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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Oxidativer Stress in vivo

1.1.1  Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

Zellen aerober Organismen sind einer Vielzahl von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) ausgesetzt. Dazu zahlen sowohl radikalische Komponenten, wie zum

Beispiel Superoxidradikale (Oz* ), Hydroxylradikale (OH*) oder Peroxylradikale

(ROO*), als auch nicht radikalische Substanzen wie zum Beispiel Wasser-
stoffperoxid oder Peroxynitrit. ROS entstehen im Korper bei den verschie-
densten Vorgangen. Eine wichtige Bildungsstatte fir ROS ist die mitochondriale
Atmungskette, bei der unter ATP-Bildung Sauerstoff zu Wasser umgesetzt wird.
Dabei bilden ein bis drei Prozent des eingeatmeten Sauerstoffs freie Radikale.
Bestimmte Enzyme, wie zum Beispiel die NO-Synthetase und die
Xanthinoxidase, kdnnen ebenfalls ROS bilden. Bei der Phagozytose werden
durch die NADPH-Oxidase der Leukozyten grof3e Mengen an Radikalen
gebildet, um so die eingedrungenen Bakterien oder Viren unschadlich zu
machen. Auch bei verschiedenen Erkrankungen, zum Beispiel entzindlichen
oder ischamischen Vorgéngen, werden vermehrt Radikale frei. Daneben wird
die Bildung von ROS auch durch &ufRere Einflisse wie UV-Strahlung, Luft-
verschmutzung, Nahrungsmittel, Toxine, Chemikalien und Arzneimittel angeregt
(Kohen and Nyska, 2002; Kuhn, 2003; Siems et al., 1998).

1.1.2 Entgiftungsmechanismen fir ROS

Zum Schutz gegen ROS steht dem Korper eine Vielzahl von Verteidigungs-
maoglichkeiten zur Verfiigung. Diese lassen sich anhand ihrer Wirkmechanismen
unterscheiden (Chapple, 1997; Halliwell, 1994):

Enzymatische Antioxidantien, wie die Superoxid-Dismutase (SOD), die
Catalase und die Glutathion-Peroxidase, katalysieren den Abbau von ROS.
Dabei entfernt die SOD Superoxidradikale unter Bildung von Wasserstoff-
peroxid. Wasserstoffperoxid selbst wird durch die Catalase unter Bildung von

Wasser und Sauerstoff und durch die Glutathion-Peroxidase beseitigt. Diese



2 Einleitung und Fragestellung

reduziert Wasserstoffperoxid unter Bildung von Wasser, wahrend andererseits
reduziertes Glutathion oxidiert wird.

Praventive Antioxidantien, wie Transferrin, Lactoferrin, Caeruloplasmin und
Albumin, binden Ubergangsmetallionen wie Cu?* und Fe?*. Diese stehen dann
nicht mehr als Katalysatoren bei der wichtigen Haber-Weiss-Redox-Reaktion
zur Verfugung.

Radikalabfangende Antioxidantien reagieren direkt mit den ROS und werden
dabei selbst oxidiert. Dazu zahlen die wasserl6slichen Antioxidantien Vitamin C,
Glutathion, Harnséaure und die fettloslichen Antioxidantien Vitamin E, Carotino-
ide, Coenzym Q10 (Siems et al., 1996).

Weitere pflanzliche Inhaltsstoffe, wie zum Beispiel Flavonoide, Benzoe- und
Zimtsaurederivate wirken ebenfalls antioxidativ in verschiedenen Testsystemen
(Natella et al., 1999). Als Mechanismen flr die Effekte der Flavonoide werden
das Abfangen von freien Radikalen, Chelatbildung mit Ubergangsmetallionen,
Beeinflussung von Enzymen und die Aktivierung bzw. Regenerierung zellularer
Antioxidantien diskutiert (Fuhrman and Aviram, 2001; Rice-Evans, 1995). Es
wird angenommen, dass diese Komponenten Uber die Nahrung wichtige
protektive Wirkungen im Organismus entfalten und zum Beispiel zu den
positiven Effekten einer typischen mediterranen Diat beitragen (Morton et al.,
2000; Renaud and de Lorgeril, 1992; Rice-Evans, 1995).

Da die antioxidativ wirksamen Substanzen keinen kompletten Schutz bieten,
gibt es zusatzlich Reparaturenzyme, die zum Beispiel ROS-verursachte
Schéaden in Proteinen oder der DNA wieder reparieren konnen (Halliwell, 1994).

1.1.3 Pathophysiologie des oxidativen Stresses

Da ROS ,normale” Stoffwechselintermediate sind, sollen zuné&chst wichtige
physiologische Funktionen dargestellt werden. Reaktive Sauerstoffspezies sind
entscheidend mitbeteiligt an der Genaktivierung, am Zellwachstum, an der
Abwehr von Bakterien und Viren durch Leukozyten und an der Biosynthese
vieler Molekile. Ferner agieren sie als Signalmolekule innerhalb der Zellen und
zwischen den Zellen (Kohen and Nyska, 2002). So konnte gezeigt werden,

dass ROS, die in glatten Muskelzellen oder Endothelzellen von Gefalien
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gebildet werden, das Zellwachstum induzieren oder inhibieren bzw. den Zelltod
oder das Uberleben der Zelle férdern kénnen. Welche Reaktion zustande
kommt, hangt von vielen Faktoren ab: der Art und Menge der ROS, dem

Eisengehalt und den antioxidativen Enzymen (Irani, 2000).

Wird das Gleichgewicht zwischen Bildung und Eliminierung der ROS zu
Gunsten der Bildung gestort, spricht man von oxidativem Stress (Kohen and
Nyska, 2002). Zahlreiche Erkrankungen wie Morbus Parkinson (Tieu et al.,
2003), Alzheimer-Demenz, Diabetes mellitus (Piconi et al., 2003), Asthma
bronchiale (Dworski, 2000), Atherosklerose (Maxwell and Lip, 1997; Nedeljkovic
et al.,, 2003), Krebs (Cerutti, 1994) und entzindliche Erkrankungen, wie
rheumatoide Arthritis (Halliwell et al., 1992) und entzindliche Darmer-
krankungen (Grisham, 1994), werden mit oxidativem Stress in Verbindung
gebracht (Pierce et al., 2004). Die bei oxidativem Stress vermehrt vorhandenen
ROS verursachen Gewebeschéden auf ganz unterschiedliche Weise: Proteine
und DNA werden geschadigt, es kommt zur Lipidperoxidation, wichtige Enzyme
werden oxidiert und proinflammatorische Zytokine werden vermehrt freigesetzt
(Chapple, 1997). Beachtet werden sollte, dass ROS zum einen kausal in der
Pathogenese verschiedener Krankheiten eine Rolle spielen kdnnen, zum
anderen bei vielen Erkrankungen sekundar auf Grund von Gewebeschédigung
vermehrt gebildet werden (Halliwell et al., 1992).
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1.2 Oxidativer Stress und Entziindung

Als Entztiindung bezeichnet man die Reaktion des Organismus auf eine durch
endogene oder exogene Noxen hervorgerufene Gewebeschéadigung. Die
typischen Symptome sind Rétung, Schwellung, Uberwarmung, Schmerz und
eine eingeschréankte Funktion. Man unterscheidet die akute und die chronische
Form der Entzindung: Die akute Entzindung, die zeitlich begrenzt ist und
vollstandig ausheilt, stellt eine sinnvolle Reaktion des Korpers dar. Im
Gegensatz dazu hat die chronische Entziindung vor allem destruktiven
Charakter. Eine Vielzahl von Mediatoren, wie zum Beispiel Prostaglandine,
Thromboxan, Prostacyclin, Leukotriene und Zytokine (IL-1, TNF alpha), spielen

eine entscheidende Rolle bei Entzindungsvorgéngen (Laufer, 2002).

Wahrend einer Entziindung werden ebenfalls groRe Mengen an reaktiven
Sauerstoff- und Stickstoffspezies gebildet. So wird beim Eindringen von Krank-
heitserregern das Immunsystem aktiviert und die Leukozyten beginnen mit der
Phagozytose. Dabei werden Enzyme und ROS freigesetzt und damit die
eingedrungenen Bakterien und Viren getotet. Fur das umgebende Gewebe
stellt diese Abwehrreaktion aber oxidativen Stress mit seinen negativen
Wirkungen dar (Arrigoni-Martelli, 1985).

Zusatzlich haben reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies Signalmolekaiil-
funktion bei der Entzindung. Sie aktivieren Transkriptionsfaktoren unter
anderem der NF-kappa-B-Familie und Proteinkinasen und inaktivieren Protein-
Tyrosin-Phosphatasen. Die Aktivierung von NF-kappa-B fuhrt zur Stimulation
der Transkription von mRNA fir proinflammatorische Zytokine, sodass der
Ubergang zu einer chronischen Entziindung verstandlich wird (Chapple, 1997;
Di Virgilio, 2004).

Daneben gibt es weitere Quellen fir ROS bei der Entziindungsreaktion:
Ldsliche Immunglobuline kdnnen Wasserstoffperoxid bilden, bei der Prostanoid-
Bildung durch Cyclooxygenase und Lipoxygenase entstehen reaktive

Sauerstoffspezies, auch aktivierte Endothelzellen kénnen Superoxidradikale
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produzieren. Die induzierbare NO-Synthetase (iINOS) bildet nach Stimulation

durch proinflammatorische Substanzen Stickoxid (NO*) (Di Virgilio, 2004).

Die Bedeutung von reaktiven Sauerstoffspezies fur die Inflammation zeigt sich
auch darin, dass entzindungshemmende Wirkstoffe haufig auch antioxidativ
wirken. Fur Flufenaminsaure, ein klassisches Antirheumatikum, konnten zu-
satzlich zum bekannten Wirkmechanismus (Hemmung der Cyclooxygenase)
eine Hemmung der Superoxid-Bildung und radikalfangende Eigenschaften
nachgewiesen werden. Damit wird deutlich, dass auch antioxidative Effekte mit
zur antiphlogistischen Wirkung der Flufenaminsaure beitragen (Arrigoni-Martelli,
1985).

