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1.

Einleitung und Problemstellung

1.1. Leontopodium alpinum (Cass.)

Die Gattung Leontopodium (R.Br. ex. Cassini) umfasst etwa 40 verschiedene Ar-
ten und gehort zur Familie der Asteraceae. In Europa kommen zwei verschiedene
Spezies vor, Leontopodium alpinum (Cass.) und Leontopodium nivale (Safer et al.
2011). Leontopodium alpinum (Cass.), lautend auf den deutschen Namen Edel-
weill, war urspriinglich in der mongolischen Steppe beheimatet. Erst nach dem
Ende der Eiszeit besiedelte das Edelweifl Europa, hauptsichlich die Alpen, die
Karpathen und die Pyrenden (Dweck 2004). Leontopodium kommt aus dem Grie-
chischen, setzt sich zusammen aus leon (= Léwe) und podion (= Fiifichen) und
bedeutet Lowenfiiichen. Dieser Name leitet sich von den wolligen Hochblattern
der Kopfchen ab. Eine weitere Bezeichnung auch aufgrund seines Aussehens ist
Gnaphalium, abgeleitet vom griechischen gnaphalon fir Filz. In anderen Kul-
turkreisen bezeichnet man das Edelweifl als Wollblume, Stern der Alpen oder
Gletscherstern (Scheidegger 2008).

Die Pflanze steht sowohl in Osterreich als auch in Deutschland, Italien und
Liechtenstein unter Naturschutz (Hook 1993).

Das Edelweif3 ist eine mehrjahrige Pflanze, deren oberirdische Teile eine grofie
morphologische Vielfalt aufweisen und deren Wuchshéhe von 2 bis 45 cm reicht
(sieche Abb.1, S.2). Der Wurzelstock ist verzweigt und besitzt fadenférmige Wur-
zeln (Hook 1993). Die Blattgestalt ist linear bis lanzettférmig, 3-8 mm breit, ober-
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Abbildung 1: Leontopodium alpinum: Edelweif3 an seinem natiirlichen

Standort, Privataufnahme.

seits schwécher, unterseits dichter wollig-filzig behaart. Die Kopfchen sind 5 bis
6 mm lang und zu einer kopfigen, endsténdigen Trugdolde gehéuft. Die Hoch-
blétter, die diese Trugdolde umgeben, sind dreieckig-lanzettlich, sternférmig und
oberseits dicht schneeweif§ behaart (Hegi 1965). Die Friichte sind stielrund, rauh,
1mm lang und vom Grunde aus zu einem Pappus gebildet (Hegi 1965). Leon-
topodium alpinum bevorzugt kalkhaltige Boden, die steinig, lehmig, aber auch
tonig sein konnen, vorallem aber sonnige und nicht zu trockene Standorte, sowie
Felsspalten (Aichele und Schwegler 1928).

In der Volksmedizin ist Leontopodium weit verbreitet, bereits 1582 wurde die
Verwendung bei Durchfall und Ruhr beschrieben. Weiters wird es fiir die Therapie
von Bauchschmerzen, daher auch die volkstiimliche Bezeichnung Bauchwehblu-
me, sowie von Angina und Bronchitis eingesetzt. In Tirol beispielsweise wurde
ein Tee aus den Edelweiflbliiten zur Behandlung von Lungenschwindsucht einge-
setzt, wahrend in der Steiermark das getrocknete Edelweifl in Milch getrénkt und
mit Honig und Butter bei Leibschmerzen aufgetragen wurde (Hegi 1965). In Ti-
bet wird Edelweifl bei Erkrankungen der Lymphknoten und Metallvergiftungen
eingesetzt. In der mongolischen Volksmedizin wird Leontopodium bei Krebser-
krankungen, Durchfall, Herzerkrankungen, Hepatitis und Gelbsucht verwendet.
Gyamtso und Kélliker (2007) beschreiben die Anwendung von Leontopodium sp.

bei Moxibustion zum Beispiel zur Heilung von Erkaltungskrankheiten, hierfiir
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wird das getrocknete Edelweify vergliiht. Diese tibetische Heilmethode wird auch
zur Behandlung von Tumoren und diversen Krebserkrankungen eingesetzt.

Bemerkenswert ist, dass es trotz des Bekanntheitsgrades des Edelweifl wenig
phytochemische Untersuchungen gibt, und es fehlen pharmakologische Studien
(Stuppner et al. 2002).

Unléngst konnte anhand eines Versuches an Krotonél-induzierten Odemen von
Mé&useohren eine antiinflammatorische Wirkung festgestellt werden. Dabei zeigte
vor allem der mit Dichlormethan hergestellte Wurzelextrakt, aber auch der Ex-
trakt oberirdischer Teile, eine dosisabhéngige antiinflammatorische Wirkung. Die
Odemreduktionsrate der isolierten Inhaltsstoffe liegt bei 28 —50 % verglichen mit
dem unbehandelten M&auseohr. Diese ist durchaus mit der des Indometacin, einem
nicht steroidalen Antirheumatikum, zu vergleichen, hier konnte eine Reduktion
von 59 % erreicht werden. Unter anderem wurde auch die Leukozyteninfiltration
an den Ohrodemen untersucht, wobei Leoligin keine signifikante Reduktion brach-
te. Weitere Untersuchungen ergaben, dass hinsichtlich der fMLP- bzw. der 11 8-
induzierten Chemotaxis einige Inhaltsstoffe, aber nicht Leoligin, eine Aktivitét
zeigten (Dobner et al. 2004).

Eine weitere Untersuchung mit humanen neutrophilen Granulozyten zeigte,
dass manche Inhaltsstoffe, unter anderem Methoxyderivate von Lignanen, die
Bildung von Leukotrienen hemmen, wihrend sie keinen Einfluss auf die COX 1-
bzw. COX 2-Synthese haben (Dobner et al. 2004).

Bei den Inhaltsstoffen von Leontopodium alpinum handelt es sich um Phe-
nolséuren, Flavonoide, Chromane (Dweck 2004), Sesquiterpene (Comey et al.
1999), Lignane, Bisabolane, Benzofurane und - pyranderivate (Schwaiger et al.
2005).

1.2. Leoligin

Der fiir die vorliegende Arbeit relevante Inhaltsstoff des Edelweif} ist das Leoligin
(Abb.2, S.4). Dieser sekunddre Metabolit konnte 2003 erstmals aus den Wurzeln
von Leontopodium alpinum und L.leontopodioides isoliert und identifiziert werden
(Dobner et al. 2003).
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[¢] [(2S,3R,4R) — 4 — (3,4 — dimethoxybenzyl)—
s, Rats) 2 — (3,4 — dimethoxy — phenyl)tetrahydro—

furan — 3 — yljmethyl — (2Z) — 2 — methylbut — 2 — enoate

Abbildung 2: Struktur von Leoligin, linke Seite: Lignan aus Leontopo-
dium alpinum Cass., rechte Seite: IUPAC-Nomenklatur.

Wie unlangst Untersuchungen ergeben haben, erweist sich Leoligin sowohl zur
Therapie als auch zur Prophylaxe von Intimahyperplasie und Thrombose nach
koronaren Bypass-Operationen als wirksam. In humanen Organkulturen der Vena
saphena konnte gezeigt werden, dass Leoligin in Konzentrationen von 5pmol die
Intimahyperplasie hemmt und es bei Konzentrationen von 50 pmol zur Abnahme
bereits bestehender GefédBBwandverdickungen kommt. Dies wurde anhand eines in

vivo Versuches an Mausen bestétigt (Reisinger et al. 2009).

Das Besondere an Leoligin im Vergleich zu anderen Medikamenten ist, dass es
die Gefaflinnenwand nicht angreift. Mit Leoligin beschichtete Stents, sogenannte
,drug eluting stents“, konnten moglicherweise die Kombinationstherapie mit an-
deren Medikamenten eriibrigen. Aus diesen Griinden wurden Leoligin und seine

Derivate bereits 2008 zum Patent angemeldet (Stuppner und Schwaiger 2009).

In dieser Arbeit soll der Einfluss von biotischen Faktoren, insbesondere von
Methyljasmonat und Hefeextrakt, auf das Wachstum von , hairy roots“ bzw. auf
die Bildung des sekundédren Metaboliten Leoligin untersucht werden. In der vor-
angegangenen Diplomarbeit von Ondratschek (2012) wurden die dafiir benétigten

,hairy roots“~-Kulturen des Edelweif3 etabliert.
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1.3. Agrobacterium rhizogenes

Bei Agrobacterium rhizogenes handelt es sich um ein gram-negatives Bodenbak-
terium, das die sogenannte , hairy roots-disease“ auslost. Das Bakterium dringt
in verletztes Pflanzengewebe ein, in Folge kommt es an der betroffenen Stelle zur
vermehrten Wurzelbildung (Hu und Du 2006; Guillon et al. 2006). Diese , hai-
ry roots“ bilden sogenannte Opine, die den Agrobacterien als Kohlenstoff- und
Stickstoffquellen dienen (Weising und Kahl 1992).

,Hairy roots® sind charakterisiert durch eine hohe Wachstumsrate, geneti-
sche Stabilitdat und die Kultivierbarkeit in hormonfreien Medien. Das Wachstum
von , hairy roots“ kann nahezu an allen Pflanzen induziert werden und in diesen
,hairy roots“ sind meist dieselben sekundédren Metabolite, oft sogar in hoéherer
Konzentration als in den nicht transformierten Pflanzen, zu finden (Guillon et al.
2006; Shanks und Morgan 1999).

Entstehung von ,,hairy roots*

Die Verwundung des Pflanzengewebes fiihrt zur Bildung phenolischer Stoffe,
wie zum Beispiel Acetosyringon. Durch die chemotaktische Wirkung dieser Stoffe
wird das Agrobacterium angelockt, dringt in das verletzte Gewebe ein und 16st die
»hairy roots-disease“ aus. Das Ri-Plasmid (= root-inducing Plasmid) des Bakte-
riums besitzt zwei fiir die Infektion wichtige Bereiche, die vir-Region (= virulence
Region) und die T-DNA. Die Vir-Gene sind verantwortlich fiir die Codierung des
Transfers der T-DNA vom Ri-Plasmid in die verletzte Pflanze. Die Transkription
der vir-Gene des Agrobacteriums wird durch verschiedene, von der Pflanze freige-
setzten, phenolischen Stoffen induziert. Die T-DNA des Ri-Plasmids wird in das
Genom der verletzten Pflanze integriert. In Folge bildet die genetisch verdnderte
Pflanzenzelle transformierte Wurzeln aus, die sogenannten , hairy roots* (Geor-
giev et al. 2007; Giri und Narasu 2000).

Zur Herstellung der , hairy roots* werden zum Beispiel Blattnerven der Pflan-
zen mithilfe eines Skalpells verletzt und mit Agrobacterium rhizogenes infiziert.
In der Folge kommt es an der Infektionsstelle zur Bildung der ,,hairy roots“, diese

werden dann in fliissigem oder auf festem Medium kultiviert (Guillon et al. 2006).
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1.4. Elizitierung

Pflanzen bilden eine Vielzahl an Naturstoffen und sekundéaren Metaboliten. Viele
dieser Stoffe werden wahrend des Wachstums oder der Entwicklung produziert.
Auflerdem konnen diese Sekundérstoffe als Reaktion auf Stress oder durch einen
Abwehrmechanismus auf pathogene Stoffe gebildet werden (Chen et al. 2001).
Unter Elizitierung versteht man, dass ein Pflanzenmaterial, das bestimmten Sub-
stanzen ausgesetzt wird, irgendeine Art von Abwehrreaktion hervorrufen kann
(Angelova et al. 2006).

