigte sich tatsachlich
eindeutiges Wachstum von Bakterien. Um diese aus den Kulturen zu
eliminieren, wurde eine Stammlésung des Antibiotikums Cefotaxim-Natrium
(Claforan 1,0 g Trockenstechampullen, Sanofi Aventis, 0,625 g in 5 ml dest.
Wasser) hergestellt. Von dieser Lésung wurden jeweils 200 pyl zu 50 mi

Medium gegeben und die betroffenen ,hairy roots“ darin fur drei Wochen
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kultiviert. Einige der Kulturen zeigten bereits am nachsten Tag eine erneute
Trubung und wurden deshalb in frisches antibiotikahaltiges Medium
eingebracht.

Nach drei Wochen wurden jene ,hairy roots“, welche frei von Bakterien

waren, in antibiotikafreies Medium Uberimpft und in diesem weiterkultiviert.

Abbildung 7: Durch eine Infektion getriibte ,,hairy roots"-Kultur von L. alpinum

2.4. Elizitierung der ,,hairy roots*

Sobald ausreichend Pflanzenmaterial von Klon K30 zur Verfugung stand,
konnte mit der Elizitierung begonnen werden, hierbei wurden
unterschiedliche Konzentrationen der abiotischen Stoffe Saccharose

beziehungsweise Silbernitrat verwendet.

Elizitierung mit Silbernitrat

Durch Loésen von 0,255 g Silbernitrat (AgNO3 zur Analyse, Bestellnummer
A1512, Merck) in 100 ml destilliertem Wasser wurde eine 0,015 molare
Stammlésung hergestellt, welche dann in den entsprechenden
Konzentrationen dem Nahrmedium zugesetzt wurde.

Die Kultivierung der ,hairy roots® erfolgte zunachst in MS-Medium mit einem
Animpfgewicht von je 0,7 g. Nach drei Wochen Kultur wurden dann jeweils
50, 100 bzw. 200 pl der Silbernitrat-Stammldsung hinzupipettiert, sodass sich
eine Endkonzentration von 15 uymol, 30 pmol beziehungsweise 60 pmol

ergab. Die Ernte der ,hairy roots“ erfolgte nach einer weiteren Woche Kultur,
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danach wurden die ,hairy roots“ mit Filterpapier trocken getupft, das
Frischgewicht bestimmt, bei Raumtemperatur getrocknet und das

Trockengewicht ermittelt.

Elizitierung mit Saccharose

Mit handelsublichem Haushaltszucker wurden MS-Medien mit einer erhdhten
Saccharosekonzentration von 5%, 6% beziehungsweise 7% hergestellt. In
diese Nahrmedien wurden jeweils 0,7 g der ,hairy roots“ eingebracht und
darin far vier Wochen kultiviert. Danach wurde wiederum das Frischgewicht

ermittelt, getrocknet und das Trockengewicht bestimmt.

Far die Elizitierung wurde verglichen mit dem Referenzmaterial (siehe unten)
ein hoheres Animpfgewicht von 0,7 g gewahlt, da durch die zugesetzten
Elizitoren eventuell das Wachstum der Kulturen beeintrachtigt werden kdnnte
(Zhang et al., 2004, Khalili et al., 2010). Dadurch sollte sichergestellt werden,
dass nach vier Wochen Kultivierung genugend Pflanzenmaterial fur eine

Analyse vorhanden war.

Referenzmaterial

Als Referenz wurden ,hairy roots®, welche auf MS-Medium kultiviert wurden
herangezogen, wobei das Animpfgewicht jeweils 0,6 g betrug und die Ernte

der ,hairy roots” nach vier Wochen Kaultivierung erfolgte.

2.5. Analyse der ,,hairy roots*

Die folgenden analytischen Untersuchungen wurden freundlicherweise an
der Universitat Innsbruck am Institut fir Pharmazie/Pharmakognosie durch
Herrn Dr. Schwaiger durchgefinhrt:
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Vergleich von Wurzeln und ,,hairy roots*“

Ziel der ersten durchgefuhrten Untersuchungen war ein Vergleich der
Inhaltsstoffe von Wurzeln und ,hairy roots® des Edelweild’, Leontopodium
alpinum (Cass.). AuRerdem sollte geklart werden, ob in den ,hairy roots“ von
Klon K30 tatsachlich Leoligin beziehungsweise Derivate enthalten sind.

Hierfir wurden Dichlormethanextrakte aus beiden Pflanzenteilen hergestellt

und mittels HPLC analysiert.

Aufbereitung der ,hairy roots”

Etwa 1 g getrocknetes ,hairy roots“-Material von Klon K30 wurde in einer
Reibeschale mit dem Pistill zerrieben und mit 50,0 ml Dichlormethan
versetzt. Diese Mischung wurde in einem Erlenmeyerkolben fir 5 Minuten
am Ultraschallbad extrahiert, filtriert und danach zur Trockene eingedampft.

Der erhaltene Rickstand von 37,6 mg Extrakt - dies entspricht etwa 3,7% der
Masse des verwendeten Pflanzenmaterials - wurde in einer entsprechenden
Menge Methanol geldst, um eine Konzentration von 10,00 mg/ml Extrakt zu

erhalten. Diese Losung wurde Uber Watte filtriert und danach analysiert.

Als Referenz wurde ein tiefgefrorener Dichlormethanextrakt der Wurzeln von
L. alpinum verwendet. Aus den Edelweildwurzeln wurde durch erschopfende
Mazeration des Pflanzenmaterials ein Extrakt gewonnen aus welchem
aquivalent zu den ,hairy roots“-Kulturen eine Probenlosung mit einer
Konzentration von 10 mg/ml hergestellt wurde.

Beide Proben wurden mittelt DC und HPLC-MS analysiert.

Aufbereitung des Nahrmediums

Nach Entnahme der ,hairy roots“ fur die Analyse wurde das Nahrmedium
durch Filtration von den Resten der Pflanzen befreit und fur die nachfolgende
Untersuchung folgendermalRen aufbereitet: Von 150 ml Medium wurden je
50 ml dreimal mit jeweils 50 ml Dichlormethan im Scheidetrichter

ausgeschittelt. Da jedoch keine optimale Phasentrennung vorlag, wurde
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nach jedem Ausschuttelungsvorgang 5 Minuten bei 2000 Umdrehungen
zentrifugiert. Die organischen Dichlormethan-Phasen wurden abdekantiert
und in einem Erlenmeyerkolben vereinigt. Danach wurde wasserfreies
Natriumsulfat zugesetzt, um die letzen Rickstdnde des Wassers zu
eliminieren. Das Natriumsulfat wurde durch Filtration wieder entfernt und die
Dichlormethanfraktion am Rotavapor zur Trockene eingedampft. Der

Ruckstand wurde in 1,00 ml Methanol geldst und analysiert.

LC-Parameter

Verwendet wurde ein HP 1100 System (Agilent, Waldbronn, Deutschland),

ausgestattet mit Autosampler, Diodenarray-Detektor und Saulenthermostat.

HPLC-Bedingungen: Stationare Phase: Phenomenex Luna 3p C8(2) Saule
100 A (3.00 mm x 150 mm) mit 3 um Partikeln; Merck LiChroCART 4-4,
LiChrospher 100 RP 18, 5 um Vorsaule.

Flussrate: 0.20 ml/min

Temperatur: 30°C

¢ Injektionsvolumen: 5 pl

e Detektion: UV 205 nm

¢ Mobile Phase: A = \Wasser, B = Acetonitril;

Zusammensetzung: 0 min: 50% A, 50% B; 20 min: 25% A, 75% B;
30 min: 1% A, 99% B; 55 min: Stopp; Posttime: 15 min.

MS-Parameter

Esquire 3000°“ (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland); ESI, LC-MS:
alternate Modus; HV Kapillare : 4.0 kV, HV end plate offset: -500 V, 350°C;
Trockengas: 8.00 I/min; Zerstauber: 30 psi; Full-Scan-Modus: m/z 100-1500.
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DC-Parameter

Die DC-Analyse wurde mit Silicagel-60 F254- Platten (VWR Darmstadt,
Deutschland) als stationare Phase durchgefuhrt.