Da in der vorliegenden Arbeit pflanzliche Extrakte untersucht werden, die bei
verschiedenen entzindlichen Erkrankungen eingesetzt werden, sollen zunachst

diese Erkrankungen, dann die Extrakte kurz beschrieben werden.

1.2.1 Magen-Darm-Erkrankungen
1.2.1.1 Gastritis

Eine Entzindung der Magenschleimhaut wird verursacht durch exogene Noxen
(Alkohol, nichtsteroidale Antiphlogistika), Stress oder Traumen (z.B. Verbren-
nungen), die vermutlich zu einer Schadigung der protektiven Mechanismen
fuhren. Zu den protektiven Mechanismen, die die Schleimhaut vor Pepsin und
Salzsaure schitzen, zéhlen eine intakte Muzinschicht, unversehrte Membranen
der Epithelzellen, gute Schleimhautdurchblutung, ungestorte PGE»-Wirkung
und die Fahigkeit zur Epithelregeneration. Neben der akuten Gastritis gibt es

auch chronische Verlaufsformen.

1.2.1.2 Ulcus ventriculi und Ulcus duodeni

Unter Ulzera versteht man gutartige Wanddefekte im Magen-Darm-Trakt, wobei
dabei immer auch tiefere Wandschichten betroffen sind. Bei Patienten, die unter
Ulzera leiden, ist das Gleichgewicht zwischen den protektiven und den
aggressiven Mechanismen der Mukosabarriere gestort. Zu den aggressiven

Faktoren, die den Schutz gegen Salzsaure und Pepsin vermindern, zahlen die
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Gallensalze, Glucocorticoide, nichtsteroidale Antiphlogistika, Minderdurchblu-
tung der Schleimhaut und bakterielle Infektionen mit Helicobacter pylori. Auch
hier sind Stresssituationen, Traumen, schwere Verbrennungen oder eine

Therapie mit nichtsteroidalen Antirheumatika als Ausloser von Bedeutung.

Bei der Behandlung von Gastritiden und Ulzera ist es primar wichtig, die schadi-
genden Einflisse auszuschalten. Eine medikamentése Behandlung erfolgt mit
Antazida, Hy-Antihistaminika, Protonenpumpenhemmern, Sucralfat und Prosta-
glandin-E-Derivaten. Bei einer Beteiligung von Helicobacter pylori sollte dieser
vollstandig eliminiert werden, da er eine entscheidende Rolle bei der Patho-
genese von Mukosaentzindungen, Ulzera und Magenkrebs zu spielen scheint:
Helicobacter pylori bewirkt eine starke Infiltration von Leukozyten in die
Schleimhaut, die nach Aktivierung durch Freisetzung von ROS Gewebe-

schaden verursachen kénnen (Kountouras et al., 2001).

1.2.1.3 Reizmagen und Reizdarm

Als Reizmagen werden Beschwerden wie Appetitlosigkeit, Unvertraglichkeit
bestimmter Speisen, Schmerz, Druck- und Véllegefuhl im Oberbauch ohne
nachweisbare organische Defekte bezeichnet. Als Ursachen werden Stérungen
in der Regulation der Sauresekretion bzw. der Reaktion des Gastro-
intestinaltraktes (GIT) auf die S&uresekretion, Stérungen in der viszeralen Reiz-
und Schmerzverarbeitung und Stérungen der Motilitdt diskutiert. Ebenfalls
sollten als Ursachen Infektionen mit Helicobacter pylori oder Folgereaktionen
auf Entzindungen der Magenschleimhaut als Ursachen in Betracht gezogen
werden. Die Behandlung zielt vor allem auf die Beseitigung der Symptome ab
und besteht aus der Anwendung von Protonenpumpenblockern, H,-Antihista-

minika, Antazida und Prokinetika.

Als Reizdarm werden funktionelle Stérungen des Dickdarms bezeichnet, die in
drei Gruppen eingeteilt werden kénnen: der Obstipationstyp, der Diarrhoetyp
und der Schmerztyp. Beim Reizdarmsyndrom ist von einer multifaktoriellen
Genese auszugehen, bei der als Einzelfaktoren zum Beispiel eine erniedrigte

Reizschwelle auf Dehnung des Darms, Infektionen, psychosoziale Faktoren und
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Nahrungsmittelintoleranzen diskutiert werden (Schindelbeck, 2001). Auch eine
entziindliche Komponente wird diskutiert: Durch eine vorausgegangene
Gastroenteritis (Gwee et al., 2003) oder entzindliche Darmerkrankung wie
Colitis ulcerosa (Collins et al., 2001), genetische Faktoren, veranderte Mikro-
flora oder Nahrungsmittelallergien kann eine geringgradige Entziindung ausge-
|6st werden, die Neurone sensibilisiert und so zu einer viszeralen Hyper-
sensibilitdt und veréanderten Motilitdt des Darms fiihrt (Barbara et al., 2002). Die
Behandlung ist je nach Beschwerdebild sehr unterschiedlich und kann zum
Beispiel die Anwendung von Anticholinergika, Antidepressiva, Loperamid,
Mebeverin und Prokinetika einschlie3en (Heldwein, 2001).

Bei allen diesen vorgestellten Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes spielen
Entziindungen eine Rolle. Da einerseits bei diesen chronischen Erkrankungen
Phytotherapeutika einen hohen Stellenwert haben, andererseits ROS wahr-
scheinlich signifikant an den Krankheitsbildern beteiligt sind, sollte geklart
werden, inwieweit radikalfangende Eigenschaften, zum Beispiel bei der

Praparation Iberogast ®, zur Gesamtwirkung beitragen kénnen.

1.2.2 Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises

Im Folgenden werden die Krankheitsbilder und Behandlungsmdéglichkeiten der

rheumatoiden Arthritis und der Arthrose kurz vorgestelit.

1.2.2.1 Rheumatoide Arthritis

Die rheumatoide Arthritis ist eine Autoimmunerkrankung, von der circa 1 % der
Bevdlkerung betroffen ist. Vermutlich entwickelt sich die Krankheit durch das
Zusammentreffen einer genetischen Disposition und exogener Faktoren, die
aber noch nicht definitiv bekannt sind. Dabei kommt es zu einer Veranderung
der Synovialmembran, wodurch das Immunsystem aktiviert wird: T- und B-
Lymphozyten werden aktiv, Makrophagen sezernieren Entziindungsmediatoren
wie Interleukin-1 und TNF alpha. Das von B-Lymphozyten gebildete
Immunglobulin  IgG und die dagegen gebildeten Autoantikérper bilden
Immunkomplexe, die das Komplementsystem aktivieren und in der Synovialis

phagozytiert werden. Dabei kommt es zur Entzindung der Gelenkhaut



8 Einleitung und Fragestellung

verbunden mit einer Wucherung (Pannusbildung) und zur Freisetzung von
Enzymen, die den Knorpel und Knochen zerstéren (Pierer et al., 2002). Die von
aktivierten Granulozyten freigesetzten ROS schadigen unmittelbar die
verschiedenen Bestandteile des Bindegewebes und fordern dadurch deren
Abbau. Gezeigt wurde dies fur Kollagen und Fibronektin (Muller-Peddinghaus,
1987). Ebenfalls ist beschrieben, dass die bei Patienten gefundene, erhthte
Viskositat der Synovialfllissigkeit durch Depolymerisation von Hyaluronsaure
durch ROS in Gegenwart von Eisen zustande kommen kénnte (Halliwell et al.,
1992). Die ROS dafir stammen vermutlich von aktivierten Granulozyten. Das
Eisen konnte von lysierten Zellen freigesetzt werden, aus dem Abbau von
Hamoglobin stammen oder aus Ferritin (Halliwell, 1995). Neben den Gelenken
kénnen auch weitere Organe betroffen sein. Zur medikamentdsen Behandlung
werden nichtsteroidale Antirheumatika, Glucocorticoide (v.a. Prednison und
Prednisolon) und Basistherapeutika (z.B. Methotrexat, Azathioprin, Leflunomid,
Goldverbindungen, Chloroquin, Sulfasalazin, D-Penicillamin) herangezogen.
Sind diese unwirksam, kénnen so genannte Biologicals (z.B. Etanercept,
Infliximab, Anakinra, Adalimumab) eingesetzt werden (Brune, 2002).
Krankengymnastik und Ergotherapie ergdnzen das Behandlungsspektrum. Wird

damit kein ausreichender Erfolg erzielt, muss eventuell operiert werden.

1.2.2.2 Arthrose

Durch mechanische Uberbelastung, Fehlstellungen, Traumen oder Stoffwech-
selerkrankungen kommt es zur Erosion des Gelenkknorpels, Mobilisation von
Knorpelpartikeln bei Bewegung und dadurch hervorgerufen zu einer Synovitis.
Der Knorpelabbau wird begleitet durch Veranderungen in Form von kndchernen
Randwdulsten (Osteophyten) und einer Sklerosierung der Synovialzotten. Auch
freie Radikale spielen eine Rolle in der Pathogenese der Arthrose. So wird zum
Beispiel der Metabolismus der Chondrozyten, die die extrazellulare Matrix des
Knorpels synthetisieren, durch freie Radikale, die bei der Entziindung
entstehen, beeinflusst (Ghosh and Smith, 2002). Aul3erdem greifen die ROS in
intrazellulare Signalmechanismen ein, beeinflussen den Knorpelabbau und die
Gelenkentziindung und verursachen Schaden in der Matrix (Henrotin et al.,

2003). Die Behandlung besteht in einer Reduzierung des Ubergewichts,
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Krankengymnastik, Warmeanwendung, Kalteanwendung (nur in der entziind-
lichen Phase), Gabe von Analgetika / Antiphlogistika, Glucocorticoiden oder
Knorpelaufbaupraparaten. Wird damit kein ausreichender Erfolg erzielt, stehen
noch die Synovektomie und der Gelenkersatz als weitere Behandlungsmaoglich-

keiten zur Verfigung.