Elizitoren werden anhand ihrer Herkunft bzw. ihrer molekularen Struktur un-
terschieden. Aufgrund ihrer Charakteristika kann es zu unterschiedlichen Reak-
tionen kommen, abhéngig von den Interaktionen zwischen Pflanze und Elizitor.
Eine Moglichkeit, Elizitoren zu klassifizieren, ist eine Unterteilung in biotische
und abiotische Faktoren.

Biotische — oftmals auch als endogen bezeichnete — Elizitoren haben biologi-
schen Ursprung und stammen entweder vom Erreger oder von der Pflanze selbst.
Biotische Faktoren kénnen eine definierte chemische Struktur besitzen, wie Pek-
tin, Alginat oder Chitosan. Andererseits kann es sich um komplexe Stoffgemi-
sche handeln, deren Struktur nicht eindeutig zuordenbar ist, wie zum Beispiel
Hefeextrakte oder Pilzsporen. Im Gegensatz dazu sind die abiotischen Fakto-
ren nicht biologischen Ursprungs und werden in physikalische oder chemische
Substanzen, zum Beispiel Schwermetallsalze, unterteilt. Unter den physikalischen
Einflussfaktoren versteht man, dass die Pflanze zum Beispiel erh6htem osmoti-
schen Stress oder erhohter thermischer Belastung ausgesetzt ist (Vasconsuelo und
Boland 2007).

In dieser Arbeit soll der Einfluss von biotischen Faktoren, insbesondere von
Methyljasmonat und Hefeextrakt, auf das Wachstum von , hairy roots* bzw. auf
die Bildung des sekundéaren Metaboliten Leoligin untersucht werden. Deshalb soll
im Folgenden nédher auf, in der Literatur beschriebene, Versuche mit Methyljas-
monat und Hefeextrakt eingegangen werden.

Der biotische Elizitor Methyljasmonat, ein ubiquitér verbreiteter Inhaltsstoff
in Pflanzen, stimuliert die Bildung sekundérer Metaboliten in Artemisia annua.

Putalun et al. (2007) setzten den , hairy roots“-Kulturen Methyljasmonat in einer
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Konzentration von 50 pmol, 100 pmol und 200 pmol zu, wobei mit 200 pmol der
grofite Effekt erzielt werden konnte. Die gemessene Artemisininkonzentration war
fiinfmal hoher als in der Kontrollprobe.

In dieser Untersuchung wurde auch mit einem Hefeextrakt elizitiert, der in ei-
ner Konzentration von 0,5 mg/ml, 1 mg/ml und 2mg/ml zugegeben wurde. Auch
hier konnte der grofite Effekt mit der hochsten Konzentration von 2 mg/ml erzielt
werden (Putalun et al. 2007).

Eine andere Untersuchung, die in der Literatur beschrieben wird (Stojakowska
et al. 2002), beschiftigt sich mit Tanacetum parthenium, dem Mutterkraut, einer
Asteraceae. Hierbei wurde der Effekt von Methyljasmonat auf die im Mutterkraut
enthaltenen Diacetylene vom Spiroketalenol Ether-Typ untersucht. Dabei wurde
Methyljasmonat in einer Konzentration von 0,3 mmol zugesetzt, wobei kein si-
gnifikanter Effekt auf das , hairy roots“ Wachstum zu erkennen war, wéahrend die
Bildung der Diacetylene zunahm (Stojakowska et al. 2002).

Mit dem Elizitor Hefeextrakt konnte in , hairy roots “-Kulturen von Salvia mil-
tiorrhiza Bunge die Bildung sekundérer Metaboliten angeregt werden. Bei dieser
Pflanze handelt es sich um eine Lamiaceae, die in der traditionell chinesischen
Medizin Anwendung in der Behandlung von koronaren Herzerkrankungen findet
(Liang et al. 2012). Hierfiir wurde der Hefeextrakt nach Hahn und Albersheim
(1978) aufgereinigt und anschlieflend in vier unterschiedlichen Konzentrationen
den Pflanzenkulturen zugesetzt. Alle Konzentrationen von 0,1; 0,25; 0,5 und 1 ml
fithrten zur Biomassezunahme, die sieben Tage nach der Elizitorzugabe erkennbar
war. Weiters fithrte die Zugabe des Elizitors zur gesteigerten Bildung von Rosma-
rinsdure und Tanshinonen, den zwei wichtigsten biologisch aktiven Komponenten
in Salvia milthorriza (Chen et al. 2001).

Methyljasmonat wurde den ,hairy roots“-Kulturen von Salvia milthorriza in
Konzentrationen von 50, 100 und 150 pmol zugesetzt. Das Wachstum und die Bil-
dung der Tanshinone, vor allem der Kryptotanshinone, konnte signifikant durch
die mittlere Konzentration beeinflusst werden, wihrend bei der geringsten Kon-
zentration kein Effekt erkennbar war (Liang et al. 2012).

Der molekulare Mechanismus der Elizitierung beruht auf einer Elizitor-Rezeptor-

Interaktion. Der Elizitor bindet an einen Plasmamembranrezeptor, einen G-Protein
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gekoppelten Rezeptor, der in weiterer Folge Ionenkanéle und Proteinkinasen ak-
tiviert (Angelova et al. 2006).

Die Effektivitiat der Elizitierung héngt unter anderem von den Interaktio-
nen zwischen Elizitor und Pflanzenkultur ab. Ein weiterer Faktor scheint die
Konzentration, in der der Elizitor eingesetzt wird, zu sein. Die Konzentration
sollte so gewdhlt werden, dass die gewiinschten Metaboliten gebildet werden,
das Pflanzenmaterial in ihrem Wachstum aber nicht beintrachtigt wird. Weiters
scheint der Zeitpunkt der Elizitorzugabe eine wesentliche Rolle zu spielen, wo-
bei als bestmoglicher Zeitpunkt die exponentielle Wachstumsphase erachtet wird
(Vasconsuelo und Boland 2007).

1.5. Problemstellung

Bei dem eingangs beschriebenen Inhaltsstoff Leoligin handelt es sich um eine sehr
vielversprechende Substanz beziiglich der Therapie und Prophylaxe koronarer
Herzerkrankungen. Das Edelweifl steht unter Naturschutz und kann daher nicht
aus Wildbestédnden bezogen werden, sondern wird aus Samen gezogen (Comey
et al. 1997).

Das Lignan Leoligin ist in den Wurzeln des Edelweifl in nur sehr geringer
Konzentration enthalten. Durch Extraktion mit Dichlormethan und Methanol
konnten aus etwa 800 g der getrockneten Wurzel 40 mg Reinsubstanz gewonnen
werden (Dobner et al. 2003).

Wie bereits beschrieben, besitzen , hairy roots“ meist eine hohere Wachstums-
rate als normale Wurzelkulturen. Deshalb ist es denkbar, dass man durch In-
duktion der , hairy roots-disease® groflere Mengen an Leoligin in kiirzerer Zeit
produzieren kann.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob der sekundére Metabo-
lit Leoligin in den , hairy roots“-Kulturen von Leontopodium alpinum enthalten
ist und wenn ja, in welcher Konzentration er gebildet wird.

Einige Klonlinien, die von Ondratschek (2012) zur Verfiigung gestellt wurden,
sollten zunéchst weiter vermehrt werden. In weiterer Folge sollte gekléart werden,
ob die transformierten Wurzeln den sekundéren Metaboliten bilden und ob dieser

in das Medium abgegeben wird.
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Nach Kléarung der Frage, ob Leoligin in den , hairy roots“-Kulturen enthal-
ten ist, sollte die Auswirkung biotischer Elizitoren auf das Inhaltsstoffspektrum
untersucht werden. Wie bereits beschrieben (siche Kapitel 1.4., S.6) konnen ver-

schiedene Elizitoren die Bildung von sekundéren Metaboliten in Pflanzen anregen.
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2.

Material und Methoden

2.1. Pflanzenmaterial

In dieser Arbeit wurde mit ,hairy roots“-Klonlinien von Leontopodium alpinum
(Cass.) gearbeitet. Diese Klonlinien wurden von Ondratschek (2012) im Rahmen
ihrer Diplomarbeit etabliert und uns in weiterer Folge zur Verfiigung gestellt. Bei
den zur Infektion eingesetzten Agrobacterium rhizogenes Stéammen handelte es
sich um ATCC15834, LBA9402 und TR105.

Abbildung 3 (siche S.12) zeigt die Grofle und das Aussehen der von Ondrat-
schek iibernommenen ,hairy roots“-Kulturen zu Beginn dieser Arbeit. Zunéchst
bestand die Aufgabe darin, die iibernommenen 32 Klonlinien aufzuvermehren.
Hierfiir wurden die erhaltenen Klonlinien alle 4 Wochen in ein neues Ndhrmedium
iiberimpft. Im Zuge dieser Passagierung wurden abgestorbene , hairy roots* und
etwaiges Kallusgewebe vorsichtig entfernt. Nachdem die , hairy roots“ eine gewisse
GroBe erreicht hatten, wurden diese geteilt und in frisches Medium iibergefiihrt.
Das Wachstum der , hairy roots“-Kulturen des Edelweifl entsprach nicht den
Erwartungen, daher mussten die ,hairy roots“ einige Male in 100 ml-Kolben
iibergefiihrt werden bevor diese aufgeteilt und in 250 ml-Kolben iiberimpft wer-
den konnten. Weiters wurde das Wachstum durch auftretende Infektionen beein-
flusst, weshalb betroffene Kulturen 3 Wochen mit Antibiotika behandelt werden
mussten. Schlussendlich wurde aus den 32 ,hairy roots“ Klonlinien jener Klon

ausgesucht, der das beste Wachstum zeigte. Diese, in weiterer Folge als K30 be-
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zeichnete Klonlinie, wurde durch Infektion mit dem Agrobacterium rhizogenes
Stamm LBA9402 generiert.

Abbildung 3: Eine ,hairy roots“-Klonlinie in den Medien MS 1/2, B5
und MS zu Beginn dieser Arbeit.

Wurzelmaterial

Bei den, am Institut fiir Pharmazie und Pharmakognosie, Universitdt Inns-
bruck, durchgefiihrten chemischen Analysen wurden der Gehalt und die Inhalts-
stoffe der ,hairy roots“-Klonlinie K30 mit jenen von Wurzeln aus Leontopodium
alpinum verglichen. Bei den Wurzeln handelte es sich um zwei Edelwei3-Kultivare,
Klon 9 und Klon 44, die aus Feldanbau des Schweizer Institutes Mediplant stamm-

ten.

2.2. Nahrmedium

In der vorliegenden Arbeit wurden die 32 , hairy roots“ Klonlinien zunéchst in

drei verschiedenen Medien kultiviert.
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Als Basismedium diente das MS-Medium nach (Murashige und Skoog 1962).
Dieses Néhrmedium enthélt anorganische Makro- und Mikroelemente, 3 % Sac-
charose und Vitamine. Als fliissige Nahrmedien wurden MS und MS 1/2, mit einer
Saccharosekonzentration von 1% und halber Konzentration an Makroelementen,
verwendet. Weiters wurde das Medium B5 von Gamborg et al. (1968) verwendet,
das sich von den beiden anderen durch eine hohere Stickstoffkonzentration un-
terscheidet. Im Verlauf der Kultivierung schriankte sich die Verwendung auf das
Medium MS ein, da hier das beste Wachstum zu erkennen war.