Als mobile Phase wurde Chloroform verwendet. Die Detektion erfolgte bei
UV 254 und 366 nm sowie nach Besprihen mit Vanillin-Schwefelsaure-

Reagenz und Erhitzen auf 120°C fur 5 Minuten im Vis-Bereich.
Quantifizierung des Leoligins

Far die quantitative Bestimmung von Leoligin und Derivaten in den
verschiedenen Proben wurde das Material wie im Folgenden beschrieben

aufbereitet und analysiert.

Probenaufbereitung

Das Pflanzenmaterial wurde in der Reibeschale mit einem Pistill zerkleinert,
100 mg Probe wurden in einem Erlenmeyerkolben mit 20.0 ml, gefolgt von
2x 10.0ml Dichlormethan am Ultraschallbad fir 10 Minuten extrahiert. Die
vereinigten Filtrate wurden am Rotavapor zur Trockene eingedampft und in

1.00 ml Methanol geldst. Die filtrierte Losung wurde mittels HPLC analysiert.

LC-Parameter
HP 1100 System (Agilent, Waldbronn, Deutschland), ausgestattet mit

Autosampler, Diodenarray-Detektor und Saulenthermostat.

HPLC-Bedingungen: Stationare Phase: Phenomenex-Luna 3u C8(2) 100 A
(3.00 mm x 150 mm) mit 3um Partikeln; Merck LiChroCart 4-4, LiChrospher
100 RP 18, 5 um Vorsaule.

e Flussrate: 0.30 mL/min

e Temperatur: 30°C

¢ Injektionsvolumen: 10 pl

e Detektion: UV 205 nm

¢ Mobile Phase: A: Wasser; B: Acetonitril;
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Zusammensetzung: 0 min: 50% A, 50%B; 45 min: 50% A, 50%B
50 min: 1% A, 99%B; 80 min: Stopp; Posttime: 15 min.

Die Quantifizierung der enthaltenen Leoliginmenge erfolgte mittels externen
Standards (Abb. 8).

Kalibrierungskurve Leoligin
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0,0000 0,0100 0,0200 0,0300 0,0400 0,0500 0,0600

Abbildung 8: Kalibrierungskurve zur Quantifizierung von Leoligin
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3. Ergebnisse

3.1. Wachstum der ,,hairy roots*

Wie bereits beschrieben (Kapitel 2.2., S. 12), wurden zu Beginn 32
verschiedene ,hairy roots“-Klonlinien in jeweils drei verschiedenen
Nahrmedien kultiviert. Da die Kulturen in MS-Medium das beste Wachstum
und die hochste Lebendrate aufwiesen, erfolgte die Kultivierung der ,hairy
roots“ in der Folge nur noch in diesem Nahrmedium. Von den ursprunglich 32
Klonlinien wurde schlieBlich der Klon K30 flir die weiterflihrende Analysen
ausgewahlt, da von diesem bereits das meiste Material vorhanden und auch
das beobachtete Wachstum am starksten war.

Um den weiteren Versuchsablauf planen zu konnen beziehungsweise um
abzuschatzen, mit welchem Animpfgewicht man welches Endgewicht erhalt
und wie viel Pflanzenmaterial fir die Elizitierung bendtigt wird, war es wichtig,
den genauen Zuwachs von Klon K30 zu bestimmen. Wie beschrieben
(Kapitel 2.3., S. 13 und 14) wurden die ,hairy roots“ alle vier Wochen in
frisches Nahrmedium Uberimpft, das jeweilige Animpfgewicht lag dabei bei
etwa 0,6 g ,hairy roots“-Material pro Erlenmeyerkolben. Nach vier Wochen
wurde das Frischgewicht aller ,hairy roots“-Kulturen ermittelt und aus den
erhaltenen Werten der durchschnittliche Biomassezuwachs in Prozent
berechnet. Bei Subkultur eins (Abb. 9, S. 22) lag der ermittelte Zuwachs
innerhalb von vier Wochen etwas unter 430% vom Animpfgewicht. Aus
diesen ,hairy roots“ wurden weitere Subkulturen (Abb. 9, S. 22, 2. Subkultur)
generiert, erneut mit einem Animpfgewicht von je 06 g pro
Erlenmeyerkolben. Nach vier Wochen wurde wiederum das Endgewicht
bestimmt und ein Zuwachs von durchschnittich 102% fir die zweite
Subkultur berechnet. Aquivalent zur zweiten Subkultur wurde die dritte
Subkultur gebildet, welche innerhalb von vier Wochen einen Massenzuwachs

von ca. 83% des Animpfgewichts zeigte.
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Wie die folgende Grafik (Abb. 9) nochmals verdeutlicht, war das Wachstum
der ,hairy roots“ in der ersten Subkultur am groRten (etwa 430%). Der
ermittelte Massenzuwachs der zweiten Subkultur war deutlich geringer (ca.
102%) und die dritte Subkultur zeigte interessanterweise eine noch geringere
Wachstumsrate (etwa 83%). Eine mogliche Erklarung hierfir konnte
einerseits darin liegen, dass die Kulturen zu Beginn in 100 ml
Erlenmeyerkolben mit jeweils 25 ml Nahrmedium etabliert, spater jedoch in
250 ml Erlenmeyerkolben mit je 50 ml Nahrmedium kultiviert wurden. Der
dadurch veranderte Gasraum und auch der Unterschied in der Menge des
Nahrmediums konnte das Wachstum der Kulturen beeinflusst haben.
Andererseits musste wahrend der Kultivierung der Standort des
Rotationsschittlers aus organisatorischen Grinden geandert werden, diese
auleren Einflisse kdnnten auch eine Ursache fur das veranderte Wachstum

sein.

500% -
450% - 429,8%
400%
350%
300%

250%

Zuwachs

200%

150%

100%

50%

0%

1. Subkultur 2. Subkultur 3. Subkultur

Abbildung 9: Massenzuwachs der ,hairy roots" von Leontopodium alpinum in
Prozent, nach jeweils vier Wochen Kultur in MS-Medium

Die folgende Abbildung (Abb. 10, S. 23) zeigt GroRe und Aussehen der
»hairy roots” zu Beginn dieser Arbeit (Bild links), das rechte Bild zeigt die
,hairy roots* vier Wochen spéter nach dem Uberimpfen in frisches

Nahrmedium.
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Abbildung 10: ,hairy roots" von Leontopodium alpinum zu Beginn der Kultivierung
(Bild links) und vier Wochen spater nach dem Transfer in frisches Nahrmedium (Bild
rechts)

Um den Einfluss der verschiedenen Elizitoren auf das Wachstum der ,hairy
roots® zu ermitteln, wurde jeweils das genaue Animpfgewicht (ca. 0,7 g) und
nach vier Wochen Kultivierung das Frischgewicht und das Trockengewicht
bestimmt. Die folgenden Abbildungen zeigen grafisch die Auswirkung der
verwendeten Elizitoren auf das Wachstum der ,hairy roots“, sowie den
Biomassezuwachs der unbehandelten ,hairy roots® in Prozent (Abb. 11, und
Abb. 12, S. 24).

140% 129,5%

120% -

100% -

[}
'gé 80% - 75,1%
H
S
60% -
44,1%
40% -
25,5%
- .
0% T T 1
3% (Kontrolle) 5% 6% 7%
Saccharose

Abbildung 11: Einfluss verschiedener Saccharosekonzentrationen auf das Wachstum
der ,,hairy roots" von Leontopodium alpinum
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Abbildung 11 (S. 23) veranschaulicht den Einfluss der verwendeten
Saccharosekonzentrationen auf das Wachstum der ,hairy roots®. Die Grafik
zeigt dabei sehr deutlich, dass der Biomassezuwachs innerhalb von vier
Wochen umso geringer war, je mehr Saccharose dem Nahrmedium zugefugt
wurde. So lag der Zuwachs nach Kultivierung in MS-Medium mit 3%
Saccharose (Kontrolle) bei etwa 130% vom Ausgangsgewicht, nach der
Elizitierung mit 5% Saccharose noch bei 75% und nach der Behandlung mit
6% Saccharose nur noch bei 44%. Jene ,hairy roots“, welche in MS-Medium
mit 7% Saccharose kultiviert wurden, zeigten mit einem Biomassezuwachs

von 26% das geringste Wachstum.