Auch bei diesen Erkrankungen liegt eine chronische Entziindung vor. Neben
den bereits genannten Arzneimitteln werden zum Teil auch Phytopharmaka, wie
zum Beispiel Phytodolor ®, Weidenrinden-, Teufelskrallenwurzel- und Brenn-
nesselblatterextrakte zur Behandlung eingesetzt. Es sollte geklart werden,
inwieweit diese Phytopharmaka auch antioxidative Effekte aufweisen.
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1.3 Pflanzliche Extrakte als entzindungshemmende
Arzneimittel

Im Folgenden werden Iberogast® und seine Einzelextrakte, Extrakte aus

Weidenrinde, Teufelskrallenwurzel und Brennnesselblattern und Phytodolor ©

mit seinen Einzelextrakten, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden,

naher beschrieben.

1.3.1  Iberogast ®

Iberogast ® ist ein Kombinationspraparat mit alkoholischen Ausziigen aus Iberis
amara, Angelikawurzel, Kamillenbliten, Kimmelfriichten, Mariendistelfriichten,
Melissenblattern, Pfefferminzblattern, Schollkraut und Sif3holzwurzel. In Tab. 1
werden die Wirkungen der Einzelextrakte auf den Magen-Darm-Trakt zu-

sammengefasst.

Iberogast® wird angewendet bei Stérungen der Magenfunktion, Gastritis,
Magen- und Darmspasmen, ferner bei Ulcus ventriculi und Ulcus duodeni
(Fachinformation Iberogast ®). Auch beim Reizdarmsyndrom ist Iberogast ®
wirksam (Saller et al., 2002). Durch einige Untersuchungen in vitro und an
Tieren konnten die Wirkungen von Iberogast ® naher charakterisiert werden: Es
moduliert die Motilitdt des Magens (Hohenester et al., 2004a; Hohenester et al.,
2004b) und Darms (Heinle et al., 2004; Okpanyi et al., 1993), vermindert die
Sensibilitat des enteralen Nervensystems (Liu et al., 2004), hemmt die
Sauresekretion und reduziert die schleimhautschadigenden Leukotriene,
steigert die Muzin- und Prostaglandin-E,-Sekretion im Magen (Khayyal et al.,
2001). Zusatzlich wirkt Iberogast® antioxidativ (Schempp et al., 2004),

antibakteriell, entziindungshemmend (Saller et al., 2002) und karminativ.
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Tab. 1. Wirkungen der Einzelextrakte von Iberogast ©® auf den GIT
(Monographie der Kommission E Schoéllkraut, 1985; Monographie der
Kommission E Mariendistelfriichte, 1986; Monographie der Kommission E
Angelikawurzel, 1990; Monographie der Kommission E Kamillenbliiten,
1990; Monographie der Kommission E Kiimmel, 1990; Monographie der
Kommission E Melissenblatter, 1990; Monographie der Kommission E
Pfefferminzblatter, 1990; Monographie der Kommission E Sif3holzwurzel,

1991)

Extrakt aus Wirkung im GIT

Angelikawurzel spasmolytisch, cholagog, Férderung der
Magensaftsekretion

Iberis amara erhoht Tonus der glatten, gastrointestinalen
Muskulatur (Reichling and Saller, 2002)

Kamillenbliten antiphlogistisch, antibakteriell,
spasmolytisch, wundheilungsférdernd

Kimmelfrichten spasmolytisch, verdauungsférdernd,
antimikrobiell

Mariendistelfriichten cytoprotektiv in Leber, regt Regenerations-
fahigkeit der Leberzellen an

Melissenblattern beruhigend, karminativ, spasmolytisch
(Heinle et al., 2004)

Pfefferminzblattern  karminativ, spasmolytisch, choleretisch

Schollkraut spasmolytisch im oberen Verdauungstrakt,
im Magen motilitatsfordernd (Hohenester et
al., 2004a)

Sufiholz spasmolytisch, beschleunigt Heilung von

Magenulzera

1.3.2 Weidenrinde, Teufelskrallenwurzel, Brennnesselblatter

Weidenrinde, Teufelskrallenwurzel und Brennnesselblatter zahlen zu den
pflanzlichen Antirheumatika. Die Extrakte weisen im Gegensatz zu den her-
kommlichen chemischen Antirheumatika, die Gber eine Hemmung der Cyclo-
oxygenase wirken, auf Grund ihrer Vielzahl von wirksamkeitsmitbestimmenden
Inhaltsstoffen ein deutlich breiteres Wirkspektrum auf. So wird zum Beispiel
zusatzlich zur Hemmung der Cyclooxygenase auch die Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine gehemmt (Chrubasik and Pollak, 2002). Bei nach-
gewiesener Wirksamkeit ist das Nebenwirkungsausmal® bei den pflanzlichen
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Antirheumatika wesentlich geringer (Chrubasik, 2004). Pharmakologische
Untersuchungen zeigten fur Weidenrindenextrakte eine Hemmung der Prosta-
glandinsynthese, der Leukotriensynthese und der Zytokinfreisetzung zusétzlich
zZu einer antioxidativen Wirkung. Die Hemmung der Lipoxygenase und die
antioxidative Wirkung wurde den Flavonoiden zugeschrieben (Chrubasik,
2004). Im Gegensatz zur Acetylsalicylsdure wurde durch den Weiden-
rindenextrakt die Thrombozytenaggregation nur geringfligig gegentber Placebo
beeinflusst (Chrubasik, 2000). Extrakte aus Teufelskrallenwurzel und Brenn-
nesselblattern hemmten die Prostaglandin- und Leukotriensynthese sowie die
Zytokinfreisetzung in vitro. Fur einen Brennnesselblatter-Spezialextrakt konnte
in einer Klinischen Studie ein Wirksamkeitstrend bei Arthrose und rheumatoider
Arthritis gefunden werden. Auch fur Teufelskrallenwurzelextrakte wurde in
klinischen Studien bei degenerativen Gelenkerkrankungen und Rucken-
schmerzen ein Wirksamkeitstrend gefunden, gleiches gilt fir Extrakte aus
Weidenrinde bei rheumatischen Beschwerden und Ruckenschmerzen
(Chrubasik et al., 2001; Chrubasik and Pollak, 2002).

1.3.3  Phytodolor ®

Phytodolor ® ist ein Kombinationspraparat mit Frischpflanzenausziigen aus
Eschenrinde, Zitterpappelrinde und -blattern und echtem Goldrutenkraut. Es
wird angewendet bei akuten und subakuten rheumatischen Erkrankungen und
Neuralgien (Fachinformation Phytodolor ®). In pharmakologischen In-vivo-
Modellen konnten analgetische, antibdemattse, antiphlogistische und antipyre-
tische Wirkungen nachgewiesen werden (el Ghazaly et al., 1992; Okpanyi et al.,
1989). In In-vitro-Modellen hemmt Phytodolor ® sowohl die Cyclooxygenase als
auch die Lipoxygenase und die Stoffwechselaktivitdt von Entziindungszellen.
Zusatzlich besitzt Phytodolor ® antioxidative Eigenschaften (von Kruedener et
al., 1995).
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1.4 Fragestellung

Wie oben dargelegt, spielen ROS bei entzindlichen Erkrankungen des Magen-
Darm-Traktes und des rheumatischen Formenkreises eine wichtige Rolle in der
Entstehung oder dem Verlauf der Krankheit. Da bei diesen Erkrankungen
Phytotherapeutika einen hohen Stellenwert haben, sollten bekannte Verabrei-
chungen wie Iberogast ® und seine Einzelextrakte, Extrakte aus Weidenrinde,
Teufelskrallenwurzel und Brennnesselblattern, ferner Phytodolor ® und seine
Einzelextrakte auf ihre radikalfangenden Eigenschaften hin untersucht werden.
Als Testsysteme dienten sowohl isolierte chemische Systeme (AAPH-Reaktion,
Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion) als auch zellulare Systeme (Lungengewebe,

Vollblut, Leukozyten), die eine Entziindungsreaktion imitierten.

Daruiber hinaus sollte weiteren, fur die Phytotherapie wichtigen Fragen nach-

gegangen werden:

1. Welche Beitrage liefern die Einzelextrakte zur Wirkung des Mehr-

komponentensystems (Iberogast ®, Phytodolor ®)?

2. Kann die Wirkung eines Einzelextraktes durch einzelne Inhaltsstoffe oder
Leitsubstanzen beschrieben werden (Iberogast ©)?

3. Treten bei Mehrkomponentensystemen hemmende oder aktivierende
Wechselwirkungen zwischen den Einzelextrakten auf (Iberogast ®,
Phytodolor ©)?