Die Ndhrmedien wurden folgendermaflen zubereitet: Ein Drittel des benotigten
destillierten Wassers wurde in einem geeigneten Erlenmeyerkolben vorgelegt. An-
schlieBend wurden unter Rithren Stammlésungen (im iiblichen Reinheitsgrad, bei
4°C) der Makro- und Mikroelemente, sowie der Vitamine in entsprechender Men-
ge zugesetzt. Als néchstes wurde myo-Inositol und handelsiiblicher Zucker zuge-
setzt und gelost. Zuletzt wurde mit destilliertem Wasser auf das entsprechende
Volumen aufgefiillt und mit HCI oder KOH auf einen ph-Wert von 5,75 + 0,1
eingestellt.

Die fertig zubereiteten Medien wurden anschlieffend in 100 ml, spéater in 250 ml-
Kolben gefiillt, mit einem Zellstoffstopfen verschlossen und einer Alukappe umhiillt.
Die verschlossenen Medien wurden im Autoklaven bei 121 °C fiir 20 min. sterili-
siert. Die abgekiihlten Medien wurden in der Kiihlkammer bei 5°C im Dunkeln

gelagert.

2.3. Kulturbedingungen

Die , hairy roots“ Klonlinien wurden zunéchst mehrere Male in 100 ml-Kolben
mit 25ml Ndhrmedium passagiert. Aufgrund des Massezuwachses konnten die
Kulturen spéter in 250 ml-Kolben mit 50 ml Medium iiberimpft werden. Die Pas-
sagierung der , hairy roots“ erfolgte alle 4 Wochen. Die Kultivierung erfolgte am
Rotationsschiittler bei ca. 8 Umdrehungen pro Minute, einer Temperatur von
25°C und bei Dunkelheit.

Nachdem einige der iibernommenen Kulturen eine Triitbung aufzeigten (siehe
Abb.4, S.14), lag die Vermutung nahe, dass es sich um, die urspriinglich zur Infek-

tion eingesetzten, Agrobacterium rhizogenes Stamme handelte. Zur Bestéitigung
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2. MATERIAL UND METHODEN

dieser Annahme wurden mit Impfésen Stichproben der betroffenen Kulturen ge-
nommen. Diese wurde auf festem YMB Medium, das dem Bakterien als Ndhrmedium
dient, in einer Petrischale ausgestrichen und bei 25°C fiir 2 Tage im Dunkeln
inkubiert. Nach diesen Tagen war ein eindeutiges Wachstum von Bakterien zu
erkennen.

Aus diesem Grund war es notwendig, die ,hairy roots“-Kulturen einer Be-
handlung mit Antiobiotika zu unterziehen. Hierfiir wurde eine Stammlosung, be-
stehend aus 0,625 g in 5 ml destilliertem Wasser, des Antibiotikums Cefotaxim-Na
(Claforan 1,0 g Trockenstechampullen, Sanofi Aventis) hergestellt. Von dieser zu-
vor steril filtrierten Stammlésung wurden 100 pl in 25 ml bzw. 200 pl in 50 ml fri-
sches Ndahrmedium pipettiert. Einige Kulturen zeigten bereits wenige Tage nach
der Antibiotikazugabe eine erneute Triibung, diese wurden abermals in ein neues
antibiotikahéltiges Medium passagiert. Die Antibiotikabehandlung dauerte 3 Wo-
chen an, danach wurden jene Kulturen, die optisch betrachtet frei von Bakterien

waren in antibiotikafreies Medium tiberimpft.

Abbildung 4: Infektion von ,hairy roots“-Kulturen durch urspriinglich

zur Transformation eingesetztes Agrobakterium rhizogenes.

2.4. Elizitierung von , hairy roots*

Nachdem geniigend Pflanzenmaterial aufvermehrt worden war, wurden die ent-

sprechenden Elizitoren zugegeben.

14



2.4. Elizitierung von ,hairy roots*

In der folgenden Arbeit sollten Versuche mit den biotischen Elizitoren Methyl-
jasmonat (Sigma Aldrich, 95 %) und Hefeextrakt (Sigma Aldrich) durchgefiihrt
werden.

Die ,hairy roots“-Kulturen wurden zunéchst mit einem Animpfgewicht von
0,7g fiir 3 Wochen in normales Nahrmedium passagiert. Danach konnten die
Elizitoren in den entsprechenden Konzentrationen zugesetzt werden. Nach einer
weiteren Woche wurde die Versuchsreihe beendet und die Edelweifiwurzeln aus
dem Néhrmedium genommen. Danach wurden diese mit Filterpapier mehrmals
abgetupft und das Frischgewicht bestimmt. Nachdem die geernteten Kulturen fiir
2 Tage bei Raumtemperatur getrocknet worden waren, konnte das Trockengewicht

bestimmt werden.

Methyljasmonat

Nach drei Wochen Kultivierung in normalem MS-Medium wurde Methyljas-
monat in einer Konzentration von 50pmol, 100 pmol und 200 pmol zugesetzt.
Hierfiir wurden entsprechende Stammlésungen von Methyljasmonat in Ethanol
(96 %) hergestellt.

Um festzustellen, ob das Losungsmittel, in diesem Falle Ethanol, einen Einfluss
auf die Biomasse oder die Leoliginproduktion hat, wurde eine Kontrolle mit 125 pl
Ethanol (96 %) durchgefiihrt.

Die Stammlésungen von Methyljasmonat wurden vor der Zugabe zu den , hai-

ry roots“-Kulturen durch einen Filter (Porenweite 0,22 um) steril filtriert.

Hefeextrakt

Fiir diese Versuchsreihe wurde der Hefeextrakt zunéchst nach Hahn und Al-
bersheim (1978) aufgearbeitet. Aus dieser aufgereinigten Hefelosung wurden 200 jmol,
400 pmol oder 1000 pmol entnommen und zu den Edelweifl-Kulturen pipettiert,
sodass sich eine Endkonzentration von 1g/1, 2g/1 oder 5g/1 ergab.

Hefevorreinigung nach Hahn und Albersheim (1978)

Schritt 1: 50 g eines handelsiiblichen Hefeextraktes wurden in 250 g destilliertem
Wasser unter Riihren gelost. Nachdem sich der Hefeextrakt vollstdndig aufgelost

hatte, wurde 96 proz. Ethanol hinzugefiigt, sodass sich eine Endkonzentration von
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2. MATERIAL UND METHODEN

80 % (v/v) ergab. Anschlieflend wurde diese Losung mit einer Alufolie abgedeckt
und bei 6 °C fiir 4 Tage gelagert.

Schritt 2: Nach diesen 4 Tagen wurde der Uberstand abdekantiert und ver-
worfen. Der gummiartige Riickstand wurde erneut in 250 g destilliertem Wasser
gelost und der Vorgang von Schritt 1 wiederholt.

Schritt 3: Der Uberstand wurde erneut abdekantiert und verworfen. Anschlie-
Bend wurde der Riickstand in 200 ml destilliertem Wasser geldst.

Vor der Zugabe dieses gereinigten Hefeextraktes zu den , hairy roots “~-Kulturen

wurde dieser bei 121 °C fiir 20 Minuten autoklaviert.

Referenzmaterial

Als Referenzmaterial dienten die ,,hairy roots“-Kulturen K30. Diese wurden
mit einem Animpfgewicht von 0,6 g fiir 4 Wochen in MS-Medium kultiviert. Nach
diesen 4 Wochen wurden sie geerntet, mit Filterpapier abgetupft und fiir 2 Tage
bei Raumtemperatur getrocknet.

Fiir die Elizitierung wurde ein héheres Animpfgewicht (0,7 g anstatt der iiblichen
0,6 g) gewahlt, da moglicherweise der Elizitor das Wachstum beeinflusst (Zhang
et al. 2004). Somit wurde sichergestellt, dass am Ende der Versuchsreihe ausrei-

chend Pflanzenmaterial zur Verfiigung stand.

2.5. Analyse von , hairy roots*

Eine erste Analyse sollte kldaren, ob das Lignan Leoligin in den ,hairy roots“ des
Edelweifl gebildet wird. Weiters wurden die Inhaltsstoffe eines normalen Wurzel-
materials mit den von , hairy roots “-Kulturen verglichen. Fiir diese Untersuchung
wurde ein Dichlormethanextrakt hergestellt und mittels HPLC analysiert.

Diese Untersuchungen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Stefan Schwai-
ger am Institut fiir Pharmazie und Pharmakognosie, Universitét Innsbruck durch-

gefiihrt.
Aufarbeitung des Pflanzenmaterials

Etwa 1 g der getrockneten , hairy roots“ von Klon K30 wurden mittels Morser

und Pistill verrieben und in 50,00 ml Dichlormethan gelost. Anschlieend wurde
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2.5. Analyse von , hairy roots*

die Mischung fiir 5 Minuten im Ultraschallbad extrahiert, filtriert und getrocknet.
Der erhaltene Riickstand wurde in Methanol geltst, durch einen Wattestopfen fil-
triert und analysiert. Die Konzentration dieser Losung betrug am Ende 10 mg/ml
Extrakt.

Als Vergleichsprobe wurde ein tiefgefrorener Dichlormethanextrakt von Wur-
zeln des L. alpinum herangezogen (, Edelweiss-Referenz“). Dieser Extrakt wurde
durch erschépfende Mazeration gewonnen. Bei dem verwendeten Pflanzenmateri-
al handelte es sich um Kultivare der Universitét Innsbruck. Der erhaltene Extrakt
wurde ebenso aufbereitet wie die , hairy roots“-Probe.

Beide Losungen wurden mittels DC und HPLC-MS untersucht.

Aufarbeitung des Nihrmediums

Das Nahrmedium wurde nach Entnahme der , hairy roots* entsprechend auf-
gearbeitet. Zunéchst entfernten wir aus dem Ndhrmedium durch Filtration ver-
bliebene , hairy roots“-Reste. Anschliefend schiittelten wir das Medium mit je
20ml Dichlormethan dreimal aus. Da es zu keiner optimalen Auftrennung der
Phasen gekommen war, wurde nach jedem Ausschiittelungsvorgang fiir 5 min. bei
2000 Umdrehungen zentrifugiert. Die so erhaltene organische Dichlormethanpha-
se wurde abdekantiert und in einem Erlenmeyerkolben gesammelt. Die organische
Phase wurde iiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und anschlieSfend durch
Filtration wieder entfernt. Den erhaltenen Riickstand haben wir fiir die Analyse

in 1 ml Methanol gelost.

LC-Parameter

Das verwendete HP 1100 System (Agilent, Waldbronn, Deutschland) war mit
einem Autosampler, DAD (Diodenarray-Detektor) und Sdulenthermostat ausge-
stattet.

e Stationdre Phase: Phenomenex Luna 3 C8 (2) Séule, 3 umol Partikel mit
einer Vorsdaule: LiChroCART 4-4, LiChrospher 100 RP 18 5pmol

e Mobile Phase: A= Wasser, B= Acetonitril
Zusammensetzung: 0 min: A 50 %, B 50 %; 20 min: A 25 %, B 75 %; 30 min:
A 1%, B 99%; 55 min: Stopp; Posttime: 15 min.
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Temperatur: 30°C

Injektionsvolumen: 5 pmol

Flussrate: 0,20 ml/min

Detektion bei einer Wellenlénge von 205 nm

MS-Parameter

Esquire 3000 plus (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland); ESI, LC-MS:
alternating mode; HV Kapillare: 4,00kV, HV end plate offset:- 500V, 350°C;
Trockengas: 8,001/min; Nebulisator: 30 psi; Full Scan Modus: m/z 100-1500

DC-Parameter

e Stationdre Phase: Silica-Gel 60 F254 Platten (VWR Darmstadt, Deutsch-
land)

e Mobile Phase: Dichlormethan

e Detektion bei UV 254 — 366 nm, nach Bespriihen mit Vanillinschwefelséure-

Reagenz und Erhitzen auf 120 °C fiir 5 min. im vis-Bereich

Quantitative Analyse

Samtliche Untersuchungen wurden am Institut fiir Pharmazie und Pharmako-
gnosie, Universitat Innsbruck durchgefiihrt, wofiir wir Herrn Dr. Stefan Schwaiger
zu Dank verpflichtet sind.