140% 1 129,5% 130,7%
120% -
105,1% 105,6%
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Kontrolle (OuM) 15uM 30uM 60uM
Silbernitrat

Abbildung 12: Einfluss verschiedener Silbernitratkonzentrationen auf das Wachstum
der "hairy roots" von Leontopodium alpinum

Der Einfluss der verwendeten Silberionenkonzentrationen auf das Wachstum
der ,hairy roots® war nicht so grol wie jener von hoheren Mengen
Saccharose (Abb. 12). Der beobachtete Zuwachs lag sowohl bei der
Kontrolle (,hairy roots® in MS-Medium, unbehandelt) als auch bei jenen
Kulturen, welche mit 15 uM Silbernitratidsung behandelt wurden, bei ca.
130%. Mit 30 uM Silbernitratidsung war die Biomassezunahme etwas
geringer und lag bei 105%, wahrend die Elizitierung mit 60 uM Silbernitrat zu
keiner weiteren Veranderung des Wachstums fuhrte. Der Massenzuwachs,
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welcher fur diese Kulturen innerhalb von vier Wochen ermittelt wurde, lag
ebenfalls bei etwa 105%.

Ein Vergleich der beiden Grafiken (Abb. 11, S. 23 und Abb. 12, S. 24) zeigt,
dass das Wachstum von jenen ,hairy roots, welche in Nahrmedien mit
erhohter Saccharosekonzentration kultiviert wurden, geringer war als der
Zuwachs von jenen Kulturen, denen unterschiedlichen Konzentrationen einer

Silbernitratldsung zugesetzt wurden.

3.2. Vergleich der Inhaltsstoffe von Wurzeln und ,,hairy
roots“

Die DC-Analyse (Abb. 13, S. 26) von beiden Extrakten zeigte, dass bei Klon
K30 die pink- und blaugefarbten Banden der Referenzprobe (Bild mitte,
rechte Bahn) nicht, beziehungsweise nur sehr schwach vorhanden sind.
Ursache hierfir konnten einerseits Unterschiede in der Konzentration sein,
oder auch die bei Klon K30 angewendete Trocknungsmethode
(Lufttrocknung unter dem Abzug), da die verantwortlichen Inhaltsstoffe
(Sesquiterpene) wasserdampfflichtig sind.

Interessanterweise zeigte die DC-Analyse von Klon K30 eine markante grau-
blaue Bande bei einem hRf-Wert von 78 (Bild rechts, linke Bahn), welche im
Chromatogramm des Wourzelextraktes nicht zu erkennen war. Da die
entsprechende Bande keine Fluoreszenzloschung oder Fluoreszenz im UV-
Bereich zeigt, handelt es sich, sofern die Bande nicht von einer

Verunreinigung stammt, vermutlich um eine terpenoide Struktur.
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Abbildung 13: DC-Analyse der Extrakte von Klon K30 (linke Bahn) und dem
Referenzextrakt (rechte Bahn) von Leontopodium alpinum in UV 254 nm, unbehandelt
(links), UV 366 nm unbehandelt (Mitte) und nach der Behandlung mit Vanillin-H,SO,-
Reagenz im Vis-Bereich (rechts)

Der durchgefihrte HPLC-Vergleich beider Extrakte (Abb. 14) zeigte weitere
Unterschiede:

mAU
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Abbildung 14: Chromatogramm der HPLC-Analyse der Wurzeln von L. alpinum (obere
Abbildung A) und von Klon K30, ,hairy root“-Extrakt (untere Abbildung B),
Bedingungen vgl. Kapitel 2.5. (S.19)
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Die Peaks, bezeichnet mit den Nummern 1 bis 3 (Abb. 14, S. 26, rot), sind
die Cumarine 5-Hydroxyobliquin, 5-Methoxyobliquin und Obliquin welche im
Wurzelextrakt von Leontopodium enthalten, im Extrakt von Klon K30 jedoch
nicht nachweisbar sind. Die Verbindungen 1 und 2 von Klon K30 (Abb. 14,
S. 26, grun), welche im positiven Modus bei einem m/z von 251 und 219
detektiert wurden, stimmen mit keinem der bekannten Inhaltsstoffe von L.
alpinum Uberein.

Peak 3 von Klon K30 (Abb. 14, S. 26, grun) ist identisch mit dem ersten Teil
von Peak 4 (Abb. 14, S. 26, rot) der Referenzprobe, welcher 4-Norleoligin
entspricht, wahrend der zweite Teil von Peak 4 (Abb. 14, S. 26, rot) mit 5'-
Hydroxy-5-methoxyleoligin korrespondiert.

Die Verbindung 4 von Klon K30 (Abb. 14, S. 26, grin) zeigte ein Signal im
positiven Modus bei einem m/z von 381 ([M+Na]") sowie 397 ([M+K]") und
stimmt mit keinem der bekannten Inhaltsstoffe von L. alpinum Uberein. Dem
beobachteten Online-UV-Spektrum zufolge scheint die Substanz zur Klasse
der Lignane zu gehoren.

Die Peaks 5 und 6 beider Extrakte wurden als Leoligin und 5-Methoxyleoligin
identifiziert. Das Lignanderivat 5,5’-Dimethoxyleoligin (Peak 7, Abb. 14,
S. 26, rot) konnte ausschliel3lich im Referenzextrakt nachgewiesen werden.
Da die weiteren Inhaltsstoffe lediglich in geringer Menge vorliegen
beziehungsweise um eine Koelution von Inhaltsstoffen auszuschliel3en,
wurden ,Extracted lon Chromatogramme® (EIC) der bekannten Inhaltsstoffe
gemacht und verglichen. Die Resultate werden in den Abbildungen 15 und
16 (S. 28 und 29) gezeigt, wobei dieselbe Nummerierung verwendet wird wie
in Abbildung 14, S. 26.
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Abbildung 15: UV-Chromatogramm und EIC der LC/MS-Analyse eines Wurzelextrakts
von L. alpinum. Verbindung 16 zeigte weder lonisation noch ein spezifisches LC-
Online-UV-Spektrum, aber korrespondiert mit den bekannten Sesquiterpenacetaten
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Abbildung 16: UV-Chromatogramm und EIC der LC/MS-Analyse von K30, einem ,,hairy
root“-Extrakt von Leontopodium alpinum

Die erhaltenen Ergebnisse zusammenfassend, Ilasst sich folgendes
feststellen: Beide Extrakte enthalten die Lignanderivate 4-Nor-leoligin,
Leoligin und 5-Methoxyleoligin, Linolensaure sowie eine
Diastomerenmischung von Bisabolan C und D. Interessanterweise fehlen im
Extrakt der ,hairy roots* die bekannten Cumarine und Kaurensaurederivate
als auch die Bisabolanderivate A, B und E.

Der Unterschied, welcher bezuglich der Lignanderivate $5’-Hydroxy-
5-methoxyleoligin und 5,5’-Dimethoxyleoligin beobachtet werden konnte
(Abb. 14, S. 26), wurde moglicherweise auch durch
Konzentrationsunterschiede in der Wurzel und den ,hairy roots® verursacht.
Der Extrakt von Klon K30 enthalt aulRerdem verschiedene zusatzliche

Verbindungen, welche in den Wurzeln des Edelweil3" nicht enthalten sind
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(Substanz 1, 2, 4, 11-14). Die Struktur dieser Verbindungen war mit HPLC-

MS alleine jedoch nicht bestimmbar.

3.3. Quantifizierung von Leoligin und Derivaten

Als Referenz wurde ein Extrakt aus Wurzelmaterial von Leontopodium
alpinum herangezogen (Klon 44, vgl. Kapitel 2.1., S. 12). Beim Vergleich des
mittels HPLC-UV-Analyse erhaltenen Chromatogramms von Klon 44 mit dem
einer Testmischung (Leoligin, 5-Methoxyleoligin und 5,5 -Dimethoxyleoligin)
konnte gezeigt werden, dass in diesem Extrakt sowohl Leoligin als auch die
Derivate 5-Methoxyleoligin und/oder 5,5-Dimethoxyleoligin enthalten sind.
Eine Trennung dieser beiden Leoliginderivate war mittels der durchgeflhrten
HPLC-UV-Analyse nicht moglich (Abb. 17).