4. Kann bei Vielkomponentensystemen durch Korrelation analytischer und
pharmakologischer Daten und multivariater Datenanalyse die Wirkung
eines Extraktes auf Grund der Analytik voraus berechnet werden

(Weidenrinde)?
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2 Material

2.1 Chemikalien

AAPH (2,2’-Azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid, CgH1gNg X 2 HCI),
Polyscience, Warrington, USA

Apigenin (4',5,7-Tetrahydroxyflavon, C15H1005), Roth, Karlsruhe
Apigenin-7-glucosid (C21H20010), Roth, Karlsruhe

Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl, x 2 H,0), Roth, Karlsruhe

(+)-Carvon (C10H140), Roth, Karlsruhe

Chelidonin (C20H19NOs), Roth, Karlsruhe

Dimethylsulfoxid (DMSO, C,HsOS), Sigma, Deisenhofen
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na;HPO4 x 2 H,0), Merck, Darmstadt
Ethanol absolut zur Analyse (C,HsOH), Merck, Darmstadt
Glucose-Monohydrat (CgH12,06 X H20), Roth, Karlsruhe

Glycyrrhizinsaure-Ammoniumsalz (C42HgsNO1g), Steigerwald Arzneimittel
GmbH, Darmstadt

HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsaure, CgH13N204S), Roth,
Karlsruhe

Kaliumchlorid (KCI), Roth, Karlsruhe
Kampferol (3,4’,5,7-Tetrahydroxyflavon, C15H1006), Roth, Karlsruhe

Kampferol-3,4’-O-diglucopyranosid-7-O-rhamnopyranosid, (CszH40020),
Steigerwald Arzneimittel GmbH, Darmstadt

Luminol (5-Amino-1,2,3,4-tetrahydrophthalazin-1,4-dion, CgH7N305), Merck,
Darmstadt

Luteolin (3',4’,5,7-Tetrahydroxyflavon, C15H1006), Roth, Karlsruhe
Luteolin-7-glucosid (C21H20011), Roth, Karlsruhe
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4 x 7 H,0), Roth, Karlsruhe
DL-Menthol (C10H200), Roth, Karlsruhe

(-)-Menthon (C1oH150), Roth, Karlsruhe
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Methanol (CH3OH), Merck, Darmstadt

Natriumchlorid (NaCl), Merck, Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO4 x H,0), Merck, Darmstadt
Natriumhydroxid (NaOH), Merck, Darmstadt

Nordihydroguarsaure (NDGA, 1,4-Bis(3,4-dihydroxyphenyl)-2,3-dimethylbutan,
C1sH2204), Sigma, Deisenhofen

Osthol (C15H1603), Steigerwald Arzneimittel GmbH, Darmstadt
Protopin-HCI (C20H19NOs x HCI), Extrasynthese, Frankreich
Quercetin-Dihydrat (C15H1007 x 2 H,0), Roth, Karlsruhe

Rosmarinsaure (C1sH160s), Roth, Karlsruhe

Rutin-Trihydrat (Quercetin-3-rutinosid, C,7H30016 X 3 H20), Roth, Karlsruhe
Salicylsaure (2-Hydroxybenzoeséaure, C;HsO3), Sigma, Deisenhofen
Salzsaure (HCI), Merck, Darmstadt

Silibinin (C25H22010), Sigma, Deisenhofen

Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonséaure, C14H104),
Sigma, Deisenhofen

Xanthin (2,6-Dihydroxypurin, CsH4N4O52), Sigma, Deisenhofen
Xanthinoxidase, Sigma, Deisenhofen

Zymosan A, Sigma, Deisenhofen
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2.2 Extrakte

Die im Folgenden beschriebenen Extrakte wurden von der Firma Steigerwald

Arzneimittel GmbH zur Verfiigung gestellt.

221 Iberogast ®
2.2.1.1 Iberogast ® und seine Einzelextrakte

Tab. 2 und Tab. 3 charakterisieren die Einzelextrakte und Iberogast ® selbst.
Aul3er beim lberisextrakt, der ein Frischpflanzenauszug war, handelte es sich
bei allen anderen Extrakten um Ausziige aus getrockneten Pflanzen. Die
Extrakte wurden vor der Herstellung der Verdinnung gut geschittelt, um
eventuell vorhandenen Bodensatz zu suspendieren. Da der Iberisextrakt sehr
starke Flockenbildung zeigte, wurde dort der Extrakt zusatzlich mit Hilfe eines
Ultraschallbades homogenisiert. Die Verdunnung der Extrakte erfolgte mit
demineralisiertem Wasser oder mit Tyrode. Genaue Angaben zu den einge-
setzten Konzentrationen und den verwendeten Testsystemen finden sich bei

den jeweiligen Ergebnissen.

Tab. 2: Charakterisierung der Einzelextrakte von Iberogast ®
Extrakt DEV Extraktionsmittel Abkirzung
Angelikawurzelextrakt 1:3 Ethanol 30 % ANG
Iberis amara Extrakt 1:2 Ethanol 50 % IBE
Kamillenblitenextrakt 1:3 Ethanol 30 % KAM
Kimmelfriichteextrakt 1:3 Ethanol 30 % KUM
Mariendistelfrichteextrakt  1:3 Ethanol 30 % MAR
Melissenblatterextrakt 1:3 Ethanol 30 % MEL
Pfefferminzblatterextrakt 1:3 Ethanol 30 % PFE
Schollkrautextrakt 1:3 Ethanol 30 % SCHO
SuRholzwurzelextrakt 1:3 Ethanol 30 % SUSS
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Tab. 3: Zusammensetzung von lberogast ® (Volumenanteile)
Extrakt Iberogast ® (STW 5)
Angelikawurzelextrakt 10
Iberis amara Extrakt 15
Kamillenblitenextrakt 20
Kummelfriichteextrakt 10
Mariendistelfriichteextrakt 10
Melissenblatterextrakt 10
Pfefferminzblatterextrakt 5
Schoéllkrautextrakt 10
SuRholzwurzelextrakt 10

2.2.1.2 Isolierte Inhaltsstoffe und ihr Vorkommen in den Extrakten

In Tab. 4 werden die getesteten, isolierten Inhaltsstoffe den Extrakten zuge-
ordnet und, falls bekannt, auch die Konzentration genannt, mit der sie im
Extrakt vorkommen. Rosmarinsaure, Kampferol und sein Glycosid, Menthol,
Carvon, Chelidonin, Silibinin, Luteolin und sein Glucosid, Apigenin und sein
Glucosid, Quercetin-Dihydrat, Rutin-Trihydrat und Menthon wurden in DMSO
gelost. Osthol war in Methanol, Protopin-HCI und Glycyrrhizinsaure-
Ammoniumsalz waren in demineralisiertem Wasser I6slich. Die weiteren
Verdinnungen erfolgten mit Wasser bzw. mit Wasser-Losungsmittel-
Gemischen. Angaben zu den eingesetzten Konzentrationen und dem verwen-

deten Testsystem finden sich im Kapitel Ergebnisse.
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Tab. 4. Charakterisierung der isolierten Inhaltsstoffe von Iberogast ®
(Gehaltsangaben soweit bekannt)
Extrakt Inhaltsstoff Gehalt (mg Inhaltsstoff/
ml Extrakt)
MEL Rosmarinsaure 4,50
PFE Rosmarinsaure 1,39
Menthol 1,23
Menthon
Rutin-Trihydrat
ANG Osthol 0,14
KUM Carvon 2,79
SCHO Protopin-HCI 0,05
Chelidonin 0,48
SUSS Glycyrrhizinsaure- 6,63
Ammoniumsalz
IBE Kampferol
Kampferol-3,4'-O- 0,10
diglucopyranosid-7-O-
rhamnopyranosid
MAR Silibinin 2,07
KAM Luteolin
Luteolin-7-glucosid
Apigenin
Apigenin-7-glucosid
Quercetin-Dihydrat

2.2.1.3 Mangelvarianten und dquivalente Einzelextrakte von Iberogast ®

Aus den in Kapitel 2.2.1.1 beschriebenen Einzelextrakten wurden Mangel-

varianten (MV) hergestellt, die alle Komponenten von Iberogast® enthielten

aulBer dem jeweiligen Einzelextrakt. Ferner wurde der jeweilige Einzelextrakt

auf die in Iberogast ® vorkommende Konzentration eingestellt (= dquivalenter
Einzelextrakt = AE) (Tab. 5).
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Tab. 5:

Charakterisierung der Mangelvarianten und der aquivalenten Einzel-
extrakte von Iberogast ® (Volumenanteile). Bei allen Mangelvarianten
und Aaquivalenten Einzelextrakten wurde mit Ethanol 30 % auf 100 ml

aufgefullt.

Extrakt

MV1 MV2 MV3 MV4 MV5 MV 6

Angelikawurzelextrakt
Iberis amara Extrakt
Kamillenblitenextrakt
Kummelfriichteextrakt
Mariendistelfriichteextrakt
Melissenblatterextrakt
Pfefferminzblatterextrakt
Schoéllkrautextrakt
SuRholzwurzelextrakt

10 10 10 10 10

15 15 15 15 15
20 20 20 20 20
10 10 10 10 10
10 10 10 10 10

10 10 10 10 10

5 5 5 5 5 5
10 10 10 10 10 10
10 10 10 10 10 10

Extrakt

Angelikawurzelextrakt
Iberis amara Extrakt
Kamillenblitenextrakt
Kummelfriichteextrakt
Mariendistelfriichteextrakt
Melissenblatterextrakt
Pfefferminzblatterextrakt
Schollkrautextrakt
SuRholzwurzelextrakt

MV7 MV8 MV9 AE1 AE2 AE3
10 10 10 10
15 15 15 15
20 20 20 20
10 10 10
10 10 10
10 10 10
5 5
10 10
10 10

Extrakt

AE4 AES5 AE6 AE7 AES8 AE9

Angelikawurzelextrakt
Iberis amara Extrakt
Kamillenblitenextrakt
Kummelfriichteextrakt
Mariendistelfriichteextrakt
Melissenblatterextrakt
Pfefferminzblatterextrakt
Schoéllkrautextrakt

SiuRholzwurzelextrakt

10
10
10

10

10
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Vor der Messung wurden sowohl die Mangelvarianten als auch die aquivalenten
Einzelextrakte gut aufgeschittelt und ein Aliquot von circa 2 ml entnommen.
Dieses wurde zentrifugiert und es wurde nur mit dem Uberstand weiter-
gearbeitet. Alle Verdiinnungen erfolgten mit demineralisiertem Wasser. Genaue
Angaben zu den eingesetzten Verdinnungen und dem verwendeten Test-

system finden sich bei den jeweiligen Ergebnissen.