Fiir die Quantifizierung des Leoligins und seiner Derivate wurde das Versuchs-
material wie folgt aufgearbeitet und untersucht: Die getrockneten , hairy roots*
Proben wurden zerkleinert. 100 mg Probe wurden mit 20 ml gefolgt von 2x 10 ml
Dichlormethan am Ultraschallbad extrahiert (10 min). AnschlieBend wurden die
vereinigten Filtrate am Rotavapor zur Trockene eingedampft, in 1 ml Methanol

gelost und mittels HPLC analysiert.
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2.5. Analyse von , hairy roots*

HPLC-Parameter

e Stationdre Phase: Phenomenex- Luna 3y C8 (2) 100 A 3,00x 150 mm mit
einer Merck LiChroCart 4-4, LiChrosper 100 RP- 18, 5 pmol Vorséaule

e Temperatur: 30°C

e Injektionsvolumen: 10 pul
e Flussrate: 0,30 ml/min

e Detektion: UV 205 nm

e Mobile Phase: A= Wasser, B= Acetonitril
Zusammensetztung 0 min: A: 50 %, B: 50 %; 45 min: A: 50 %, B: 50 %; 50
min: A: 1%, B:99 %; Stopp: 80 min; Posttime: 15 min

Die Quantifizierung der erhaltenen Leoliginmenge erfolgte nach der Methode des
externen Standards (siche Abb. 5).
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Abbildung 5: Kalibrierungskurve zur HPLC-Quantifizierung des Leoli-

gin (die zugrundeliegenden Daten sind am Institut fiir Pharmazie und

Pharmakognosie, Universitit Innsbruck hinterlegt).
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3.

Ergebnisse

Die von Ondratschek (2012) erhaltenen 32 , hairy roots“ Klonlinien wurden zunéchst
in allen drei fliissigen Nahrmedien MS, MS 1/2 und B5 (siehe Kapitel 2.2., S. 12)
kultiviert. Die folgende Abbildung 6 zeigt Grofle und Aussehen unbehandelter
yhairy roots“-Kulturen. Zu Beginn dieser Arbeit waren diese nur wenige Zenti-
meter grofl. Das rechte Bild zeigt die ,,hairy roots“ vier Wochen nach Passagierung
in frisches MS-Medium.

Abbildung 6: Grofle und Aussehen von ,hairy roots“-Kulturen zu Be-
ginn der Arbeit (links) bzw. vier Wochen nach Transfer in frisches

Nihrmedium (rechts).
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3. ERGEBNISSE

Nachdem jene ,hairy roots®, die auf MS-Medium passagiert wurden, das be-
ste Wachstum bzw. die beste Lebendrate zeigten, wurde dieses Medium fiir die
weitere Kultivierung herangezogen.

Fiir die erste Kontrollanalyse, in der untersucht werden sollte, ob Leoligin in
den , hairy roots “-Kulturen des Leontopodium alpinum enthalten ist, wurden 30 g
Frischgewicht bzw. 3 g Trockengewicht der , hairy roots“ benotigt. Um abschétzen
zu koénnen, mit welchem Animpfgewicht welches Endgewicht erhalten wird bzw.
wieviel Planzenmaterial fiir die Elizitierung benotigt wird, bestimmten wir den

durchschnittliche Biomassezuwachs.

3.1. Wachstum der ,,hairy roots‘“-Kulturen

Die ,hairy roots“ von Leontopodium alpinum wurden alle 4 Wochen mit einem
Animpfgewicht von 0,6 g pro Erlenmeyerkolben in frisches MS-Medium passa-
giert. Nach diesen 4 Wochen wurden das Frischgewicht und der Zuwachs der
,hairy roots“ bestimmt. Aus den erhaltenen Werten konnte ein durschnittlicher
Zuwachs von 537 % verzeichnet werden. Aus diesen ,hairy roots“ wurden durch
Teilung weitere Subkulturen generiert. Diese Subkulturen wurden ebenfalls mit
einem Animpfgewicht von 0,6 g pro Erlenmeyerkolben fiir 4 Wochen kultiviert.
Nach diesen 4 Wochen wurde noch einmal das Frischgewicht ermittelt und wieder
aufgeteilt, insgesamt wurden die ,hairy roots“ dreimal aufgeteilt nach 4, 8 und
12 Wochen. Bei der Subkultur 2 lag der prozentuelle Zuwachs bei etwa 195 %,
wihrend der Massezuwachs bei Subkultur 3 bei 98 % lag.

Die Grafik 7 (siehe S.23) verdeutlicht, dass der durchschnittliche Biomassezu-
wachs bei der Subkultur 1 am grofiten war, wihrend der Massezuwachs bei Sub-
kultur 2 und auch bei 3 geringer war. Eine mogliche Erklarung fiir diesen abneh-
menden Trend sind die unterschiedlichen Kulturgefifie bzw. Fliissigkeitsvolumina
im Laufe der Kultivierung. So wurden die ,hairy roots“-Kulturen anfangs in
100 ml-Kolben kultiviert, aufgrund des Massezuwachses konnten sie in 250 ml-
Kolben iiberfithrt werden. Im Zuge dessen énderte sich auch die Menge des

Néhrmedium von 25ml auf 50ml. Mdéglicherweise konnte der verdinderte Gas-
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3.1. Wachstum der ,,hairy roots*“-Kulturen

Biomassezuwachs in %
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Abbildung 7: Biomassezuwachs von ,hairy roots* Klonlinie K30 nach
4, 8 bzw. 12 Wochen in MS Medium.

raum bzw. die unterschiedliche Menge an Nahrmedium das Wachstum der , hairy
roots“ beeintréchtigt haben.

Weiters musste voriibergehend aus technischen Griinden der Standort des Ro-
tationschiittler gewechselt werden. Auch dies konnte ein méglicher Einflussfaktor
gewesen sein, der sich auf das Wachstum der , hairy roots“ ausgewirkt hat.

Zur Beurteilung des Einflusses bestimmter biotischer Elizitoren auf das Wachs-
tum von , hairy roots “-Kulturen wurde das Animpfgewicht (ca. 0,7g), das Frisch-
gewicht und das Trockengewicht bestimmt.

Abbildung 8 (siehe S.24) soll den Einfluss von Methyljasmonat bzw. einer
Kontrollprobe auf den Biomassezuwachs grafisch darstellen. In dieser Versuchs-
reihe wurden nach 3 Wochen Etablierung in MS-Medium 50 pmol, 100 pmol bzw.
200 pmol Methyljasmonat zugesetzt. Nach einer Woche Behandlung mit diesem
Elizitor wurde das Frisch- und das Trockengewicht bestimmt sowie der prozen-
tuelle Zuwachs ermittelt. Weiters wurde eine Kontrollreihe mit 125 pmol 96 proz.
Ethanol durchgefiihrt. Diese Abbildung veranschaulicht, dass der Zuwachs der
,hairy roots“-Kulturen am hdéchsten bei der Behandlung mit 125 pmol 96 proz.
Ethanol war. Bei der Behandlung mit 50 pmol Methyljasmonat kam es zu einer

Zunahme von ca. 71 %. Bei der Zugabe von 200 pmol Methyljasmonat liefl sich
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Abbildung 8: Biomassezuwachs nach Elizitierung mit Methyljasmonat;
Kontrolle: 125 nl Ethanol (96 %).

ein Wachstum von 64 % verzeichnen, hingegen betrug der prozentuelle Zuwachs
bei Behandlung mit 100 pmol Methyljasmonat nur noch 45 %.

Weiters wurde in dieser Arbeit der Einfluss des Hefeextraktes auf das Wachs-
tum von , hairy roots “-Kulturen des Edelweifl untersucht. Bei dieser Versuchsreihe
wurde ein zuvor nach Hahn und Albersheim aufgereinigter Hefeextrakt den , hairy
roots “-Kulturen in einer Konzentration von 1g/1, 2g/l bzw. 5g/1 zugesetzt.

Die Abbildung 9 (siehe S.25) soll den Einfluss unterschiedlicher Hefekonzen-
trationen auf das Wachstum von ,hairy roots“-Kulturen des Edelweifl bzw. un-
behandelter , hairy roots“ K30 grafisch darstellen.

Diese grafische Darstellung zeigt, dass der Biomassezuwachs bei jenen , hairy
roots“ die nicht elizitiert wurden hoher war als nach Zugabe unterschiedlicher
Hefekonzentrationen. Der Massezuwachs lag bei 103 % wihrend nach Zugabe von
1, 2bzw. 5g/1 Hefe der Massezuwachs abgenommen hatte.

Die beiden Grafiken 8 und 9 veranschaulichen, dass jene ,hairy roots®, die
mit Hefeextrakt behandelt worden waren, einen etwas hoheren Biomassezuwachs

aufwiesen als jene, die mit Methyljasmonat elizitiert worden sind.
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Abbildung 9: Biomassezuwachs nach Elizitierung mit Hefeextrakt; Kon-

trolle: nicht elizitiert.

3.2. Vergleich der Inhaltsstoffe von Wurzeln und

»hairy roots*

Die im folgenden beschriebenen DC- und HPLC-Analysen wurden freundlicher-
weise von Dr. Stefan Schwaiger, Institut fiir Pharmazie und Pharmakognosie,
Universitédt Innsbruck durchgefiihrt.

Die DC-Untersuchung (siehe Abb.10, S.26) des Extraktes von K30 zeigte,
dass die im Referenzextrakt enthaltenen pinken und blauen Banden (Bild Mitte,
rechte Bahn) nur in einer geringen Konzentration enthalten waren bzw. fehlten.
Allerdings zeigte der Extrakt von K30 eine grau-blaue Zone mit einem hRf-Wert
von 78.6 (Bild rechts, linke Bahn). Da die Bande keine Loschung bzw. Fluores-
zenz zeigt, handelt es sich, sofern sie nicht von einer Verunreinigung stammt,
moglicherweise um eine terpene Struktur.

Die Ergebnisse der HPLC-Analysen des Wurzelextraktes und des Extraktes
von Klon K30 unterschieden sich wie folgt: Die Komponenten 1-3 (Abb.11 Bild A,
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. —

Abbildung 10: Diinnschichtchromatogramme von Leontopodium alpi-
num-Extrakten; linke Bahn: ,hairy roots*“-Klon K30, rechte Bahn:
Edelweiss-Referenz siehe S.17. Detektion: UV 254nm (links), UV

366 nm (Mitte), Vanillin- Schwefelsdurereagenz (rechts).
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WET

13/14 B
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Abbildung 11: Chromatogramme der HPLC Analyse; Bild A/ rot: Wur-
zelextrakt, Bild B/ griin: Extrakt von Klon K30 bei 205 nm.
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3.3. Quantifizierung des Leoligins und dessen Derivate

S.26), im folgenden als 5-Hydroxyobliquin, 5-Methoxyobliquin und als Obliquin
bezeichnet, konnten im Extrakt der ,hairy roots“ Klonlinie K30 (Abb.11 Bild
B, S.26) nicht detektiert werden. Die Peaks 1, 2 und 4 der Abb.11 Bild B (siche
S.26) stimmten mit keinen der bekannten Inhaltsstoffe von Leontopodium alpinum
iiberein.