«] Testgemisch 1 ” 2/3 205nm
o k L

T
a0 mi

=1

mAl
600

Referenzpflanzenextrakt (Klon 44)
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400 1

300

200 + 2/3
: "
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Abbildung 17: Chromatogramme der LC-Analyse eines Testgemisches von Leoligin
(1), 5-Methoxyleoligin (2) und 5,5'-Dimethoxyleoligin (3) sowie von Klon 44 von L.
alpinum als Referenzpflanzenextrakt

Die HPLC-UV-Analyse des Wurzelmaterials eines anderen Edelweil3klons
(Klon 9) zeigte, dass auch in diesem sowohl Leoligin als auch
5-Methoxyleoligin  und/oder 5,5°-Dimethoxyleoligin enthalten sind. Im
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Vergleich mit Klon 44 (c=0,0107%) war der Leoligingehalt im Wurzelextrakt
von Klon 9 etwa dreifach hoher (c=0,0386%) (Abb. 18 und 19).

Der Vergleich der beiden Chromatogramme verdeutlicht, dass sich auch der

Leoligingehalt von verschiedenen Edelweil3kultivaren stark unterscheiden

kann.
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Abbildung 18: Chromatogramm der HPLC-Analyse von Klon 9 von L. alpinum;

Verbindung 1: Leoligin, Verbindung 2: 5-Methoxyleoligin, Verbindung 3: 5,5'-
Dimethoxyleoligin
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Abbildung 19: Chromatogramm der HPLC-Analyse von Klon 44 von L. alpinum;

Verbindung 1:

Dimethoxyleoligin
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Bei der Analyse des Extraktes von unbehandelten ,hairy roots” der Klonlinie
K30 konnte Leoligin detektiert werden, wahrend von 5-Methoxyleoligin

und/oder 5,5-Dimethoxyleoligin kein Peak zu erkennen war (Abb. 20).

Nachdem die ,hairy roots“ der Klonlinie K30 tber vier Wochen in MS-Medium
mit einer erhdhten Saccharosekonzentration von 5% Kkultiviert wurden,
konnte bei der HPLC-UV-Analyse Leoligin detektiert werden. 5-
Methoxyleoligin und/oder 5,5°-Dimethoxyleoligin konnten in geringen Mengen

ebenfalls nachgewiesen werden (Abb. 21, S. 33).

Die Analyse der ,hairy roots” der Klonlinie K30, welche vier Wochen in MS-
Medium mit einer Saccharosekonzentration von 6% kultiviert wurden, zeigte,
dass im Extrakt eine quantifizierbare Menge Leoligin enthalten ist. Von
5-Methoxyleoligin und/oder 5,5°-Dimethoxyleoligin war auch hier nur ein sehr
kleiner Peak vorhanden (Abb. 22, S. 33).

Nachdem die ,hairy roots” des Klons K30 vier Wochen lang in MS-Medium
mit einer Konzentration von 7% Saccharose kultiviert wurden, konnte in der
HPLC-UV-Analyse Leoligin detektiert werden, von 5-Methoxyleoligin
und/oder 5,5"-Dimethoxyleoligin war kein Peak zu erkennen (Abb. 23, S. 34).
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Abbildung 20: Chromatogramm der HPLC-Analyse der ,,hairy roots"-Linie K30 von
L. alpinum; Verbindung 1: Leoligin
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Abbildung 21: Chromatogramm der HPLC-Analyse der ,,hairy roots"-Linie K30 von
L .alpinum nach Elizitierung mit 5% Saccharose; Verbindung 1: Leoligin, Pfeil: 5-
Methoxyleoligin, 5,5 -Dimethoxyleoligin
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Abbildung 22: Chromatogramm der HPLC-Analyse der "hairy roots"-Linie K30 von
L. alpinum nach Elizitierung mit 6% Saccharose; Verbindung 1: Leoligin, Pfeil: 5-
Methoxyleoligin, 5,5 -Dimethoxyleoligin
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Abbildung 23: Chromatogramm der HPLC-Analyse der ,hairy roots"-Linie K30 von
L. alpinum nach Elizitierung mit 7% Saccharose; Verbindung 1: Leoligin

Jene ,hairy roots“, welche mit Silbernitratidsung behandelt werden sollten,
wurden zunachst Uber drei Wochen in normalem MS-Medium kultiviert.
Danach wurde Silbernitrat in unterschiedlichen Konzentrationen hinzugefugt
und nach einer weiteren Woche die Kulturen entnommen und analysiert.

Bei den ,hairy roots®, die in 15 yM AgNO3-Lésung kultiviert wurden, konnte
bei der HPLC-UV-Analyse Leoligin detektiert werden. Von 5-Methoxyleoligin
und/oder 5,5 -Dimethoxyleoligin ist kein Peak erkennbar (Abb. 24, S. 35).

In den ,hairy roots®, welche mit 30 yM AgNO3-Lésung elizitiert wurden,
konnte bei der HPLC-UV-Analyse Leoligin nachgewiesen werden, von 5-
Methoxyleoligin und/oder 5,5 -Dimethoxyleoligin ist dagegen auch hier kaum
ein Peak zu erkennen. In den untersuchten Kulturen ist jedoch nachweislich
Obliquin enthalten. (Peak B, Abb. 25, S. 35, Struktur Abb. 26, S. 36).

Die HPLC-UV-Analyse jener ,hairy roots“ von Klon K30, welche eine Woche
lang mit 60 uM Silbernitratidsung behandelt wurden, zeigte, dass Leoligin
enthalten ist. 5-Methoxyleoligin und/oder 5,5"-Dimethoxyleoligin waren
wiederum kaum vorhanden, allerdings konnte auch hier Obliquin
nachgewiesen werden (Peak B, Abb. 27, S. 36).
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Abbildung 24: Chromatogramm der HPLC-Analyse der ,,hairy roots"-Linie K30 von
L. alpinum nach Elizitierung mit 15 yM AgNO3;; Verbindung 1: Leoligin
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Abbildung 25: Chromatogramm der HPLC-Analyse der ,,hairy roots"-Linie K30 von
L. alpinum nach Elizitierung mit 30 yM AgNO;; Verbindung 1: Leoligin, Verbindung B:
Obliquin
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o)
m jJ\
o) o 0
Abbildung 26: Strukturformel der Verbindung B, welche als Obliquin identifiziert
werden konnte.
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Abbildung 27: Chromatogramm der HPLC-Analyse der ,,hairy roots"-Linie K30
von L. alpinum nach Elizitierung mit 60 pM AgNO3;; Verbindung 1: Leoligin,
Verbindung B: Obliquin

Fasst man die erhaltenen Ergebnisse zusammen, lasst sich sagen, dass in
den analysierten ,hairy roots“-Extrakten vor allem Leoligin nachgewiesen
werden konnte. In jenen ,hairy roots®, welche zuvor mit hdheren
Konzentrationen Silbernitrat behandelt wurden (30 uM oder 60 uM), konnte
interessanterweise auch die Substanz Obliquin detektiert werden. Die
folgenden Abbildungen zeigen die LC-Online-UV-Spektren dieser beiden
Verbindungen (Abb. 28 und 29, S. 37).
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Abbildung 28: LC-Online-UV-Spektrum von Leoligin

mAU |

250 f
200 f
150 7
100 7

50 +

1 LN L L N L L O B B B
200 220 240 260 280 300 320 nm

Abbildung 29: LC-Online-UV-Spektrum von Obliquin (Verbindung B)

Wie bereits im Kapitel 2, Material und Methoden (S. 20), beschrieben,
erfolgte die Quantifizierung des enthaltenen Leoligins mittels externen
Standards. Die solchermalten bestimmten Leoliginkonzentrationen der
verschiedenen Proben sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst
(Tabelle 1, S. 38). Der ermittelte Gehalt ist jeweils das Ergebnis eines
hergestellten Extrakts, der dreimal mittels HPLC analysiert wurde.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber den prozentuellen Leoligingehalt in ,,hairy roots“ von
L. alpinum vor und nach Eliziterung mit abiotischen Stoffen in unterschiedlichen
Konzentrationen

(w%: Gewichtsprozent, SD: Standardabweichung)