2.2.1.4 Alkaloidhaltiger und alkaloidabgereicherter Schollkrautextrakt
Es standen ein alkaloidhaltiger Schollkraut-Fluidextrakt (SCHO AH) (DEV 1:3,

Extraktionsmittel 30%) sowie ein daraus hergestellter, alkaloidabgereicherter
Extrakt (SCHO AF), der praktisch keine messbaren Mengen an Alkaloiden
enthielt, zur Verfigung. Die Extrakte wurden vor ihrer Verwendung gut ge-
schuttelt, um eventuell vorhandenen Bodensatz zu suspendieren. Die Ver-
dinnungen erfolgten mit demineralisiertem Wasser. Genaue Angaben zu den
eingesetzten Konzentrationen und dem verwendeten Testsystem finden sich im

Kapitel Ergebnisse.

2.2.1.5 Iberisextrakte mit unterschiedlichen Inhaltsstoffen

Es standen 22 verschiedene Iberisextrakte zur Verfligung, die sich neben Spe-
zies, Herkunft des Saatgutes, Ernte- und Extraktionsdatum vor allem hinsicht-
lich des Gehaltes an den Inhaltsstoffen Kampferol-3,4’-O-diglucopyranosid-7-O-
rhamnopyranosid, Cucurbitacin E und | unterschieden (Tab. 6). Die Extrakte
wurden vor ihrer Verwendung gut geschittelt, um eventuell vorhandenen
Bodensatz zu suspendieren. Die Verdiinnungen erfolgten mit demineralisiertem
Wasser. Genaue Angaben zu den eingesetzten Konzentrationen, dem ver-
wendeten Testsystem und den Gehaltsangaben der Inhaltsstoffe finden sich im

Ergebnisteil.
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Charakterisierung der Iberisextrakte

Extrakt aus

DEV Extraktionsmittel Abklrzung

Iberis amara L.
Iberis amara L.
Iberis amara L.
Iberis amara L.
Iberis amara L.
Iberis amara L.
Iberis umbellata
Iberis amara L.
Iberis amara L.
Iberis umbellata
"Appleblossom”

Iberis umbellata "Dwarf
Fairyland mixed"

Iberis amara coronaria
"Gigant Hyacinth
flowered"

Iberis amara L.

Iberis amara L.

Iberis amara grandiflora
weiss "Eisberg"

Iberis amara coronaria
"Empress weiss"

Iberis umbellata "Gigant
Hyacinth flowered florist
type Iceberg"

Iberis umbellata "Super
Mixture"

Iberis crenata

Iberis amara L.

Iberis amara L.

Iberis umbellata "Dwarf
Fairyland mixed"

1.2
1.2
1.2
1.2
1.2
1.2
1.2
1.2
1.2
1.2

1:2

1:2

1:2

1:2

1:2

1:2

1:2

1:2

1.2
1.2
1.2
1.2

Ethanol 50 %
Ethanol 50 %
Ethanol 50 %
Ethanol 50 %
Ethanol 50 %
Ethanol 50 %
Ethanol 50 %
Ethanol 50 %
Ethanol 50 %
Ethanol 50 %

Ethanol 50 %

Ethanol 50 %

Ethanol 50 %

Ethanol 50 %

Ethanol 50 %

Ethanol 50 %

Ethanol 50 %

Ethanol 50 %

Ethanol 50 %
Ethanol 50 %
Ethanol 50 %
Ethanol 50 %

IBE-IF1
IBE-IF1a
IBE-IF2
IBE-IF4
IBE-IF5
IBE-IF8
IBE-IF9
IBE-IF10
IBE-IF11
IBE-IF14

IBE-IF15

IBE-IF17

IBE-IF18

IBE-IF19

IBE-IF20

IBE-IF21

IBE-IF22

IBE-IF23

IBE-IF99
IBE-IF100
IBE-IFA
IBE-IFX
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2.2.2 Weidenrindenextrakte

2.2.2.1 Extrakte aus Weidenrinde, Teufelskrallenwurzel und
Brennnesselblattern

Tab. 7 zeigt die verwendeten Trockenextrakte aus Weidenrinde (WEI (w),
WEI (e)) (wassrig und ethanolisch), Teufelskrallenwurzel (TEUF) und Brenn-
nesselblattern (BREN). Der Weidenrindenextrakt WEI (w) wurde in deminera-
lisiertem Wasser oder Tyrode geldst, der Brennnesselblatterextrakt wurde
ebenfalls in demineralisiertem Wasser, allerdings unter Zusatz von Natron-
lauge, geldst. Fur den Extrakt aus Teufelskrallenwurzel und den Weidenrinden-
extrakt WEI (e) dienten entweder Ethanol 60 % bzw. 70 % oder DMSO als
Losungsmittel. Die Verdlinnungen erfolgten mit demineralisiertem Wasser oder
Tyrode. Die im wassrigen Weidenrindenextrakt zusatzlich enthaltenen Mengen
an Hilfsstoffen (Siliciumdioxid und Magnesiumstearat) wurden bei der Einwaage
beriicksichtigt. Genaue Angaben zu den eingesetzten Konzentrationen und den

verwendeten Testsystemen finden sich bei den jeweiligen Ergebnissen.

Tab. 7: Charakterisierung der Extrakte aus Weidenrinde, Teufelskrallen-
wurzel und Brennnesselblattern
Extrakt DEV  Extraktionsmittel Abktrzung
Weidenrindenextrakt  16-23:1  Wasser WEI (w)
wassrig
Weidenrindenextrakt 8-14:1 Ethanol 70 % WEI (e)
ethanolisch
Teufelskrallenwurzel- 4,4-5:1  Ethanol 60 % TEUF
extrakt
Brennnesselblatter- 19-33:1  Isopropanol 95 %  BREN
extrakt
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2.2.2.2 Durch sequentielle Extraktion erhaltene Fraktionen aus
Weidenrindenextrakt

Der Weidenrindenextrakt WEI (w) wurde von Frau Dr. K. Berger-Blter, Phar-
mazeutische Biologie, Universitat Basel, durch sequentielle Extraktion fraktio-
niert. Dazu wurde der Trockenextrakt in Wasser gelést und mit Toluol extrahiert
(Fraktion A). Die wassrige Phase wurde anschlieBend mit Ethylacetat
(Fraktion B) und danach mit Butanol (Fraktion C) extrahiert. Dann wurde
Ethanol zugesetzt, stark gerihrt und die Suspension zentrifugiert. Die in
Ethanol 16slichen Bestandteile bildeten Fraktion D. Der abzentrifugierte Nieder-
schlag stellte Fraktion E dar. Die Losungsmittel wurden abrotiert und die
Extrakte getrocknet. Tab. 8 zeigt die Fraktionen A bis E. Fur die Messungen
wurden die Fraktionen A bis D in DMSO gel6st, die Fraktion E in deminera-
lisiertem Wasser bzw. Tyrode. Zum Verdinnen diente entweder Tyrode oder
demineralisiertes Wasser. Genaue Angaben zu den eingesetzten Konzen-
trationen und den verwendeten Testsystemen finden sich bei den jeweiligen

Ergebnissen.

Tab. 8: Charakterisierung der Fraktionen A bis E aus Weidenrinde
Extrakt Extraktionsmittel
Fraktion A Toluol
Fraktion B Ethylacetat
Fraktion C Butanol
Fraktion D Ethanol
Fraktion E nicht extrahierbar mit den
verwendeten Losungsmitteln

2.2.2.3 Charakterisierung unterschiedlicher Weidenrindenextrakte

In Tab. 9 werden 22 verschiedene Weidenrindenextrakte naher charakterisiert.
Bei allen 22 Extrakten handelte es sich um Trockenextrakte. Sie unterschieden
sich sowohl durch ihr DEV und Extraktionsmittel als auch hinsichtlich der
verschiedenen Tragerstoffe (Magnesiumstearat, Siliciumdioxid, Povidon, Malto-
dextrin, Arabisches Gummi). Alle Extrakte wurden in Methanol (10 mg/ml)

geldst und nach 5 Minuten im Ultraschallbad fir 5 Minuten bei 3000 Um-
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drehungen pro Minute zentrifugiert. Nur der Uberstand wurde verwendet. Die
Verdinnungen wurden mit demineralisiertem Wasser hergestellt. Genaue
Angaben zu den eingesetzten Konzentrationen und den verwendeten Test-

systemen stehen im Ergebnissteil.

Tab. 9: Charakterisierung der Weidenrindenextrakte 3001 bis 3022
Extrakt pEy  Extraktions- Abkiirzung
mittel
Weidenrindenextrakt 3001 16-23:1 Wasser WEI 01
Weidenrindenextrakt 3002 16-23:1 Wasser WEI 02
Weidenrindenextrakt 3003 16-23:1 Wasser WEI 03
Weidenrindenextrakt 3004 5-10:1 Wasser WEI 04
Weidenrindenextrakt 3005 16-23:1 Wasser WEI 05
Weidenrindenextrakt 3006 16-23:1 Wasser WEI 06
Weidenrindenextrakt 3007 16-23:1 Wasser WEI 07
Weidenrindenextrakt 3008 16-23:1 Wasser WEI 08
Weidenrindenextrakt 3009 8-14:1 Ethanol 70 % WEI 09
Weidenrindenextrakt 3010 16-23:1 Wasser WEI 10
Weidenrindenextrakt 3011 16-23:1 Wasser WEI 11
Weidenrindenextrakt 3012 16-23:1 Wasser WEI 12
Weidenrindenextrakt 3013  6-14:1 Wasser WEI 13
Weidenrindenextrakt 3014  6-14:1 Wasser WEI 14
Weidenrindenextrakt 3015 5-10:1 Wasser WEI 15
Weidenrindenextrakt 3016 16-23:1 Wasser WEI 16
Weidenrindenextrakt 3017 16-23:1 Wasser WEI 17
Weidenrindenextrakt 3018 8-14:1 Wasser WEI 18
Weidenrindenextrakt 3019 16-23:1 Wasser WEI 19
Weidenrindenextrakt 3020 16-23:1 Ethanol 70 % WEI 20
Weidenrindenextrakt 3021 16-23:1 Ethanol 70 % WEI 21
Weidenrindenextrakt 3022 16-23:1 Wasser WEI 22
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2.23  Phytodolor ®
2.2.3.1 Phytodolor ® und seine Einzelextrakte

Tab. 10 und Tab. 11 charakterisieren die Einzelextrakte von Phytodolor ® und
Phytodolor ® selbst. Bei den drei Einzelextrakten handelte es sich um Frisch-
pflanzenausziige aus Goldrutenkraut, Eschenrinde, Pappelrinde und Pappel-
blattern. Alle Extrakte wurden vor der Verwendung gut geschuttelt, um eventuell
vorhandenen Bodensatz zu suspendieren. Die Verdinnung der Extrakte
erfolgte mit demineralisiertem Wasser. Genaue Angaben zu den eingesetzten
Konzentrationen und dem verwendeten Testsystem finden sich bei den

jeweiligen Ergebnissen.