Der Peak 3 (Abb.11 Bild B, S.26) stimmte mit dem ersten Teil des Peak 4 des
Referenzextraktes iiberein, dabei handelt es sich um 4-Norleoligin, wihrend der
zweite Peakteil dem 5’-Hydroxy-5-Methoxyleoligin entspricht. Die Verbindungen
5 und 6 beider Extrakte wurden als Leoligin und 5-Methoxyleoligin identifiziert.
Im Referenzextrakt wurde ein zusétzliches Lignan 5,5’-Dimethoxyleoligin, Kom-
ponente 7, gefunden (Abb.11 Bild A, S.26).

Zusammengefasst kommt man zu folgenden Schlussfolgerungen: Die Extrakte
sowohl des Wurzelmaterials als auch der , hairy roots“ von Klon K30 enthalten
folgende Lignanderivate: 4-Norleoligin, Leoligin und 5-Methoxyleoligin, weiters
Linolenséure, ein Gemisch der Diastereomere Bisabolan C und D sowie die Po-
lyacetylene. Auffallend ist, dass im ,hairy roots“-Extrakt keine bekannten Cu-
marine bzw. Kaurensiurederivate enthalten sind, weiters fehlen die bekannten
Bisabolane A, B und E. Der Extrakt von Klon K30 enthilt zuséitzliche Kom-
ponenten (1,2,4,11-14), fiir deren Identifikation es noch weitere Untersuchungen
bedarf.

3.3. Quantifizierung des Leoligins und dessen De-

rivate

Die Quantifizierung des Lignan Leoligin erfolgte wie in Kapitel 2.5. (siehe S.16)
beschrieben, durch die Methode des externen Standards. Beim Vergleich der
durch HPLC-UV-Analyse erhaltenen Chromatogramme (siche Abb.12, S.28) des
Referenzpflanzenmaterials Klon 44 und eines bekannten Testmixes (Leoligin, 5-
Methoxyleoligin bzw. 5’5-Dimethoxyleoligin), konnten die Verbindungen Leoligin,
5-Methoxyleoligin bzw. 5’5-Dimethoxyleoligin detektiert werden. Eine Trennung

27



3. ERGEBNISSE
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Abbildung 12: HPLC-Chromatogramme eines bekannten Testmixes
und des Referenzextraktes aus Leontopodium alpinum Klon 44 (Feld-
kultur); Verbindung 1: Leoligin, Verbindung 2: 5-Methoxyleoligin, Ver-
bindung 3: 5’°5-Dimethoxyleoligin.
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Abbildung 13: HPLC-Chromatogramm von Klon 9 (Feldkultur) von
Leontopodium alpinum; Verbindung 1: Leoligin, Verbindung 2: 5-
Methoxyleoligin, Verbindung 3: 5’5-Dimethoxyleoligin.
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3.3. Quantifizierung des Leoligins und dessen Derivate

dieser beiden Lignanderivate war mit der eingesetzten HPLC-UV-Analyse nicht
moglich.

In einem weiteren EdelweiBkultivar, Klon 9 (siche Kapitel 2.1.), konnten eben-
so die Verbindungen Leoligin, 5-Methoxyleoligin bzw. 5’5-Dimethoxyleoligin de-
tektiert werden (sieche Abb.13, S.28).

Das HPLC-Chromatogramm des , hairy roots“-Extraktes von K30 (Abb.14)
wies die Verbindung Leoligin auf, wihrend die Lignanderivate 2 und 3 nicht de-

tektierbar waren. Der Leoligingehalt lag hier bei ¢ = 0,0089.
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Abbildung 14: HPLC-Chromatogramm von ,hairy roots*“-Klon K30;
Verbindung 1: Leoligin.

3.3.1. Einfluss von Methyljasmonat

Die ,hairy roots“ der Klonlinie K30, die mit dem Elizitor Methyljasmonat bzw.
Hefeextrakt behandelt werden sollten, wurden fiir 3 Wochen in frischem MS-
Medium kultiviert, anschlieend wurde der jeweilige Elizitor in einer entspre-
chenden Konzentration zugesetzt. Nach einer Woche wurden die , hairy roots®
entnommen, getrocknet und mittels HPLC-UV analysiert.

Bei den , hairy roots“ der Klonlinie K30, welche mit 50 pmol Methyljasmonat
behandelt worden waren, konnte Leoligin nachgewiesen werden. Weiters wurden

unbekannte polare Lignanverbindungen (Verbindung(en) C) detektiert. Wie in
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Abbildung 15: HPLC-Chromatogramm von ,hairy roots*“-Klon K30
nach Elizitierung mit 50 pmol Methyljasmonat; Verbindung 1: Leoli-
gin, Verbindungen A: polare bekannte Verbindungen, Verbindungen C:

unbekannte polare Verbindungen.

der Abbildung 15 zu erkennen ist, enthélt die Probe weiters die Verbindungen
A. Bei den Verbindungen A handelt es sich um bekannte polare Lignanderivate
5’-Hydroxy-5-methoxy-leoligin, 5-Hydroxy-leoligin und 4-Nor-leoligin. Diese drei
Lignane wurden unter den eingesetzten HPLC-Bedingungen nicht aufgetrennt
(Dr. Stefan Schwaiger, personliche Mitteilung).

Jene ,hairy roots“ der Klonlinie K30, welche mit 100 pmol bzw. 200 pmol Me-
thyljasmonat behandelt worden waren, wiesen die oben genannten Verbindungen
auf. Bei jenen . hairy roots“ die mit 200 pmol Methyljasmonat elizitiert wurden,
waren moglicherweise noch die Verbindungen 2 und 3 enthalten (sieche Abb.16,
Bild B, S.31).

Weiters wurde in dieser Versuchsreihe der ,hairy roots“-Klonlinie K30 96
proz. Ethanol zugesetzt, in weiterer Folge als Kontrolle bezeichnet. Das HPLC-
Chromatogramm dieser Kontrollprobe wies ebenso Leoligin, die Verbindungen A
und deutlich erhohte Konzentrationen von 5-Methoxyleoligin und 5’5- Dimeth-
oxyleoligin auf (siehe Abb.17, S.31).
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Abbildung 16: HPLC-Chromatogramme von ,hairy roots*“-Klon K30
nach Elizitierung mit Methyljasmonat; Bild A: 100 pmol, Bild B:
200 pmol; Verbindung 1: Leoligin, Verbindungen A: polare bekannte
Verbindungen, Verbindungen C: unbekannte polare Verbindungen, Ver-
bindung 2/3: 5-Methoxyleoligin/ 5’5-Dimethoxyleoligin.

Kontrolle Ethanol
205 nm
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213

Abbildung 17: HPLC-Chromatogramm von ,hairy roots“-Klon K30
nach Elizitierung mit 125 pmol 96 proz. Ethanol; Verbindung 1: Leo-
ligin, Verbindungen A: polare bekannte Lignane, Verbindung 2/3: 5-
Methoxyleoligin/ 5’5-Dimethoxyleoligin.
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3. ERGEBNISSE

3.3.2. Einfluss von Hefeextrakt

Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag in der Beurteilung des
Einflusses von Hefeextrakten auf , hairy roots“-Kulturen.

Im HPLC-Chromatogramm der , hairy roots“ der Klonlinie K30, die mit 1 g/1
eines vorgereinigten Hefeextraktes elizitiert worden waren, konnte man die Ver-
bindung 1, Leoligin, nachweisen (siehe Abb.18, Bild A). Allerdings konnten die
bekannten Verbindungen A, 2 und 3 sowie die unbekannten Verbindungen C nicht
detektiert werden.

Ein vergleichbares Chromatogramm ergab sich bei der Zugabe von 5g/1 ei-
nes vorgereinigten Hefextraktes. In diesem Chromatogramm (sieche Abb.18, Bild
B) konnte ebenso Leoligin nachgewiesen werden, hinsichtlich der anderen oben
genannten Verbindungen gab es keinen Hinweis.

In jenen ,hairy roots“-Kulturen, in denen Hefe in einer Konzentration von

205 nm
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205 nm
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Abbildung 18: HPLC-Chromatogramm von K30 nach Elizitierung mit
Hefeextrakt; Bild A: 1g/1, Bild B: 5g/1; Verbindung 1: Leoligin.
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3.3. Quantifizierung des Leoligins und dessen Derivate
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Abbildung 19: HPLC-Chromatogramm von K30 nach Elizitierung
mit 2 g/l Hefeextrakt; Verbindung 1: Leoligin, Verbindung 2/3: 5-
Methoxyleoligin/ 5’5-Dimethoxyleoligin.

2 g/l zugesetzt worden war, zeigte sich, im Chromatogramm eindeutig das Vor-
handensein von Leoligin (sieche Abb.19). Weiters konnten die Verbindungen 2 und
3 in einer kaum noch detektierbaren Menge enthalten sein (sieche Abb.19, mit Pfeil
gekennzeichnet).

Weder das Lignan Leoligin noch seine Derivate konnten im Medium der , hairy
roots “~-Klonlinie K30 nachgewiesen werden. Deshalb war es nicht notwendig, die
nach Ende der Elizitierung erhaltenen Medien aufzuarbeiten und zu analysieren.

Zusammenfassend kann man sagen, dass bei allen analysierten , hairy roots“-
Extrakten der Klonlinie K30 aus Leontopodium alpinum das Lignan Leoligin ent-
halten ist. Bei jenen ,hairy roots“-Extrakten, die mit Methyljasmonat (50, 100
und 200 pmol) elizitiert wurden, kann man zusétzlich bekannte und unbekannte
polare Verbindungen erkennen. Interessanterweise konnte in der Kontrollprobe
(Zugabe von 1251l 96 proz. Ethanol) zusétzlich zu den Verbindungen 1 und A
deutlich erhohte Konzentrationen der Verbindungen 2 und 3 (5-Methoxyleoligin
und 5,5’-Dimethoxyleoligin) nachgewiesen werden.

Die Abbildung 20 (siehe S.34) zeigt die LC-online-UV-Spektren, der oben ge-
nannten Verbindungen 1, A und C. Wie bereits beschrieben erfolgte die Quantifi-
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Abbildung 20: LC-online-UV-Spektren. (a) Leoligin; (b) Verbin-

dung(en) C: Lignanderivate; (c) Verbindungen A: Lignanderivate.

zierung des erhaltenen Leoligins mittels externen Standards. Die daraus resultie-
renden Leoliginkonzentrationen werden in der Tabelle 1 (siehe S.35) zusammenge-
fasst. Die erhaltenen Gehaltsangaben sind jeweils das Ergebnis eines hergestellten
Extraktes, der dreimal mittels HPLC analysiert wurde. Zusétzlich wird der Leoli-
gingehalt der Klone 9 und 44 angefiihrt, zwei Edelweilkultivare die vom Schweizer
Institut Mediplant zur Verfiigung gestellt wurden. Diese Edelweifikultivare stam-
men aus ,normaler Anbauweise“ und werden hier zum Vergleich mit natiirlichen
Gehalten von Wurzeln des Edelweifl angefiihrt. Daran lédsst sich zudem erkennen,
dass der Leoligingehalt verschiedener natiirlich vorkommender Edelweilkultivare
stark von einander abweichen kann. In dieser Tabelle sind auch die Einfliisse der
fiir die vorliegende Arbeit relevanten biotischen Faktoren dargestellt.