Probe Elizitor Gehalt (w%) SD

Klon K30 0,0089 0,0003
Nahrmedium Klon K30 0,0000 0,0000
Klon K30 5% Saccharose 0,0101 0,0005
Klon K30 6% Saccharose 0,0124 0,0001
Klon K30 7%Saccharose 0,0064 0,0002
Klon K30 15 uM AgNO3; 0,0036 0,0001
Klon K30 30 uM AgNO;,3 0,0039 0,0001
Klon K30 60 uM AgnNO; 0,0082 0,0001

Folgende Tabelle (Tabelle 2, S. 39) zeigt zusatzlich den Leoligingehalt der
zwei Edelweil3kultivare (Klon 9 und Klon 44) aus ,normaler Anbauweise"
(Feldkultur) des Schweizer Institutes Mediplant und ermoglicht so auch einen
Vergleich mit den natirlichen Gehalten der Wurzeln von Edelweil3. Des
Weiteren wird hier der Einfluss verschiedener biotischer Elizitoren auf die
Leoliginkonzentration dargestellt, um auch einen Vergleich zwischen
abiotischen und biotischen Einflissen zu ermdglichen. Diese Analysen
wurden von Stephanie Prisching im Zuge ihrer Diplomarbeit durchgefihrt

(Diplomarbeit in Vorbereitung).
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Tabelle 2: Ermittelter Leolgingehalt in EdelweifRkultivaren und ,,hairy roots“vor und
nach Elizitierung mit abiotischen oder biotischen Faktoren in unterschiedlichen
Konzentrationen

(w%: Gewichtsprozent, SD: Standardabweichung)

Probe Elizitor Gehalt (w%) SD

Klon 44 0,0107 0,0005
Klon 9 0,0386 0,0006
Klon K30 0,0089 0,0003
Nahrmedium Klon K30 0,0000 0,0000
Klon K30 5% Saccharose 0,0101 0,0005
Klon K30 6% Saccharose 0,0124 0,0001
Klon K30 7% Saccharose 0,0064 0,0002
Klon K30 15 uM AgNO; 0,0036 0,0001
Klon K30 30 uM AgNO;,3 0,0039 0,0001
Klon K30 60 uM AgNO;, 0,0082 0,0001
Klon K30 50 uM MJ* 0,0114 0,0003
Klon K30 100 uM MJ* 0,0049 0,0002
Klon K30 200 pM MJ* 0,0071 0,0001
Klon K30 Kontrolle MJ** 0,0065 0,0001
Klon K30 1 g Hefe 0,0042 0,0003
Klon K30 2 g Hefe 0,0043 0,0000
Klon K30 5 g Hefe 0,0026 0,0001

*MJ: Zusatz einer ethanolischen Lésung von Methyljasmonat

** Zusatz von 125 ul Ethanol

In der folgenden Abbildung (Abb. 30, S. 40) werden die ermittelten
Leoliginkonzentrationen graphisch dargestellt, um die unterschiedlichen
Einflisse der Elizitoren besser zu veranschaulichen.

Die hochste Menge Leoligin konnte in jenen ,hairy roots“ gemessen werden,
welche in MS-Medium mit einer erhéhten Saccharosekonzentration von 6%
kultiviert wurden. Die Elizitierung mit 5% Saccharose ergab eine etwas
geringere Leoliginkonzentation als mit 6% Saccharose, jedoch war die
gemessene Menge hoher als bei den unbehandelten ,hairy roots“ von Klon
K30. Bei jenen Kulturen, die auf MS-Medium mit 7% Saccharose kultiviert
wurden, lag die ermittelte Leoliginmenge unter dem Bereich der

unbehandelten ,hairy roots“. Die Behandlung mit 15 uM und 30 uM
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Silbernitrat fuhrte zu keiner Steigerung des Leoligingehalts in den ,hairy
roots“, wobei verglichen mit den unbehandelten Kulturen von Klon K30 die
Leoliginproduktion sogar beeintrachtigt wurde. Durch die Elizitierung mit
60 uM Silbernitrat konnte im Vergleich zu den unbehandelten ,hairy roots*
von Klon K30 weder eine Steigerung noch ein Ruckgang der Produktion von
Leoligin beobachtet werden. Im analysierten Nahrmedium von Klon K30 war
nachweislich kein Leoligin enthalten, die ,hairy roots“ geben unter diesen

Bedingungen kein Leoligin ins Medium ab.
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Abbildung 30: Graphische Darstellung der Leoligingehalte der ,hairy roots" von
L. alpinum vor und nach der Elizitierung mit abiotischen Faktoren in
unterschiedlichen Konzentrationen

Vergleicht man den Einfluss verschiedener abiotischer Elizitoren auf den
Leoligingehalt mit dem biotischer Stoffe (Abb. 31, S. 41) erhalt man
unterschiedliche Ergebnisse.

Durch die Elizitierung mit 6% Saccharose konnte die Leoliginproduktion in
den ,hairy roots* von Klon K30 am effektivsten stimuliert werden, auch die
Behandlung mit 50 uM Methyljasmonat flhrte zu einer Steigerung der
Leoliginkonzentration verglichen mit den unbehandelten ,hairy roots®.

Mit 100 uM, 200 uM Methyljasmonat und Hefe in den Mengen 1, 2 und 5 g
konnte die Synthese jedoch nicht gesteigert werden. Die hier ermittelten
Leoliginmengen waren deutlich geringer als in jenen ,hairy roots®, welche mit

5 oder 6% Saccharose oder 60 uM Silbernitrat behandelt wurden. Auch der
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Leoligingehalt in den unbehandelten ,hairy roots” war hoher als in diesen
Kulturen, die ermittelte Leoliginmenge lag jedoch im Bereich jener Kulturen,
welche mit 15 ym oder 30 uM Silbernitrat behandelt wurden.

In Summe konnte die Leoliginproduktion durch die Elizitierung mit
abiotischen Faktoren, vor allem durch die Behandlung mit Saccharose,
starker angeregt werden als mit biotischen Faktoren. Verglichen mit
normalem Wurzelmaterial von Leontopodium alpinum lag der Leoligingehalt
der ,hairy roots® unter dem von Klon 9, jedoch nach Behandlung mit 6%
Saccharose Uber jenem von Klon 44. Der Vergleich von Klon 9 und Klon 44
zeigt, dass auch der Leoligingehalt in Wurzeln von Edelweil3kultivaren stark
schwanken kann (Abb. 31).

ihrragion Leoligingehalt
5g Hefe | I 0,0026
2g Hefe | I 0,0043
1g Hefe | H 0,0042
200puM MJ | ¥ 0,0071
100yM M) [ 0,0049
50uM MJ | H 0,0114
Kontrolle | K 0,0065
60uM AgNO3 | i 0,0082
30uM AgNO3 ] ¥ 0,0039
15puM AgNO3 ] I 0,0036
7% Saccharose | H 0,0064
6% Saccharose | i 0,0124
5% Saccharose | H 0,0101
K30 | H 0,0089
Klon 9 | F 0,0386
Klon 44 | H 0,0107
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Gehalt in Gewichtsprozent des Trockengewichts

Abbildung 31: Graphische Darstellung der Leoliginkonzentrationen von Wurzeln der
EdelweiBkultivare (Klon 9 u. 44) und ,,hairy roots“ von Leontopodium alpinum vor und
nach Elizitierung mit abiotischen und biotischen Faktoren in unterschiedlichen
Konzentrationen
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4. Diskussion

Leontopodium alpinum (Cass.), das Edelweil3, gehort zur Familie der
Asteraceae und ist in freier Natur auf Berghangen und steinigen Wiesen in
einer Hohe zwischen 2200 und 3140 Metern zu finden (Hornick et al., 2008).
In der Volksmedizin wurden bislang vor allem die oberirdischen Anteile des
Edelweily” verwendet, zum Beispiel zur Behandlung von Magen-Darm-
Erkrankungen oder auch bei Fieber und Bronchitis (Kiene, 1992; Knechtl,
1992).