Tab. 10: Charakterisierung der Einzelextrakte von Phytodolor ©
Extrakt pEy ~ EXtraktions- . irzung
mittel
Pappelrinden/-blatterextrakt 4,5:1  Ethanol 60 % PAPP
Goldrutenkrautextrakt 4,8:1 Ethanol 60 % GOLD
Eschenrindenextrakt 4,5:1 Ethanol 60 % ESCH
Tab. 11: Zusammensetzung von Phytodolor ® (Volumenanteile)
Extrakt Phytodolor ® (STW 1)
Pappelrinden/-blatterextrakt 60
Goldrutenkrautextrakt 20
Eschenrindenextrakt 20

2.2.3.2 Charakterisierung verschiedener Mischungen aus Pappel,
Goldrutenkraut und Eschenrinde

Aus den in Kapitel 2.2.3.1 beschriebenen Einzelextrakten von Phytodolor ®

wurden die in Tab. 12 genannten Mischungen PHY M1 bis PHY M21 herge-
stellt. Auch die Mischungen wurden vor der Verwendung immer gut geschuttelt,
um eventuell vorhandenen Bodensatz zu suspendieren. Die Verdinnungen
erfolgten mit demineralisiertem Wasser. Angaben zur eingesetzten Konzen-

tration und zum Testsystem stehen im Kapitel Ergebnisse.
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Tab. 12: Charakterisierung der Mischungen PHY M1 bis PHY M21 (Volumen-
anteile)

PHY PHY PHY PHY PHY PHY PHY
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

Pappelrinden/- 100 80 80 60 60 60 40
blatterextrakt

Extrakt

Goldruten- 20 40 20 60
krautextrakt
Eschenrinden- 20 20 40
extrakt

PHY PHY PHY PHY PHY PHY PHY
Extrakt

M8 M9 M10 M11 M12 M13 Ml4

Pappelrinden/- 40 40 40 20 20 20 20
blatterextrakt

Goldruten- 40 20 80 60 40 20
krautextrakt

Eschenrinden- 20 40 60 20 40 60
extrakt

PHY PHY PHY PHY PHY PHY PHY
M15 M16 M17 M18 M19 M20 M21

Pappelrinden/- 20
blatterextrakt

Extrakt

Goldruten- 100 80 60 40 20
krautextrakt
Eschenrinden- 80 20 40 60 80 100

extrakt
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2.3 Losungen

PBS-Puffer pH 7,4

NaHPO, x 2 H,0 8,10 mM
NaH,PO,4 x H,0 0,74 mM
NaCl 140,01 mM
KCI 2,70 mM

mit HCI eingestellt

Tyrode-L6sung pH 7,4

NaCl 118,0 mM
HEPES 10,0 mM
KCI 50 mM
MgSO4 x 7 H,0 1,2 mM
CaCl, x 2 H,O 25 mM
NaH,PO4 x H,O 15 mM
Glucose-Monohydrat 50 mM

mit NaOH eingestellt

Phosphatpuffer pH 7.8
Na,HPO4 x 2 H,O 100 mM
mit HCI eingestellt

Zymosan-Suspension

200 mg Zymosan A wurden in 20 ml 0,9 %iger Kochsalzldsung suspendiert und
20 Stunden bei Zimmertemperatur gerihrt. Die Zymosan-Suspension wurde
homogenisiert, die Kochsalzlésung abzentrifugiert und das verbleibende Pellet
mit 10 ml frischem, humanem Citratplasma 30 Minuten bei 37° Celsius
inkubiert. Nach der Inkubation wurde das opsonisierte Zymosan zweimal mit
0,9 %iger Kochsalzlésung gewaschen und in 8 ml Kochsalzlésung resus-
pendiert. Diese Suspension wurde in Proben zu 100 pl bei -20° Celsius
eingefroren und am Messtag bei Raumtemperatur aufgetaut. (Bruchelt and
Schmidt, 1984)

Luminol-L6sung
Es wurde eine Luminol-Lésung [11,3 mM] in DMSO hergestellt.
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AAPH-L6sung

Es wurde eine AAPH-L6sung [500 mM] in demineralisiertem Wasser herge-
stellt. Diese wurde im Dunkeln auf Eis gelagert und nur am selben Tag ver-
wendet.

Xanthin-Losung 2,4 mM

Es wurde eine Xanthin-Stammldsung [240 mM] in 1 M NaOH hergestellt. Diese
wurde anschlieBend mit demineralisiertem Wasser 1:100 verdinnt.

Xanthinoxidase-Lésung

Es wurde eine Xanthinoxidase-L6sung in demineralisiertem Wasser hergestellt,
die 0,435 muU/ul enthalt. Diese wurde den Tag Uber auf Eis und im Dunkeln
gelagert.

Trolox-Stammldsung

Es wurde eine Trolox-Stammldsung [100 mM] in Methanol hergestellt. Die
weiteren Verdunnungen erfolgten mit demineralisiertem Wasser.

NDGA-Stammldsung

Es wurde eine NDGA-Stammldsung [263 mM] in Ethanol 50 % hergestellt. Die
weiteren Verdinnungen erfolgten mit demineralisiertem Wasser.
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2.4 Biologisches Material

24.1 Lungenpraparate

Die Schweinelungen wurden von einer lokalen Metzgerei aus Schlachttieren
gewonnen und gekuhlt bis zur Praparation im Labor aufbewahrt. Die Lungen-
spitzen wurden abgetrennt und daraus 4x4x4 mm® groRe Gewebequader
prapariert. Diese wurden in Tyrode gekuhlt gelagert und 10 Minuten vor Ver-
suchsbeginn in Tyrode bei Raumtemperatur vorinkubiert. Die Praparate wurden

am Tag der Entnahme und am Tag danach fir die Tests verwendet.

2.4.2  Vollblut

Jeweils am Morgen des Messtages wurde einem gesunden Spender mit
Lithium-Heparin-Monovetten Blut aus der Armvene abgenommen. Nachdem
durch einen Lagerungsversuch deutlich wurde, dass bei bei Raumtemperatur
gelagertem Vollblut im Vergleich zu im Kuhlschrank gelagertem Blut die
Stimulierbarkeit nach Zymosan deutlich besser erhalten blieb, wurde das Blut

den Messtag Uber bei Raumtemperatur aufbewahrt.

2.4.3 Leukozyten

Leukozytenkonzentrate, so genannte Buffy Coats, wurden von der Abteilung fur
Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums Tubingen zur Verfiigung gestellt.
Ein Vorversuch zeigte, dass die Zellen bei einer Lagerung bei Raumtemperatur
und in GefalRen, in denen Uber den Zellen ein gentigend grofRer Raum fur
Sauerstoff war, am langsten Uberlebten. Die Zellen wurden am ersten und am

zweiten Tag nach der Blutabnahme fir die Tests verwendet.
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2.5 Gerate

Beckmann Microfuge E, Beckmann, Palo Alto, Californien
Biolumat LB 9500 (1 Kanal), Berthold, Wildbad

Digital pH-Meter Typ 643-1, Knick, Berlin

Hettich EBA 3S Zentrifuge, Hettich, Tuttlingen

Luminometer TD-20/20, Turner Designs, Promega, Mannheim
Metallblockthermostat DRI-Block® DB-3D, Techne, England
Multibiolumat LB 9505 C (6 Kanéle), Berthold, Wildbad
Refrigerated Centrifuge, Vitatron, Dusseldorf
Rotilabo-Block-Heater H250, Roth, Karlsruhe

Thermometer HI 8314 membrane pH-meter HANNA-instruments, Roth,
Karlsruhe

Thermostat 5320, Eppendorf, Hamburg

Ultraschallbad Sonorex 1RK100, Bandelin Electronic, Berlin
Vortex-Genie, Bender & Hobein, Zurich, Schweiz

Waage AC 100, Mettler, Giel3en

Waage BP 121 S, Sartorius, Gottingen

Wasserbad mit Thermostat, Julabo, Seelbach
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3 Methoden

3.1 Radikalbildung durch die AAPH-Reaktion
Durch den spontanen Zerfall von AAPH (2,2’-Azobis(2-amidinopropan)dihydro-

chlorid) und Reaktion mit Sauerstoff entstehen Peroxylradikale.

HN Hs Hy  NH HN™  CH,
N— X 2HCl— 2 C* +2Cl” +N2
NH
AN en, CH, 2 HN  cn,
Luminol

Chemilumineszenz

Die Radikalbildung wurde durch luminolverstarkte Chemilumineszenz sichtbar
gemacht und im 6-Kanal-Biolumat erfasst (Lissi et al., 1992; Nader-Djalal et al.,
1998). Nach 10 bis 15 Minuten Reaktionszeit war eine konstante Radikal-
bildungsrate erreicht und die Probe wurde zugesetzt. Prooxidativ wirksame
Substanzen verstarkten die Chemilumineszenz durch zusatzliche Bildung von
Radikalen, antioxidativ wirksame Substanzen unterdrickten die Chemilumines-
zenz, indem sie Radikale abfingen (Abb. 1). In Tab. 13 ist beispielhaft ein

Reaktionsansatz dargestellt.