Die Tabelle 2 (siehe S.36) enthélt weiters die Gehaltsangaben von jenen , hai-
ry roots“ Extrakten, denen die abiotischen Elizitoren, Saccharose und Silberni-
trat, zugesetzt wurden. Dies wurde im Rahmen der Diplomarbeit ,, Elizitierung
von ;hairy roots‘-Kulturen des Edelweifl mit abiotischen Faktoren“ Schmidtbauer
(2012) durchgefiihrt. Die grafische Darstellung in Abb.21 (sieche S.37) dient der
besseren Veranschaulichung der Einfliisse biotischer Elizitoren unterschiedlicher
Konzentrationen in Bezug auf den Leoligingehalt.

Die hochste Konzentration an Leoligin konnte bei jenen , hairy roots“, denen

der biotische Elizitor Methyljasmonat in einer Konzentration von 50 pmol zuge-
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3.3. Quantifizierung des Leoligins und dessen Derivate

Probe Elizitor Gehalt (%) S

Klon K30 - 0,0089 0,0003
Klon K30, Ndhrmedium - 0,0000 0,0000
Klon K30 1g/1 Hefe 0,0042 0,0003
Klon K30 2g/1 Hefe 0,0043 0,0000
Klon K30 5g/1 Hefe 0,0026 0,0001
Klon K30 Kontrolle MJ 0,0065 0,0001
Klon K30 50 pmol MJ 0,0114 0,0003
Klon K30 100 pmol MJ 0,0049 0,0002
Klon K30 200 pmol MJ 0,0071 0,0001

Tabelle 1: Einfluss von biotischen Elizitoren auf den Leoligin-
gehalt in ,hairy roots*“-Kulturen. Klon 44, Klon 9: Edelweiss-
Wurzeln aus Feldkultur; Klon K30: , hairy roots* ohne Elizitierung

s...Standardabweichung.
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Probe Elizitor Gehalt (%) S

Klon 44 - 0,0107 0,0005
Klon 9 - 0,0386 0,0006
Klon K30 - 0,0089 0,0003
Klon K30, Nahrmedium - 0,0000 0,0000
Klon K30 1g/1 Hefe 0,0042 0,0003
Klon K30 2¢g/1 Hefe 0,0043 0,0000
Klon K30 5g/1 Hefe 0,0026 0,0001
Klon K30 Kontrolle MJ 0,0065 0,0001
Klon K30 50 pmol MJ 0,0114  0,0003
Klon K30 100 pmol MJ 0,0049 0,0002
Klon K30 200 pmol MJ 0,0071 0,0001
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 umol AgNO4** 0,0036 0,0001
Klon K30 30 pmol AgNO,** 0,0039 0,0001
Klon K30 60 pmol AgNO,** 0,0082 0,0001

*Konzentration im MS-Medium

*rwassrige Silbernitratlosung

Tabelle 2: Einfluss von biotischen und abiotischen Elizitoren auf
den Leoligingehalt in ,hairy roots*“-Kulturen. Klon 44 und Klon 9:
Edelweiss-Wurzeln aus Feldkultur; Klon K30: ohne Elizitierung

s...Standardabweichung.
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3.3. Quantifizierung des Leoligins und dessen Derivate

setzt wurde, gemessen werden. Der Leoligingehalt ist annéhernd so hoch wie bei
Klon 44, wobei dieser nicht elizitiert worden ist. Verglichen mit dem Leoliginge-
halt von unbehandelten , hairy roots“-Kulturen K30 kommt es durch Zugabe von
50 pmol Methyljasmonat zu einer eindeutigen Steigerung des Leoligingehaltes.
Hingegen nimmt der Leoligingehalt nach Elizitierung mit 100 pmol Methyljasmo-
nat ab und liegt unterhalb des Gehaltes der Kontrollprobe mit Ethanol (96 %) und
der unbehandelten , hairy roots“-Kulturen. Der Gehalt von mit 200 pmol Methyl-
jasmonat behandelten , hairy roots® nimmt im Vergleich zu den unbehandelten
,hairy roots“ K30 geringfiigig ab.

Bei der Elizitierung mit 1g/l, 2g/1 bzw. 5g/1 eines gereinigten Hefextraktes
wurde die Syntheseleistung erniedrigt.

Die grafische Darstellung in Abb.22 (siehe S.38) erméglicht den Vergleich bio-
tischer und abiotischer Elizitoren in Bezug auf den Leoligingehalt. In dieser Ab-
bildung wird 50 pmol Methyljasmonat mit einem roten Pfeil hervorgehoben, da
dort im Vergleich zum nicht elizitierten Klon ein hoherer Leoligingehalt zu se-

hen war, jedoch durch das inhibierte Wachstum die absolute Leoliginmenge pro
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Abbildung 21: Leoligingehalt von mit biotischen Elizitoren behandelte

whairy roots*“-Kulturen, im Vergleich unbehandelte Edelweif3lkultivare

Klon 44 und Klon 9.
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* Saccharosa: Kenzentration im MS Medium
** AgN03: Zusatz einerwassrigen Losung von Silbernitrat

Abbildung 22: Leoligingehalt von mit biotischen und abiotischen behan-
delten ,,hairy roots“-Kulturen, im Vergleich dazu unbehandelte Edel-
weilkultivare Klon 44 und Klon 9.
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3.3. Quantifizierung des Leoligins und dessen Derivate

Probe Biomassezuwachs Leoligingehalt
(%) (%) (mg pro Kolben)
Klon K30 161 0,0089 0,042
1g/1 Hefe 7 0,0042 0,008
2g/1 Hefe 67 0,0043 0,009
5g/1 Hefe 66 0,0026 0,005
Kontrolle MJ 82 0,0065 0,013
50 pmol MJ 70 0,0114 0,024
100 pmol MJ 45 0,0049 0,009
200 pmol MJ 64 0,0071 0,014

Tabelle 3: Einfluss von biotischen Elizitoren auf Biomassezuwachs, pro-
zentuellen Leoligingehalt und absolute Leoliginmenge pro Kolben bei

swhairy roots* von Leontopodium alpinum.

Kolben deutlich erniedrigt war.

Bei den verwendeten abiotischen Elizitierungsfaktoren handelte es sich um
handelsiibliche Saccharose bzw. AgNOj3. Die Elizitierung mit 15 bzw. 30 pmol Sil-
bernitrat resultierte in einem niedrigeren Leoligingehalt wahrend es bei 60 pmol
Silbernitrat weder zu einer Steigerung noch Senkung des Leoligingehaltes gekom-
men ist. Eine eindeutige Steigerung des Leoligingehaltes im Vergleich zu dem
Gehalt unbehandelter , hairy roots“-Kulturen konnte durch 5 % bzw. 6 % Sac-
charose erzielt werden (Schmidtbauer 2012).

Bei der Elizitierung wird die Erh6hung des prozentuellen Leoligingehaltes an-
gestrebt, allerdings betrachtet in Zusammenhang mit dem Wachstum der ,hai-
ry roots“~-Kulturen kann es zur Verringerung der absoluten Leoliginmenge kom-
men. Der Einfluss von biotischen Elizitoren auf den Biomassezuwachs von , hairy
roots “~-Kulturen wurde im Kapitel 3.1. (siehe S.22) erldutert. Die oben abgebilde-
te Tabelle 3 dient zur Ubersicht der absoluten Leoliginmenge pro Kultur. Weiters
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wird in dieser Tabelle der Biomassezuwachs und der prozentuelle Leoligingehalt
sowohl unbehandelter als auch elizitierter . hairy roots“-Klone K30 aufgelistet.
Hierbei wird ersichtlich, dass es durch Elizitierung mit biotischen Faktoren zur
Verringerung des Biomassezuwachses und in den meisten Féllen auch zu einem
verringerten Leoligingehalt der Wurzeln kam. Einzig bei Elizitierung mit 50 pmol
Methyljasmonat war der Leoligingehalt (0,0114 %) hoher als im unbehandelten
Klon K30 (0,0089%). Allerdings resultierte auch hier wegen des deutlich gerin-
geren Wachstums letztlich nur in etwa die Hélfte an Leoligin pro Kolben. Bei
dem nicht elizitierten Klon K30 betrug der Biomassezuwachs 161 %, der prozen-
tuelle Leoligingehalt 0,0089 %, das entsprach einer absoluten Leoliginmenge von
0,042 mg pro Kultur. Obwohl der prozentuelle Leoligingehalt niedriger ist als nach
Elizitierung mit 50 pmol Methyljasmonat resultiert aufgrund des Wachstums der
,hairy roots“-Kulturen eine doppelt so hohe Leoliginmenge pro Kolben.

Zur besseren Ubersicht sind diese Zusammenhénge in der Abbildung 23 (siche
S.41) grafisch dargestellt. Nach Elizitierung mit 50 pmol Methyljasmonat war
der prozentuelle Leoligingehalt hoher und betrug 0,0114 %, allerdings konnte das
Wachstum der ,hairy roots“ nicht angeregt werden und so erhielt man einen
Gehalt von 0,024 mg pro 250 ml-Kolben.

Der prozentuelle Leoligingehalt jener , hairy roots “-Kulturen, die mit 200 pmol
Methyljasmonat elizitiert wurden, liegt geringfiigig unter jenem Wert der nicht eli-
zitierten ,hairy roots“. Aufgrund des inhibierten Wachstums betrug auch hier die
absolute Leoliginmenge nur 0,014 mg pro Kultur. Die Elizitierung mit 100 pmol
Methyljasmonat konnte die Erwartungen nicht erfiillen, weder der Biomassezu-
wachs (45 %), der prozentuelle Leoligingehalt (0,0049 %) noch die absolute Leo-
liginmenge (0,009 mg) pro Kultur konnten gesteigert werden. Jene ,hairy roots*,
denen 125l Ethanol (96 %) zugesetzt wurde, hatten trotz des Biomassezuwach-
ses (82 %) einen vergleichbar niedrigen Leoligingehalt von 0,013 mg pro 250 ml-
Kolben.

Die Elizitierung mit Hefeextrakt fiithrte hinsichtlich des Biomassezuwachses
zu dhnlichen Ergebnissen wie mit Methyljasmonat, allerdings konnte weder der
prozentuelle Leoligingehalt noch die absolute Leoliginmenge pro Kultur gestei-

gert werden. Nach Elizitierung mit 1 g/l Hefeextrakt betrug der Biomassezuwachs
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Abbildung 23: Einfluss von Elizitoren auf Biomassezuwachs, prozentu-
ellen Leoligingehalt und absolute Leoliginmenge pro Kolben bei ,,hairy

roots* von Leontopodium alpinum.
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77 %, der prozentuelle Leoligingehalt 0,0042 %, das entsprach einer Leoliginmenge
von 0,008 mg pro 250 ml-Kolben. Ein dhnliches Resultat ergab sich bei der Elizi-
tierung mit 2g/1 bzw. 5g/1 Hefeextrakt, so betrug die erhaltene Leoliginmenge
0,009 mg bzw. 0,005 mg pro Kultur.