Im Jahr 2003 wurde erstmals ein bis dahin unbekannter Inhaltsstoff, das
Leoligin, aus der Wurzel des Edelweild" isoliert und identifiziert. Diese
Substanz stellt den Hauptinhaltsstoff in den Wurzeln des Edelweily” dar
(Dobner et al., 2003). Leoligin konnten mittlerweile eine ganze Reihe
pharmakologischer Wirkungen zugeschrieben werden, wodurch sich
interessante Einsatzmoglichkeiten fur diese Verbindung ergeben kdnnten. Es
wurde zum Beispiel eine antiinflammatorische Aktivitdt des Lignans
nachgewiesen (Dobner et al., 2004) und es konnte auch gezeigt werden,
dass Leoligin Verdickungen der Innenwand von Blutgefallen reduziert,
wodurch sich in Zukunft eine neue Verwendung fur diese Substanz zur
Behandlung koronarer Gefalikrankheiten ergeben konnte (Reisinger et al.,
2009).

Leoligin ist jedoch in der Wurzel des Edelwei®” nur in sehr geringer
Konzentration enthalten. Der Leoligingehalt in den Wurzeln von
Edelweil3kultivaren liegt beispielsweise blo3 zwischen ca. 0,01 und 0,03%
(vgl. Kapitel 3.3., S. 30 u. 31), dadurch kénnen aus 800 g luftgetrockneter
Wurzeln auch nur ca. 40 mg des Lignans isoliert werden (Dobner et al.,
2003).

Ein sehr  vielversprechendes System zur Gewinnung von
Pflanzeninhaltsstoffen bilden ,hairy roots®, da sie einige Vorteile gegenuber
normalen Wurzeln besitzen (Giri und Narasu, 2000). ,Hairy roots* sind
genetisch stabil, haben haufig eine hohere Wachstumsrate als Wurzeln und
kénnen auf hormonfreiem Nahrmedium kultiviert werden (Guillon et al., 2007;
Shanks und Morgan, 1999; Hu wund Du, 2006). Auch der
Sekundarstoffwechsel der Pflanze kann sich durch die Bildung von ,hairy
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roots“ verandern, dadurch konnte sich zum Beispiel die Menge eines
gebildeten Inhaltsstoffes erhdhen oder auch neue Strukturen gebildet werden
(Georgiev et al., 2007; Shanks und Morgan, 1999; Souret et al., 2003).
Bereits 1994 konnten erfolgreich ,hairy roots“-Kulturen von Leontopodium
alpinum etabliert werden (Hook, 1994). Die Lignanproduktion in ,hairy roots*
wurde unter anderem 1993 an Linum flavum untersucht, mit dem Ergebnis,
dass die transformierten Kulturen 2 bis 5 mal mehr
5-Methoxypodophyllotoxin als untransformierte Wurzeln und sogar 5 bis 12
mal mehr als Zellsuspensionskulturen von Linum flavum produzierten
(Ootsdam et al., 1993).

Im Zuge ihrer Diplomarbeit etablierte Ondratschek (2012) ,hairy roots*-
Kulturen von Leontopodium alpinum durch Infektion mit verschiedenen
Stammen von Agrobacterium rhizogenes und 32 daraus resultierende
Klonlinien wurden in dieser Diplomarbeit flr weiterfihrende Versuche

eingesetzt.

Ziel dieser Arbeit war es zunachst, die ibernommenen ,hairy roots“ soweit zu
vermehren, dass genugend Material fur eine erste chemische Analyse der
Inhaltsstoffe zur Verfigung stand. Es sollte geklart werden, ob in diesen
Kulturen tatsachlich Leoligin gebildet wird und ob eventuell auch andere,
bisher unbekannte Strukturen nachweislich vorhanden sind. Danach sollte
untersucht werden, ob durch verschiedene abiotische Elizitoren der
Leoligingehalt oder die Zusammensetzung der Inhaltsstoffe beeinflusst wird.
Aulerdem sollte der Einfluss der Elizitoren auf das Wachstum der ,hairy
roots“ ermittelt werden.

Zu Beginn der Arbeit waren die ,hairy roots“ nur wenige Zentimeter grof3 und
jeder Klon war in jeweils drei verschiedenen Nahrmedien (B5, MS und %2 MS)
kultiviert. Zunachst wurden die Kulturen auch in diesen drei Medien vermehrt,
es zeigte sich jedoch schon bald, dass die Kulturen in B5 Kkein,
beziehungsweise nur sehr geringes Wachstum aufwiesen. Auch von den
,hairy roots“ in Medium %2 MS war nur bei wenigen ein Zuwachs zu
beobachten. Es gab viele Kulturen, die abstarben oder keinen Fortschritt im
Wachstum erkennen lielen. Am besten wuchsen die ,hairy roots® im MS-

Medium. Das Nahrmedium B5 weist eine hohere Stickstoffkonzentration auf
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als die anderen beiden, worin sehr wahrscheinlich die Ursache fur das kaum
vorhandene Wachstum liegt.

Das 72 MS-Medium enthalt nur 1% Saccharose und um die Halfte weniger
Makroelemente als das normale MS-Medium mit 3% Saccharose. Da in der
Y2 MS-Nahrldsung sehr viele Kulturen abstarben, ist eine Konzentration von
1% Saccharose wahrscheinlich zu gering und auch bei der Elizitierung
konnte beobachtet werden, dass die ,hairy roots“ in Nahrmedien mit einer
Saccharosekonzentration héher als 3% noch Wachstum zeigen.

Eine weitere Ursache fur das anfanglich sehr schlechte Wachstum vieler
Klone kdnnte auch sein, dass sie mit zu geringer Grol3e bereits auf die drei
verschiedenen Nahrmedien aufgeteilt wurden. Denn einige ,hairy roots®
hatten eine Lange von weniger als einem Zentimeter, als in dieser Arbeit
damit begonnen wurde, sie weiter zu kultivieren. Die Aufteilung kdnnte dazu
gefuhrt haben, dass die neuen Subkulturen kaum mehr wuchsen, oder sogar
abstarben.

Unterstitzt wird diese Annahme dadurch, dass jene Kulturen, die nie auf drei
Medien aufgeteilt und zum Erhalt in MS-Medium weiter kultiviert wurden, den
bei Weitem groldten Zuwachs hatten. Obwohl das Wachstum aller Kulturen
anfanglich eher gering war, zeigten die ,hairy roots“, nachdem sie eine
gewisse GroRe erreicht hatten, durchaus eine gute Wachstumsrate.
Interessant ware eventuell auszutesten, wie sich das Wachstum der Wurzeln
verhalt, wenn sie einem Tag/Nacht-Rhythmus und nicht nur der Dunkelheit
ausgesetzt werden (Santos et al., 1998).

SchlieBlich wurde fur weiterfihrende Untersuchungen der Klon K30
ausgewabhlt, da dieser eindeutig den groten Massenzuwachs zeigte und es
wichtig war, dass moglichst schnell ausreichend Material flr eine erste

chemische Analyse zur Verfugung stand.

Da anfanglich noch nicht klar war, ob tatsachlich Leoligin in den ,hairy roots*
enthalten ist, und wenn, wieviel davon, konnte nur geschatzt werden, welche
Mengen fur eine Analyse nétig sind. Um sicherzustellen, dass das Material
fur diverse chemische Analysen ausreicht, sollten fir die erste Untersuchung
,hairy roots” mit einem Frischgewicht von etwa 30 g geerntet werden. Daraus

sollte sich dann ein Trockengewicht von ca. 3 g ergeben.
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Bereits in der durchgefuhrten DC-Analyse zeigte sich ein erster Unterschied
zwischen dem normalen Wurzelextrakt und dem ,hairy roots“-Extrakt von
Leontopodium alpinum: Eine markante grau-blaue Bande, welche nur im
Chromatogramm der ,hairy roots“ zu sehen war, im UV jedoch keine
Fluoreszenzldschung beziehungsweise Fluoreszenz zeigte.