Tab. 13: AAPH-Reaktion: Reaktionsansatz

. Konzentration  Pipettier- Endkonzen-
Material N .
Stammlésung volumen [pl] tration

PBS-Puffer 475

Luminol-L6sung 11,3 mM 5 113 uM

AAPH-LOsung 500 mM 10 10 mM

Probe 10 siehe
Ergebnisse




32 Methoden

2,0B+05 7' _ antioxidativ wirksame
Substanz
| — prooxidativ wirksame

= 1,6E+05 Substanz

[oX

L,

= 1,2E+05 -

()

N

[%)]

Q

=

S 8,0E+04 -

=

IS

Q

<

O 4,0E+04 -

0,0E+00 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Zeit [min]
Abb. 1: AAPH-Reaktion: Originalaufzeichnung der Chemilumineszenzreaktion

einer antioxidativ und einer prooxidativ wirksamen Substanz

Die Messzeit betrug in der Regel 60 Minuten bei 37°C, wurde aber zum Tell
auch verlangert, wenn eine Substanz sehr stark wirksam war. Zur Auswertung
diente die Ausldschzeit, d.h. die Zeit, die verging bis nach Zugabe der Probe die
Radikalbildung wieder das urspringliche Niveau erreicht hatte, also das
radikalfangende Potential der Probe aufgebraucht war. Die Bestimmung der
Ausloschzeit ist in Abb. 2 dargestellt. Wurden die gemessenen Ausldschzeiten
gegen die Konzentration aufgetragen und die Regressionsgerade berechnet,
konnte auch die Steigung der Regressionsgeraden als Mald fur das radikal-

fangende Potential herangezogen werden.

Da die AAPH-Reaktion durch Lésungsmitteleinflisse gestdrt werden kann,
wurden bei allen Versuchen Leerwertreaktionen mit den vergleichbaren

Ldsungsmitteln durchgefihrt und entsprechend bericksichtigt.
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Abb. 2: AAPH-Reaktion: Bestimmung der Ausloschzeit

3.2 Radikalbildung durch die Xanthin/ Xanthinoxidase-
Reaktion

Das Enzym Xanthinoxidase katalysiert die Oxidation von Hypoxanthin zu

Xanthin und von Xanthin zur Harnsaure.

0 o)
| H
HN . . N
\ Xanthinoxidase HN -
| N> +2 0, +H,0 % | ﬁo +2*0, +2H"
N N
© H H o N H
Xanthin Harnsaure

Dabei entstehen Superoxidradikale (02* ) und Hydroxylradikale (OH*), wobei
letztere vor allem unter Bedingungen geringer Sauerstoffkonzentration gebildet
werden (Kuppusamy and Zweier, 1989). Bei den hier vorliegenden Reaktions-
bedingungen kann daher davon ausgegangen werden, dass hauptsachlich

Superoxidradikale entstanden. Zur Sichtbarmachung der Radikalbildung diente,
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wie bei der AAPH-Reaktion, die luminolverstarkte Chemilumineszenz, allerdings
fand die Messung wegen der hoheren Empfindlichkeit im 1-Kanal-Biolumat

statt. In Tab. 14 ist beispielhaft ein Reaktionsansatz dargestellt.

Tab. 14: Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion: Reaktionsansatz

. Konzentration  Pipettier- Endkonzen-

Material N :
Stammldésung volumen [ul] tration

Phosphatpuffer 545
Xanthin-Losung 2,4 mM 20 80 uM
Luminol-Lésung 11,3 mM 5 94 uM
Probe 10 s. Ergebnisse
Xanthinoxidase- 0,435 mU/pl 20 14,5 mU/ml
Lésung

Die Messung wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet. Anschlie3end wurde
die Chemilumineszenz Uber die Messzeit (60 sec, 37°C) integriert, wobei
jeweils das entsprechende Losungsmittel und die Probe vermessen wurden.
Der Integralwert der Losungsmittelreaktion wurde zu 100 % gesetzt und die
Probe darauf bezogen (= Aktivitat). Als Mal3 fir die radikalfangende Wirkung
diente die Extrakt- bzw. Substanz-Konzentration, bei der die Enzymaktivitat auf
50 % gehemmt wurde (IC 50) (Abb. 3).
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Abb. 3: Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion: Bestimmung der Extraktkonzentra-

tion bei einer Enzymaktivitat von 50 % (IC 50)

3.3 Radikalbildung durch Lungenmakrophagen

Die aus Schweinelunge gewonnenen Gewebepraparate wiesen auf Grund ihres
Gehaltes an Alveolarmakrophagen eine deutliche Radikalproduktion auf, die der
.fespiratory burst“-Reaktion mit der Bildung von Superoxidradikalen,
Hydroxylradikalen und Wasserstoffperoxid entspricht (Babior, 1978; Drath and
Karnovsky, 1975; Fels and Cohn, 1986; Nathan et al., 1980). Da die Stimulation
mit Zymosan zu keiner Steigerung der Radikalbildung fiihrte, sind die Zellen
entweder durch die vorangegangene Behandlung schon maximal stimuliert
worden oder im Gewebeverbund vor dem Kontakt mit Zymosan geschitzt. Die
Radikalbildung wurde durch Iluminolverstarkte Chemilumineszenz sichtbar
gemacht und im 6-Kanal-Biolumat (37° Celsius) fur 10 Minuten integriert (=
CL ¢-10). Danach wurde die Probe (Extrakt bzw. Tyrode und L&sungsmittel als
Kontrolle) zugesetzt und erneut die Chemilumineszenz fur 10 Minuten
gemessen (= CL 10-20) (Abb. 4).
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Abb. 4: Lungenmodell: Originalaufzeichnung der Chemilumineszenzreaktion

In Tab. 15 ist beispielhaft ein Reaktionsansatz dargestelit.

Tab. 15: Lungenmodell: Reaktionsansatz

. Konzentration Pipettier- Endkonzen-

Material N :
Stamml6sung volumen [ul] tration

Tyrode (37°C) 500
Luminol-L6sung 11,3 mM 5 111 yM
Lungenpraparat
Probe 5 s. Ergebnisse

Zunéachst wurde der Tyrode- bzw. Losungsmittel-Referenzwert als Quotient aus

CL 10-20/ CL .10 bestimmt. Analog wurden die Effekte der Extrakte bestimmt

und jeweils auf den Referenzwert (=100 %) bezogen. Als Mal} fur das radikal-

fangende Verhalten der Extrakte diente die verbleibende Radikalproduktion in

Prozent der Kontrolle.
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3.4 Radikalbildung von Leukozyten in Vollblut und von
iIsolierten Leukozyten

Zunachst wurde zur Untersuchung der radikalfangenden Eigenschaften der

Extrakte heparinisiertes Vollblut verwendet, spater Leukozytenpraparate (Buffy

Coats). Dabei wurden die Effekte der Extrakte sowohl auf die basale als auch

auf die Zymosan stimulierte ,oxidative burst“-Reaktion gemessen. Die Reak-

tionsansatze sind in Tab. 16 und Tab. 17 beispielhaft dargestellt.

Tab. 16: Vollblutmodell: Reaktionsansatz

. Konzentration Pipettier- Endkonzen-

Material N :
Stammldsung  volumen [pl] tration
Tyrode (37°C) 450
Blut 50
Luminol- 11,3 mM 5 108 uM
LOsung
Probe 10  s. Ergebnisse
Zymosan- 10
Suspension
Tab. 17: Leukozytenmodell: Reaktionsansatz

. Konzentration Pipettier- Endkonzen-

Material N :
Stamml6ésung  volumen [pl] tration

Tyrode (37°C) 485
Buffy Coat S
Luminol- 11,3 mM 5 111 uM
Lésung
Probe 5 s. Ergebnisse
Zymosan- 10
Suspension

Die Radikalbildung wurde durch luminolverstarkte Chemilumineszenz sichtbar
gemacht und im 6-Kanal-Biolumat bei einer Messtemperatur von 37° integriert.
Der Reaktionsablauf sah folgendermaf3en aus: In den ersten 10 Minuten wurde
die basale Radikalproduktion von Blut bzw. Leukozyten untersucht (CL ¢- 10).

Nach 10 Minuten Messzeit wurde die Probe zugesetzt und deren Einfluss auf
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die basale Radikalproduktion 10 Minuten verfolgt (CL 10-20). Anschlie3end

wurde zur Stimulation der Leukozyten Zymosan zugegeben und erneut die
Chemilumineszenz fir 10 Minuten integriert (CL 20-30) (Abb. 5, Abb. 6).
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Leukozytenmodell: Originalaufzeichnung der Chemilumineszenzreaktion
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Zur Auswertung des Einflusses der Extrakte auf die basale Radikalproduktion
wurde zunachst der Tyrode-Referenzwert als Quotient aus CL 10-20/ CL o—-10
bestimmt. Analog wurden die Effekte der Extrakte und der Losungsmittel
bestimmt und jeweils auf den Tyroden-Referenzwert (= 100 %) bezogen.
Eventuell vorhandene Lésungsmitteleinflisse wurden bertcksichtigt, sodass als
Mal3 fur die radikalfangenden Eigenschaften der Extrakte die verbleibende
basale Radikalproduktion in Prozent der Kontrolle angegeben wurde. Um den
Einfluss der Extrakte auf die Radikalproduktion nach Stimulation mit Zymosan
zu ermitteln, wurde entsprechend wie oben beschrieben vorgegangen, d.h.
dass sich der Tyroden-Referenzwert und die Effekte der Extrakte und des
Losungsmittels als Quotient aus CL 29_30/ CL 10-20 berechneten. Als Mal3 fur
das radikalfangende Verhalten der Extrakte wurde die Abnahme des

Quotienten in Prozent der Kontrolle nach Stimulation mit Zymosan angegeben.