Aus dieser Grafik geht eindeutig hervor, dass die Elizitierung sowohl mit Me-
thyljasmonat als auch mit Hefeextrakt, aufgrund des inhibierten Wachstums, zu

keiner Steigerung des Leoligingehaltes fiihrte.
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Diskussion

Leontopodium alpinum (Cass.) aus der Familie der Asteraceae ist vor allem auf
kalkhaltigen Felsformationen in Hohen bis zu 3140 m zu finden. Das Edelweif ist
eine mehrjéhrige Pflanze, die in Osterreich, Liechtenstein, Deutschland und Itali-
en unter Naturschutz steht (Hook 1993). In der Volksmedizin wird Leontopodium
seit jeher zur Behandlung von Durchfall, Bauchschmerzen, Bronchitis, Angina
und zur Fiebersenkung eingesetzt (Pace et al. 2009).

Der fiir die vorliegende Arbeit interessante Inhaltsstoff aus Leontopodium al-
pinum ist Leoligin, ein Sekundirmetabolit, der in die Klasse der Lignane ein-
zuordnen ist. Leoligin wurde 2003 erstmals an der Universitdt Innsbruck aus
den Wurzeln des Edelweif} isoliert. Diesem Inhaltsstoff hat man bisher eine Rei-
he positiver Wirkungen zuschreiben kénnen, wodurch sich moglicherweise neue
Einsatzgebiete fiir Leontopodium alpinum ergeben kénnten. Eine dieser Wirkun-
gen, die in darauffolgenden Untersuchungen dem Edelweifl zugeschrieben werden
konnte, ist die antiinflammatorische Wirksamkeit (Dobner et al. 2004). Weiters
ist man zu der Kenntnis gelangt, dass das Lignan die Intimahyperplasie hemmt
und gegen bereits bestehende GefdBwandverdickungen wirksam ist (Reisinger et
al. 2009).

Leoligin ist in den Wurzeln von Leontopodium alpinum in geringer Menge
enthalten, so konnten aus etwa 800 g luftgetrocknetem Wurzelmaterial nur etwa
40 mg Reinsubstanz isoliert werden (Dobner et al. 2003).

Ein vielversprechendes System zur Gewinnung von Sekundérmetaboliten wie

Leoligin stellen , hairy roots“ dar. Diese transformierten Wurzeln weisen eine Viel-
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zahl an Vorteilen gegeniiber normalen, nicht transformierten Wurzeln auf. Diese
Vorteile sind unter anderem die genetische und biochemische Stabilitéit, aufler-
dem wachsen , hairy roots“ schneller als normale Wurzeln (Hu und Du 2006). Ein
weiterer Vorteil liegt darin, dass man , hairy roots“ auch ohne Wachstumsregu-
latoren kultivieren kann. Zum anderen kann es auch den Sekundirstoffwechsel
der Pflanze verdndern, indem neue Strukturen gebildet werden oder die Menge
des gebildeten Inhaltstoffe erhoht wird (Shanks und Morgan 1999; Georgiev et
al. 2007). ,Hairy roots“-Kulturen aus Leontopodium alpinum konnten erstmals
1993 erfolgreich generiert werden (Hook 1993). Die Lignanproduktion in , hairy
roots wurde bereits an Linum flavum (Oostdam et al. 1993) sowie Linum tauri-
cum ssp. tauricum untersucht. Die Untersuchung an der letztgenannten Pflanze
ergab, dass die Lignanproduktion in ,hairy roots“ 10-12 mal héher war als in
Zellsuspensionskulturen derselben Pflanze (Ionkova und Fuss 2009).

Im Rahmen der Diplomarbeit von Ondratschek (2012) wurden , hairy roots‘“-
Kulturen aus Leontopodium alpinum durch Infektion mit drei verschiedenen Agro-
bacterium rhizogenes Stémmen etabliert. In der vorliegenden Arbeit wurden die
daraus resultierenden 32 Klonlinien fiir weiterfiihrende Versuche herangezogen.

Die Ziele der vorliegenden Arbeit umfassten die Vermehrung der erhaltenen
,hairy roots“~-Kulturen um geniigend Pflanzenmaterial fiir eine erste Analyse zu
erhalten. Diese erste Analyse diente zum Nachweis, dass Leoligin in den ,hairy
roots“ von Leontopodium alpinum enthalten ist. In weiterer Folge sollte verifiziert
werden, ob durch Zugabe verschiedener biotischer Elizitoren das Wachstum der
,hairy roots* bzw. die Bildung der Sekundarmetabolite beeinflussbar ist. Eine
weitere Untersuchung sollte Aufschluff dariiber bringen, ob die , hairy roots* des
Edelweifl Leoligin an das Ndhrmedium abgeben.

Zunichst bestand die Aufgabe darin, die ,hairy roots“, die zu Beginn der
Arbeit nur wenige Zentimeter grofi waren, aufzuvermehren. Die ,hairy roots“
wurden zunéchst in drei Medien (MS, MS 1/2 bzw. B5) jeweils 4 Wochen kulti-
viert. Am besten wuchsen die , hairy roots“ im MS-Medium. Im MS 1/2-Medium
war das Wachstum geringer bzw. war iiberhaupt kein Fortschritt im Hinblick
auf das Wachstum festzustellen, und auch die Ausfallsrate war relativ hoch.
Moéglicherweise lag der Grund dafiir in der halben Konzentration an Makroele-

menten bzw. in der geringeren Saccharosekonzentration. Das B5-Medium, das
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sich von den anderen beiden Medien durch eine wesentlich hohere Stickstoffkon-
zentration unterscheidet, war ebenso wie das Medium MS 1/2 nicht optimal fiir
die weitere Kultivierung. Im Folgenden wurde der Klon K30 ausgewihlt, da die-
ser das beste und schnellste Wachstum aufwies und weil es notwendig war, in
moglichst kurzer Zeit moglichst viel Pflanzenmaterial zu gewinnen.

Als néchstes musste der Nachweis iiber das Vorhandensein von Leoligin in
den ,hairy roots“ des Edelweifl erbracht werden. Um sicher zu gehen, dass fiir
die erste Analyse geniigend Pflanzenmaterial vorhanden war, wurden die ,hairy
roots“ mit einem Frischgewicht von 30g, dies entspricht einem Trockengewicht
von 3 g, geerntet. In weiterer Folge stellte sich heraus, dass fiir die Aufbereitung
der ,hairy roots“ 1 g Trockengewicht ausreicht.

Die Ergebnisse der ersten durchgefithrten HPLC-Analyse zeigten, dass sowohl
im Extrakt der ,hairy roots* K30 als auch im normalen Wurzelextrakt (siehe
Kapitel 2.5., S.16) Leoligin enthalten ist. Weiters konnten in beiden Extrakten
die Lignanderivate 4-Norleoligin sowie 5-Methoxyleoligin nachgewiesen werden.
Die beiden Extrakte unterscheiden sich darin, dass im Extrakt von K30 weder 5-
Hydroxyobliquin, 5-Methoxyobliquin noch Obliquin nachgewiesen werden konnte.
Ebenso konnten keine bekannten Cumarine, Kaurensdurederivate oder Bisabola-
ne (A, B, E) detektiert werden. Der Extrakt von K30 enthélt weiters sieben Ver-
bindungen, deren Struktur mit den durchgefithrten Analysen (HPLC-MS) nicht
bestimmbar waren. Eine Bestimmung dieser Verbindungen kénnte Gegenstand
weiterfithrender Untersuchungen sein.

Die quantitative Untersuchung ergab, dass Leoligin in einer Konzentration
von 0,0089% in den unbehandelten , hairy roots“-Kulturen K30 enthalten ist.
Diese Konzentration liegt im Bereich von Edelweiflkultivaren, so weist Klon 44
einen Gehalt von 0,0107 % auf.

Nachdem geklédrt werden konnte, dass Leoligin in den , hairy roots* K30 ent-
halten ist, wurde der Einfluss biotischer Elizitoren untersucht. Die Auswahl an
biotischen Elizitoren fiel in der vorliegenden Arbeit auf Methyljasmonat und auf
Hefeextrakt. Den , hairy roots “~-Kulturen wurde eine ethanolische Methyljasmonat-
bzw. eine aufgereinigte Hefelosung in einer entsprechenden Konzentration zuge-
setzt. In der Literatur findet man dazu einige Beispiele, in denen es zum erfolg-

reichen Einsatz von Methyljasmonat und Hefeextrakt gekommen ist. So konn-
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4. DISKUSSION

te durch Zugabe von Methyljasmonat in einer Konzentration von 200 pmol die
Bildung von Artemisinin in Artemisia annua um das Fiinfache gesteigert wer-
den (Putalun et al. 2007). Weiters konnte Methyljasmonat erfolgreich bei Salvia
malthorriza eingesetzt werden. Hierbei wurde sowohl das Wachstum als auch die
Bildung sekundéarer Metaboliten, in diesem Fall der Tanshinone, durch Gabe von
100 pmol positiv beeinflusst (Liang et al. 2012).

Daher fiel die Entscheidung mit 50 pmol, 100 pmol bzw. 200 pmol Methyljas-
monat zu elizitieren. Zur Herstellung einer geeigneten Stammlosung wurde Me-
thyljasmonat in Ethanol (96 %) gelost. Es wurde eine Kontrollreihe durchgefiihrt,
in der den 3 Wochen alten ,hairy roots“ je 125 pmol Ethanol (96 %) zugesetzt
wurde. Dies sollte Aufschluss dariiber geben, ob das Losungsmittel einen Ein-
fluss hinsichtlich der Bildung sekundérer Metabolite bzw. des Wachstums hat.
Die hochste Konzentration an Leoligin wurde durch Zugabe von 50 pmol Me-
thyljasmonat erreicht. Der Gehalt betrug 0,0114 % und liegt iiber dem Wert der
unbehandelten , hairy roots“ K30 von 0,0089 %.

Die in dieser Arbeit verwendeten biotischen Faktoren beeinflussten nicht nur
den Leoligingehalt, sondern auch das Wachstum von , hairy roots “-Kulturen. Da-
bei bestétigte sich die Beobachtung, dass nach Elizitierung mit 50 pmol Methyljas-
monat auch der gréfite Biomassezuwachs verzeichnet werden kann. Das Losungs-
mittel Ethanol (96 %) scheint tatséchlich einen Einfluss auf die ,,hairy roots“ zu
haben. Nach der Elizitierung kam es zu einer Verringerung des Leoligingehal-
tes, dieser betrug nach der Zugabe nur mehr 0,0065 %. Aulerdem beeinflusst das
Losungsmittel den Biomassezuwachs, dieser ist noch hoher als nach Elizitierung
mit 50 pmol Methyljasmonat. Der Massezuwachs, der durch 96 proz. Ethanol er-
zielt worden ist, liegt bei 82 %.

Als zweiter biotischer Elizitor wurde fiir diese Arbeit Hefeextrakt in unter-
schiedlichen Konzentrationen ausgewéhlt. Auch dazu findet man in der Literatur
einige Beispiele fiir den positiven Einsatz dieses Elizitors. So konnte durch Elizi-
tierung mit Hefeextrakt in , hairy roots“-Kulturen von Salvia milthorriza sowohl
die Bildung von Rosmarinséure als auch der Tanshinone, insbesondere der Kryp-
totanshinone, gesteigert werden. In dieser Untersuchung konnte auch der Einfluss
auf die Biomasse verdeutlicht werden, so kam es zu einer deutlichen Anregung

des Wachstums (Chen et al. 2001). Auch in Artemisia annua erreichte man durch
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Elizitierung mit Hefeextrakt eine Steigerung der Artemisininproduktion. Ebenso
wie bei der Behandlung mit Methyljasmonat, wurde hier der grofite Effekt mit ei-
ner Konzentration von 2mg/ml erzielt (Putalun et al. 2007). In der vorliegenden
Arbeit wurde mit einem aufgereinigten Hefeextrakt gearbeitet, der in Konzentra-
tion von 1g/l, 2¢g/1 bzw. 5g/1 den ,hairy roots“-Kulturen zugesetzt wurde. Die
mit Hefeextrakt elizitierten , hairy roots“ wiesen alle Leoligin als Inhaltsstoff auf,
allerdings kam es nicht zu einer Steigerung, sondern im Gegenteil zu einer Sen-
kung der Leoliginproduktion. Diese , hairy roots“ wiesen einen Leoligingehalt von
0,0042 — 0,0026 % auf und liegen damit deutlich unter jenem Wert der unbehan-
delten , hairy roots“ K30 von 0,0089 %. Hinsichtlich des Biomassezuwachses kam
es durch Elizitierung mit 1g/1 Hefeextrakt, im Vergleich zu den unbehandelten
,hairy roots“ K30 (102 %), zur Senkung des Massezuwachses (77 %). Die beiden
anderen Hefeextraktkonzentrationen erzielten ebenso einen geringeren Biomasse-
zuwachs als die unbehandelten K30.