Bei der durchgefuhrten LC-Analyse konnten noch weitere Unterschiede
zwischen den beiden Extrakten beobachtet werden. Die Lignane 4-Nor-
leoligin, Leoligin und 5-Methoxleoligin waren in beiden Extrakten
nachzuweisen, die Cumarine 5-Hydroxyobliquin, 5-Methoxyobliquin und
Obliquin waren jedoch im Extrakt von Klon K30 nicht enthalten.
Interessanterweise konnte nach der Elizitierung mit Silbernitrat in einer
Konzentration von 30 yM und 60 uM eine erhdhte Obliquinmenge im ,hairy
roots“-Extrakt nachgewiesen werden. Insgesamt wurden in Klon K30 sieben
Verbindungen detektiert, welche in normalen Edelweillwurzeln nicht zu
finden sind. Weil diese mit den durchgeflihrten Analysen (HPLC-MS) jedoch
nicht bestimmt werden konnten, ware es interessant, diese Substanzen in
weiterfihrenden Versuchen genauer zu untersuchen. Bei einer der
Verbindungen handelt es sich aber, dem erhaltenen UV-Spektrum zufolge,
wahrscheinlich um ein Lignanderivat. Die Bisabolanderivate A, B und E
sowie die bekannten Kaurensaurederivate des Edelweily” konnten in den

,hairy roots” jedoch nicht nachgewiesen werden.

Die quantitative Bestimmung des Leoligins von Klon K30 ergab einen Wert
von 0,0089%, welcher durchaus mit dem Leoligingehalt von
Edelweil3kultivaren, wie zum Beispiel jenem von Klon 44 (0,0107%)
vergleichbar ist.

Da in den untersuchten ,hairy roots” tatsachlich Leoligin enthalten war, sollte
in weiterer Folge der Einfluss verschiedener abiotischer Faktoren auf den

Leoligingehalt untersucht werden.

Als Elizitoren wurden unterschiedliche Konzentrationen von Silbernitrat und
Saccharose ausgewahlt. Uber den erfolgreichen Einsatz dieser Substanzen
findet man auch in der Literatur einige Beispiele, so wurde beispielsweise in

,hairy roots“-Kulturen von Salvia miltiorrhiza die Produktion von Tanshinonen
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sowohl durch Silberionen als auch mit Saccharose gesteigert (Zhang et al.,
2004; Shi et al., 2007). Bei Silypum marianum konnte die
Silymarinproduktion von ,hairy roots“-Kulturen ebenfalls mit Silberionen
angeregt werden (Khalili et al., 2010). In diesen Versuchen beobachtete man
den grote Effekt mit 30 uM AQ2S203 (Salvia miltiorrhiza) und 2 mM AgNO3
(Silybum marianum), allerdings wurde das Wachstum der ,hairy roots“ umso
starker beeintrachtigt, je héher die verwendete Dosis war (Zhang et al., 2004;
Khalili et al., 2010). Daher fiel die Entscheidung, mit 15 uM, 30 uM und
60 uM Silbernitrat zu elizitieren.

Die starkste Steigerung der Leoliginsynthese bewirkte eindeutig die
Behandlung mit 60 yM Silbernitrat, nach der Elizitierung mit 15 uM und
30 uM war die gemessene Leoliginkonzentration hingegen geringer als in
den unbehandelten ,hairy roots” von Klon K30. Es ware daher interessant, ob
durch hohere Silbernitratkonzentrationen ein noch grofRerer Effekt auf den
Leoligingehalt erzielt werden kann, dies zu untersuchen war aber im
vorhandenen Zeitraum der Diplomarbeit nicht mehr moglich.

Als zweiter Elizitor wurde Saccharose in unterschiedlichen Konzentrationen
ausgewahlt. In der Literatur findet man auch hier einige Beispiele flr
Versuche mit Saccharose als abiotischen Faktor, dabei wurde beispielsweise
der Effekt auf das Wachstum und den Alkaloidgehalt der ,hairy roots“ von
Hyoscyamus albus durch erhdhte Saccharosekonzentrationen untersucht.
Die Verwendung von Saccharose fuhrte zwar zu keiner gesteigerten
Alkaloidsynthese, das Wachstum der ,hairy roots“ konnte jedoch angeregt
werden, was ein erhdhtes Trockengewicht zur Folge hatte (Sauerwein und
Shimomura, 1991). Ein anderer Versuch zeigte, dass in Hypericum
perforatum abhangig von der verwendeten Saccharosekonzentration die
gebildete Hypericin- und Hyperforinmenge steigt (Pavlik et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit wurde mit 5, 6 und 7% Saccharose elizitiert, die
normale Saccharosekonzentration im MS-Medium, in welchem die ,hairy
roots“ kultiviert wurden, betrug 3%. Daher wurden die verwendeten
Saccharosemengen so gewahlt, dass sie Uber diesem Bereich lagen. In der
Literatur findet man jedoch Beispiele, wo durch Konzentrationen tber 8% das
Wachstum der Kulturen gehemmt und die Wurzeln braun wurden (Rothe et
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al.,, 2001). Ausgehend von diesen Beobachtungen wahlten wird die
Saccharosekonzentrationen 5, 6 und 7% fur die folgenden Untersuchungen.
Die Behandlung mit 5% Saccharose hatte keinen wesentlichen Einfluss auf
den Leoligingehalt, dieser lag im Bereich von jenen ,hairy roots“, die in MS-
Medium kultiviert wurden. Die Veranderung von 3% auf 5% Saccharose im
Nahrmedium war moglicherweise zu gering um die Leoliginsynthese
wesentlich zu beeinflussen. Das beste Ergebnis konnte mit 6% Saccharose
erzielt werden, auch verglichen mit allen anderen eingesetzten biotischen
und abiotischen Faktoren konnte durch diese Elizitierung die
Leoliginsynthese am effektivsten gesteigert werden. Der Leoligingehalt
welcher in diesen Kulturen ermittelt wurde, war hoher als in den
unbehandelten ,hairy roots” und lag auch leicht Uber den Leoliginwerten,
welche in den EdelweiRwurzeln von Klon 44 gemessen werden konnten. Die
Elizitierung mit 7% Saccharose bewirkte eine geringere Leoliginproduktion in
den ,hairy roots“. Zusammenfassend kann man also sagen, dass mit 5%
Saccharose kaum ein Effekt erzielt werden konnte und 7% Saccharose
bereits zu einer Abnahme des Leoligingehaltes fuhrte. Damit liegt die
optimale Saccharosekonzentration zur Steigerung der Leoliginmenge in
,hairy roots” von Leontopodium alpinum bei 6%.

Die zugesetzten Elizitoren beeinflussten jedoch nicht nur den Leoligingehalt,
sondern auch das Wachstum der ,hairy roots®, vor allem die Verwendung
von Saccharose verursachte abhangig von der Konzentration, eine
Beeintrachtigung des Massenzuwachses. Bei der Elizitierung mit 5%
Saccharose lag der Zuwachs bei 75%, mit 7% Saccharose nur noch bei etwa
26%. Auch in der Literatur findet man Beispiele, in denen durch
Saccharosekonzentrationen uber 8% das Wachstum der Kulturen gehemmt
wurde und die Wurzeln sogar eine braune Farbe annahmen (Rothe et al.,
2001). In den angefuhrten Untersuchungen flhrte jedoch keine der
verwendeten Konzentrationen zu einer Braunfarbung der ,hairy roots*.

Wie beschrieben konnte die Leoliginproduktion mit 6% Saccharose am
meisten gesteigert werden, wobei diese Konzentration jedoch auch zu einer
Beeintrachtigung des Wachstums fuhrte und nur ein Gewichtszuwachs von
44% Uber 4 Wochen ermittelt wurde.
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Der Einfluss von Silbernitrat auf den Massenzuwachs der Kulturen war
geringer als jener von Saccharose. Fur alle verwendeten Konzentrationen
(15, 30, 60 uM Silbernitrat) wurde eine Zunahme von tber 100% ermittelt.
Bei den unbehandelten ,hairy roots“ und mit 15uM Silbernitrat lag der
Zuwachs bei ca. 130%, mit 30 und 60 uM bei etwa 105%. Auch hier gibt es
in der Literatur einige Beispiele daflur, wie die Elizitierung mit Silberionen
dosisabhangig eine Hemmung des Wachstums von ,hairy roots“-Kulturen
verursachte (Zhang et al., 2004, Khalili et al., 2010). Durch die Elizitierung
mit 60 uM Silbernitrat konnte jedoch keine weitere Beeintrachtigung des
Zuwachses im Vergleich zur 30 yM Silberlosung beobachtet werden.