Die Ergebnisse sollten immer in Zusammenhang mit etwaigen Einfliissen des
Elizitors auf das Wachstum betrachtet werden. Der Leoligingehalt kann durch-
aus erhoht werden, wenn aber der Biomassezuwachs im Gegenzug verringert ist,
konnte dies letzendlich darin resultieren, dass bei einem Vergleich der absolu-
ten Menge des Produkts pro Kultureinheit kein Unterschied zu nicht elizitierten
Material bestiinde. In so einem Fall wiirde man natiirlich eine Elizitierung die
zusétzlichen Arbeitsaufwand bedeutet weglassen. Beim Vergleich des Wachstums
und des Leoligingehalts von , hairy roots“-Kulturen K30, die mit 50 pmol Me-
thyljasmonat elizitiert wurden (siche Tabelle 3, S.39 bzw. Abbildung 23, S.41)
resultiert absolut gesehen letztlich in etwa die Hélfte an Leoligin pro Kultur. Zu-
sammenfassend lasst sich sagen, dass durch Elizitierung mit biotischen Faktoren,
sowohl mit Methyljasmonat als auch mit Hefeextrakt, der Leoligingehalt aufgrund
des verringerten Wachstums nicht gesteigert werden kann.

In weiterfithrenden Untersuchungen konnten Edelweifwurzeln herangezogen
werden, die bereits von vornherein einen héheren Leoligingehalt aufweisen. Da-
bei wire interessant herauszufinden, ob durch Generierung von , hairy roots“ aus
diesen Wurzeln ein hoherer Leoligingehalt erreicht werden kann. Weiters konnte
man den Leoligingehalt jener , hairy roots® Klone untersuchen, die nicht zur Ver-

wendung in der vorliegenden Arbeit gekommen sind.
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4. DISKUSSION

Ausgehend von dieser Arbeit ergibt sich auch die Frage, ob durch die Kombi-
nation von zwei oder mehreren Elizitoren synergistische Effekte hinsichtlich der
Bildung von Sekundérmetaboliten erzielt werden konnen. In Wurzelkulturen von
Angelica gigas konnte durch die Kombination von zwei Elizitoren die Bildung
der Cumarine, insbesondere von Decursin und Decursinol, gesteigert werden. In
dieser Studie wurden die Elizitoren Hefeextrakt und Kupferionen miteinander
kombiniert. Hierfiir wurde eine Konzentration von 2 g/l Hefextrakt und 0,5 pmol
Kupfer gewihlt (Rhee et al. 2010). Ein weiterer Ansatzpunkt fiir eine fortfithrende
Arbeit wére andere biotische Elizitoren, wie zum Beispiel Chitosan auzuwéhlen.
Putalun et al. (2007) beschrieb die erfolgreiche Anwendung von 150 ng/1 Chitosan
zur Steigerung der Artemisininkonzentration in Artemisia annua.

In weiterfithrenden Untersuchungen kénnte die Zusammensetzung des Basis-
medium nach Murashige und Skoog (1962) verdndert werden. Eine mogliche Mo-
difikation des Ndhrmediums konnte in der Erhohung der Saccharosekonzentrati-
on oder in der Halbierung der Makroelemente liegen. In der Diplomarbeit von
Schmidtbauer (2012) konnte gezeigt werden, dass durch eine erhohte Saccharose-

konzentration von 6 % der Leoligingehalt gesteigert werden kann.
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5.

Zusammenfassung

Das Edelweifs, Leontopodium alpinum Cass., eine Asteraceae wird in der Volks-
medzin bei unterschiedlichsten Erkrankungen wie Bronchitis oder gastrointe-
stinaler Beschwerden eingesetzt. Neben schon ldnger bekannten Inhaltsstoffen
wurde 2003 aus den Wurzeln des Edelweifl ein strukturell neues Lignan ent-
deckt, wodurch sich moglicherweise neue Einsatzgebiete fiir das Edelweifl ergeben
konnten. Diesem Lignan, namentlich Leoligin, konnte bereits eine antiinflamma-
torische Wirkung zugeschrieben werden, weiters wirkt es den Verdickungen der
Innenwénde von Blutgefifien entgegen. Allerdings kann das Leoligin nur in gerin-
gen Konzentrationen von 0,01 —0,04 % in den Wurzeln des Edelweifl nachgewiesen
werden.

Eine Méglichkeit zur Gewinnung sekundérer Inhaltsstoffe stellen , hairy roots
dar, dabei handelt es sich um eine sehr gut etablierte Methode, die gegeniiber
nicht transformierten Wurzeln eine Reihe an Vorteilen besitzt. Diese liegen in
der genetischen und biochemischen Stabilitdt sowie in einem schnellen Wachs-
tum begriindet. Aulerdem kénnten durch Generierung von , hairy roots“ gréfiere
Mengen an Inhaltsstoffen in kiirzerer Zeit oder neue, noch unbekannte Lignane
gewonnen werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte zunéchst untersucht werden, ob die durch In-
fektion mit Agrobacterium rhizogenes generierten , hairy roots“ das Lignan Leo-
ligin oder dessen Derivate bilden. Wir konnten Leoligin als auch die Derivate
4-Norleoligin, 5-Methoxyleoligin sowie sieben unbekannte Verbindungen in den

Kulturen von Edelweifl nachweisen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In weiterer Folge sollte der Einfluss der biotischen Elizitoren Methyljasmonat
und Hefeextrakt untersucht werden. Das Augenmerk lag hierbei auf der Beein-
flussung des Leoligingehalts als auch des Wachstums von , hairy roots“-Kulturen.
Eliziert wurde mit 50, 100 und 200 pmol Methyljasmonat bzw. mit 1, 2 und 5 g/1
eines gereinigten Hefeextraktes. Hinsichtlich des Leoligingehaltes konnte durch
Elizitierung mit 50 pmol Methyljasmonat die Biosynthese, im Vergleich zu un-
behandelten , hairy roots“-Kulturen, gesteigert werden. Hingegen fiihrte die Eli-
zitierung mit 100 und 200 pmol Methyljasmonat bzw. 1, 2 und 5g/1 Hefe zur
Senkung des Leoligingehaltes. Die Kontrollreihe, die mit 125 pmol Ethanol durch-
gefiithrt wurde, fiithrte zu keiner Steigerung des Leoligingehaltes. Allerdings konn-
ten neben Leoligin noch weitere polare bekannte Verbindungen A (5-Hydroxy-5-
methoxy-leoligin, 5-Hydroxy-leoligin und 4-Nor-leoligin) sowie die Verbindungen
5-Methoxyleoligin und 5’5-Dimethoxyleoligin nachgewiesen werden.

Der Leoligingehalt von unbehandelten , hairy roots“ von Klon K30 betrug
0,0089 % das entspricht 0,042mg pro 250 ml-Kolben. Der Leoligingehalt betrug
nach Elizitierung mit 50 pmol Methyljasmonat 0,0114 %, dies entspricht 0,024 mg
Leoligin pro 250 ml-Kolben. Die Zugabe von 2g/l Hefeextrakt erbrachte einen
Leoligingehalt von 0,009 mg pro 250 ml-Kolben. Zusammenfassend lésst sich sa-
gen, dass durch die Elizitierung sowohl mit Methyljasmonat als auch mit Hefe-
extrakt der Leoligingehalt aufgrund des inhibierten Wachstums nicht gesteigert
werden kann.

Der Leoligingehalt jener ,hairy roots“-Kulturen, die nicht elizitiert wurden,
liegt durchaus im normalen Bereich von Edelweilwurzeln. Die in wvitro Kulti-
vierung kénnte ohne Beeinflussung &duflerer Faktoren, Umwelt oder Jahreszeiten,
einen konstanten Leoligingehalt erbringen. ,,Hairy roots“-Kulturen des Leontopo-

dium alpinum wéiren daher als Alternative zum Feldanbau denkbar.

20



6.

Summary

Edelweiss (Leontopodium alpinum (Cass.)) is commonly used in alpine folk me-
dicine as a therapy for bronchitis, gastrointestinal disorder and other illnesses.
Although its ingredients are well-known, researchers recently found a structural-
ly new lignan called leoligin that could be isolated from the roots of Leontopodi-
um alpinum. Leoligin has anti-inflammatory effects and might represents a novel
drug for the treatment of vein graft disease. Despite these advantageous proper-
ties, one major problem is the rather low concentration of leoligin in the roots
(0.01—0.04%).

One attractive system to produce large amounts of secondary metabolites are
hairy roots, a plant disease caused by Agrobacterium rhizogenes. Hairy roots exhi-
bit several outstanding properties such as a fast growth, genetic and biochemical
stability and growth in hormone-free medium. These transformed roots of Edel-
weil might synthesize higher levels of leoligin or structurally similar metabolites
which are not found in non-transformed roots.

The aim of the present diploma thesis was to prove if the hairy root-cultures
of Leontopodium alpinum produce leoligin or its derivatives. In fact 4-Norleoligin,
5-Methoxyleoligin and seven unknown compounds werde identified. Furthermo-
re we studied the effect of different biotic elicitors, such as methyl jasmonate
and yeast extract, on the production of leoligin and on the growth of the hairy
roots culture. Hairy roots were cultivated in MS-medium containing 50, 100 and
200 pmol methyl jasmonate or alternatively 1, 2 and 5 g/1 yeast extract. The elici-
tation with 100 pmol und 200 pmol methyl jasmonate and 1, 2 and 5 g/1 reduced
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6. SUMMARY

the leoligin production. With a concentration of 50 pmol methyl jasmonate the
highest levels of leoligin concentration were reached in comparison with untreated
hairy roots. In the control series, where 125 pmol ethanol was added, the amount
of leoligin did not increase but in addition compounds as 5-Methoxyleoligin and
5’5-Dimethoxyleoligin were identified.

The leoligin concentration of untreated hairy roots was 0.0089 % which is
equivalent to 0.042 mg per 250 ml flask. After the elicitation with 50 pmol methyl
jasmonate the concentration was 0.0114 % which is equivalent to 0.024 mg leoligin
per 250 ml flask. The addition of 2 g/1 yeast extract resulted in 0.009 mg leoligin
per 250ml flask. In summary the elicitation with methyl jasmonat as well as
yeast extract did not increase the leoligin concentration because of the inhibited
growth.

If the hairy roots were not subject to an elicitor, the leoligin concentration was
comparable to the concentration found in normal roots of Edelweif;. The exclusion
of external factors and environmental effects through in-vitro cultivation therefore

might lead to a significant improvement over cultivation in open fields.
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