Der Leoligingehalt der unbehandelten ,hairy roots” von Klon K30 lag bereits
im Bereich von normalen EdelweiRwurzeln und abhangig vom eingesetzten
Elizitor konnte die Leoliginsynthese teilweise nochmals gesteigert werden.
Die Produktion von Leoligin in ,hairy roots” bringt auch weitere Vorteile im
Vergleich zur Gewinnung von Wurzeln aus Feldkultur. Gewebekulturen
wlrden etwa unabhangig von Jahreszeiten und Umwelteinflissen eine
konstante Leoliginproduktion Uber das ganze Jahr ermdglichen. Auch das
aufwendige Umgraben zur Gewinnung der Wurzeln aus der Erde wurde
entfallen. Durch Upscale und in vitro-Kultivierung der ,hairy roots® in
Fermentern konnte Leoligin eventuell in noch grolerem Mal3stab gewonnen
werden. Es ware daher auf jeden Fall zu Uberlegen, ob die Gewinnung von

Leoligin aus Gewebekulturen eine Alternative zum Feldanbau darstellt.

In weiterfhrenden Versuchen koénnte das Inhaltsstoffspektrum und der
Leoligingehalt von anderen ,hairy roots“-Klonen, welche nicht fir diese Arbeit
ausgewahlt wurden, chemisch analysiert werden. Fur die Untersuchungen
konnten auch Edelweil3wurzeln, die von vornherein mehr Leoligin bilden, als
Ausgangsmaterial verwendet und ermittelt werden, ob die daraus
hergestellten ,hairy roots“ auch einen hdheren Leoligingehalt aufweisen.
Weiters ware es interessant, ob sich durch unterschiedliche zur Infektion
verwendete Bakterienstamme die Art und Menge der Inhaltsstoffe verandert.
Auch der Einfluss von anderen Elizitoren oder hoheren Konzentrationen von

Silbernitrat konnte zu noch besseren Ergebnissen fuhren.

49






5. Zusammenfassung

Leontopodium alpinum (Cass.), das Edelweil3, wird in der Volksmedizin zur
Behandlung verschiedenster Erkrankungen (beispielsweise Bronchitis oder
gastrointestinale Erkrankungen) eingesetzt, wobei vor allem die
oberirdischen Anteile der Pflanze verwendet werden. Nachdem 2003 ein
strukturell neues Lignan, Leoligin, aus den Wurzeln des Edelweil’" isoliert
wurde, konnten sich interessante Einsatzmoglichkeiten fur diesen
pflanzlichen Inhaltsstoff ergeben. In verschiedenen Versuchen konnte flr
Leoligin bereits eine antiinflammatorische Aktivitat nachgewiesen werden,
auch gegen Verdickungen der Innenwand von Blutgefal3en zeigt das Lignan
Wirkung. Dieser Metabolit liegt jedoch in den Wurzeln von Edelweil" nur in
sehr geringen Konzentrationen vor (0,01 - 0,03%).

Ein etabliertes System zur Gewinnung von sekundaren Inhaltsstoffen stellen
,hairy roots® dar. Diese besitzen eine Reihe von Vorteilen gegenuber
normalen Wurzeln, aulRerdem konnte eventuell eine groRere Menge Leoligin
gebildet werden, oder auch neue, bisher noch unbekannte Lignane. Im
Rahmen dieser Diplomarbeit wurde zunachst untersucht, ob in den durch
Infektion mit Agrobacterium rhizogenes gebildeten ,hairy roots“ Leoligin oder
Derivate enthalten sind. Wir konnten in den Kulturen 4-Nor-leoligin, Leoligin
und 5-Methoxyleoligin sowie sieben strukturell neue Verbindungen des
Edelweil3" nachweisen. Der Einfluss verschiedener abiotischer Faktoren wie
5, 6, und 7% Saccarose sowie 15, 30 und 60 uM Silbernitrat auf die Bildung
von Leoligin brachte unterschiedliche Ergebnisse. Die Elizitierung mit 15 und
30 uM Silbernitrat sowie mit 7% Saccharose fuhrte zu einer Beeintrachtigung
der Leoliginproduktion, jene mit 5% Saccharose und 60 uM Silbernitratlésung
hatte kaum einen Einfluss auf den Leoligingehalt. Méglicherweise wirde eine
noch hdhere Silbernitratkonzentration zu einer Steigerung der Leoliginmenge
fuhren. Nach der Elizitierung mit 30 und 60 pM Silbernitratidsung konnte
auBerdem das Cumarin Obliquin nachgewiesen werden. Am erfolgreichsten
war die Kultivierung der ,hairy roots® in MS-Medium mit 6% Saccharose, dies
fuhrte zu einer Steigerung des Leoligingehalts - verglichen mit den
unbehandelten ,hairy roots“ und auch im Vergleich mit biotischen Faktoren

(Hefeextrakt und Methyljasmonat) war die Elizitierung mit 6% Saccharose
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effektiver. Zusatzlich wurde der Einfluss der verwendeten Elizitoren auf das
Wachstum der ,hairy roots” untersucht.

Der Leoligingehalt der unbehandelten ,hairy roots“, welche in MS-Medium
kultiviert wurden, lag zumindest im Bereich von Edelweildwurzeln. Wenn man
von anderen Wurzeln ausgeht, die von vornherein mehr Leoligin bilden, ware
anzunehmen, dass auch in den daraus gebildeten ,hairy roots” ein hdherer
Leoligingehalt vorliegt. Die in vitro-Kultivierung wurde aufierdem eine
konstante  Leoliginproduktion  unabhangig von Jahreszeiten und
Umwelteinflussen ermdglichen, und durch Upscale und Kultivierung in
Fermentern ware eine Leoligingewinnung in noch groflerem Malstab
mdglich. ,Hairy roots“-Kulturen des Edelweil}” als Alternative zum Feldanbau

waren daher auf jeden Fall zu Gberlegen.
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6. Summary

Leontopodium alpinum (Cass.), widely known as Edelweil3, is traditionally
used as a remedy against various illnesses and complaints (e.g. bronchitis or
gastro-intestinal diseases), where until now especially the aerial parts of
Leonotopodium were applied. In 2003 a new lignan, namely leoligin, was
isolated from the roots of Edelweil3 and anti-inflammatory properties of
leoligin are reported. Leoligin might also represent a novel lead for the
treatment of vein graft diseases. However the concentration of this lignan in
the roots of Edelweil} is low (0,01 — 0,03%).

Hairy root cultures have been proven to be very efficient in generating
secondary metabolites. Hairy roots, which are formed upon transformation by
Agrobacterium rhizogenes, are highly differentiated and usually exhibit a
stable production of secondary metabolites. In the case of Edelweiss they
might also produce higher levels of leoligin or even new compounds which
cannot be found in normal roots.

In the present diploma thesis the first step was to figure out if hairy roots of L.
alpinum produce leoligin or one of its derivatives. Indeed 4-nor-leoligin,
leoligin and 5-methoxyleoligin as well as seven structurally unknown
compounds were detected. Moreover the effect of different abiotic elicitors on
the production of leoligin was examined. Hairy roots were cultured in MS-
Medium containing 5, 6 and 7% sucrose or alternatively 15, 30, and 60 uM
silver nitrate.

With 15 and 30 uM silver nitrate as well as 7% sucrose the leoligin
production was reduced. The observed influence of 5% sucrose or 60uM
silver nitrate on leoligin concentration was low.

Furthermore, elicitation with 30 and 60 uM silver nitrate increased the content
of obliquin, a known coumarin in roots of Edelweil3. In this study the possible
influences of higher concentrations of silver nitrate are not considered but
could be of interest for further investigations.

A concentration of 6% sucrose resulted in the highest leoligin concentration,
when compared to untreated hairy roots. Elicitation with 6% sucrose was also

more efficient than treatment with biotic factors (yeast extract and methyl
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jasmonate). Additionally, the growth rate of the hairy roots was compared
with respect to the used elicitors and concentrations.

A comparison of leoligin concentrations in untreated hairy roots and normal
roots of Edelweil} indicated that there is no vast difference. It is very likely
that hairy roots derived from Edelweild genotypes with an inherently higher
leoligin concentration would produce higher quantities of leoligin.
Furthermore in vitro cultures would guarantee a stable production of leoligin,
regardless of seasonal and environmental influences. With upscaling and
cultiviation of hairy roots in larger bioreactors an increased leoligin production
could be feasible. All this indicates that in vitro cultivation of hairy roots from

Edelweild could be an alternative method to field culture.
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