3.5 Korrelation von chromatographischer Analyse und
radikalfangenden Eigenschaften bei verschiedenen
Weidenrindenextrakten

Diese Untersuchungen entstanden in Kooperation mit Frau Dr. K. Wuthold,

Pharmazeutische Chemie, Universitat Tubingen (Wuthold, 2004; Wuthold et al.,

2004). Haufig sind bei pflanzlichen Extrakten die Wirkungen nicht auf einen

einzelnen Inhaltsstoff zurlickzufiihren oder es sind nicht alle wirksamkeits-

bestimmenden Inhaltsstoffe bekannt (Meier, 2001). Um die Weidenrinden-
extrakte mdoglichst in ihrer Gesamtheit zu charakterisieren, wurden einerseits

dreidimensionale Fingerprintchromatogramme mittels HPTLC und HPLC im

Wellenlangenbereich von 200 bis 400 nm aufgenommen. Andererseits wurden

zwei pharmakologische Tests, die AAPH-Reaktion und die Xanthin/ Xanthin-

oxidase-Reaktion wie in den Kapiteln 3.1 und 3.2 beschrieben durchgefiihrt. Zur

Charakterisierung der radikalfangenden Eigenschaften diente in der AAPH-

Reaktion die Steigung der Regressionsgeraden, in der Xanthin/ Xanthin-

oxidase-Reaktion die relative Aktivitat [%] bei einer Extraktkonzentration von

2,1 ug/ml (Abb. 7), wobei jeweils der gesamte Konzentrationsbereich von

0,5 pg/ml bis 167 pg/ml vermessen wurde.
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Abb. 7: Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion: Bestimmung der relativen

Aktivitat [%)] bei einer Extraktendkonzentration von 2,1 pg/ml

Von den 22 zur Verfugung stehenden Extrakten gingen die chromato-
graphischen und pharmakologischen Daten von 19 Extrakten in die multi-
variaten Datenanalysen ein, die restlichen drei Extrakte (WEI 10, WEI 12,
WEI 14) waren nach dem Zufallsprinzip ausgesucht worden, gingen zu keiner
Zeit in die Berechnung der multivariaten Datenanalysen mit ein, sondern
dienten als externes Testset zur Validierung. Mit Hilfe von PLS 1-Berechnungen
(Partial Least Squares Regression) wurde Uberprift, ob zwischen den
chromatographischen Daten und den Ergebnissen aus den pharmakologischen
Tests eine Korrelation besteht (= Kalibrierung). Die Uberprifung der
Kalibrierung erfolgte sowohl durch Full Cross Validation (= interne Validierung)
als auch durch das externe Testset (=externe Validierung). Ahnliche
Untersuchungen wurden von Roos et al. bereits mit Johanniskraut durchgefihrt
(Roos et al, 2004). Die chromatographischen Untersuchungen, die
multivariaten Datenanalysen, die Kalibrierungen und Validierungen wurden von
Frau Dr. K. Wuthold durchgefuhrt.
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3.6 Statistik

Die statistische Auswertung der Versuche erfolgte mit WinSTAT fur Excel und
JMP Version 3.1.6.2.

Bei der Untersuchung, ob ein Zusammenhang zwischen den Inhaltsstoffen des
Iberisextraktes (Kampferol-3,4’-O-diglucopyranosid-7-O-rhamnopyranosid, Cu-
curbitacin E und 1) und der Ausloschzeit besteht, wurde die Korrelation nach

Pearson durchgeftihrt (siehe Kapitel 4.1.2.4).
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zur Wirkung von Iberogast®
(STW 5) und seiner Komponenten

4.1.1 Radikalfangende Effekte von Iberogast ® und seiner
Einzelextrakte in verschiedenen Testsystemen

4.1.1.1 Radikalproduktion durch AAPH

In der AAPH-Reaktion, bei der verschiedene Arten von Radikalen entstehen,
wurde zur Quantifizierung der radikalfangenden Effekte der Extrakte die
Ausloschzeit verwendet (Abb. 8). Alle Extrakte zeigten in unterschiedlichem
Ausmall und dosisabhangig radikalfangende Eigenschaften, die in den
eingesetzten Konzentrationen streng linear verliefen. Als Mal3 fir die
antioxidative Wirkung diente die Steigung der Regressionsgeraden (Tab. 18).
Der radikalfangende Effekt nahm in folgender Reihung ab: Pfeffer-
minzblatterextrakt (Steigung der RG 828,8), Melissenblatterextrakt, Iberogast ®,
Kamillenblitenextrakt, Kiammelfriichteextrakt, Angelikawurzelextrakt, Scholl-
krautextrakt, Mariendistelfrichtextrakt, SufRholzwurzelextrakt, Iberisextrakt
(Steigung der RG 4,1). Dieselbe Reihenfolge erhalt man auch, wenn direkt die
Ausloschzeiten unter Bericksichtigung der eingesetzten Konzentrationen ver-
glichen werden (Abb. 8). Es wurden Vergleichsmessungen mit dem Vitamin-E-
Analogon Trolox durchgefiuihrt. Dabei zeigte Trolox in Konzentrationen von 2 uM

bzw. 10 uM Ausloschzeiten von 7 bzw. 29 Minuten.
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Abb. 8: AAPH-Reaktion: Ausléschzeiten von Iberogast® und seiner Einzel-

extrakte in Abhangigkeit der Konzentration (logarithmische Darstellung),
[MW, jeweils n = 2]

Tab. 18: AAPH-Reaktion: Vergleich der radikalfangenden Effekte von Iberogast ®
und seiner Einzelextrakte, Darstellung der linearen Regression,
BestimmtheitsmaR R?

Extrakt Steigung der RG R?
ANG 40,2 0,9954
IBE 41 0,9989
KAM 69,2 0,9990
KUM 51,0 0,9985
MAR 14,1 0,9998
MEL 625,5 0,9988
PFE 828,8 0,9993
SCHO 29,1 0,9986
SUsSS 9,1 0,9978
STW5 132,2 0,9993
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4.1.1.2 Radikalproduktion durch das Xanthin/ Xanthinoxidase-System

Mit Hilfe der Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion wurde untersucht, in welchem
AusmaR Iberogast® und seine Einzelextrakte spezifisch Superoxid-Radikale
abfangen. Alle Extrakte wurden in 6 Konzentrationen (0,17 nl/ml bis 16,7 pl/ml)
eingesetzt, wobei jede Konzentration dreimal vermessen wurde. Die Standard-
abweichung lag im Mittel bei circa 10 % des Mittelwertes. Als Mal3 fur die
radikalfangende Wirkung diente die Konzentration bei einer Restaktivitdt von
50 % (IC 50), wobei die ungehemmte Reaktion zu 100 % gesetzt wurde. Wie
auch bei der AAPH-Reaktion fingen die Extrakte aus Pfefferminz- und
Melissenblattern und Iberogast © Radikale am stérksten ab — die IC 50 lagen fiir
den Extrakt aus Pfefferminzblattern bei 0,01 pyl/ml, fur den Melissen-
blatterextrakt bei 0,016 pl/ml, fir Iberogast ® bei 0,1 pl/ml —, die Extrakte aus
SufRholzwurzel und Iberis amara am schwachsten (IC 50 1,35 bzw. 1,42 pl/ml).
Alle anderen Extrakte zeigten ein mittleres radikalfangendes Potential (Abb. 9).
Trolox hatte in dieser Reaktion eine IC 50 von 5,75 puM.
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Abb. 9: Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion: IC 50 von Iberogast® und seiner
Einzelextrakte. Die Saulen stellen graphisch ermittelte Werte dar (siehe
Abb. 3).
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4.1.1.3 Radikalproduktion in exzidierten Praparaten aus Schweinelunge

Als Modell fiur entzindetes Gewebe dienten exzidierte Praparate aus
Schweinelunge, die durch ihren hohen Gehalt an Alveolarmakrophagen ohne
weitere Stimulation eine intensive Radikalproduktion aufwiesen. Alle Extrakte
wurden in 4 Konzentrationen vermessen (9,8 pl/ml, 0,98 pl/ml, 0,098 pl/ml,
9,8 nl/ml), doch sind nur die Ergebnisse fur die hochste Konzentration dar-
gestellt, da in den tieferen Konzentrationen nur geringe bzw. keine Effekte ge-
funden wurden. Auch in diesem Testsystem, bei dem die Radikalbildung auf
zellulare Mechanismen zurtck zu fuhren ist, zeigten alle Extrakte ent-
sprechende Wirkungen (Abb. 10), wobei der Pfefferminzblatterextrakt mit einer
verbleibenden Radikalproduktion von 24,2 % den starksten Effekt, der lberis-
extrakt mit 58,8 % den geringsten Effekt zeigte. Das antioxidative Potential
nahm in der Reihenfolge Pfefferminz-, Melissenblatterextrakt, Iberogast®
Kamillenblitenextrakt, Extrakte aus Angelikawurzel, Kimmelfrichten, Marien-

distelfrichten, StRholzwurzel, Schoéllkraut und Iberis amara ab.
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Abb. 10: Lungenmodell: Effekte von Iberogast ® und seiner Einzelextrakte auf die

Radikalbildung durch Lungengewebe
Endkonzentration der Extrakte 9,8 pl/ml
[MW, SD, jeweils n = 3 bis 4]
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Die stark antioxidativ wirksame Substanz Nordihydroguarsaure zeigte in einer
Konzentration von 25 pM eine verbleibende Radikalproduktion von 59 %.

4.1.1.4 Radikalproduktion von isolierten Leukozyten

Zur Untersuchung, ob und in welchem AusmaR Iberogast ® und seine Einzel-
extrakte auch bei humanen Leukozyten Radikale abfangen oder die Radikal-
produktion beeinflussen, wurden die Extrakte an Buffy-Coat-Zellen getestet. Die
Extrakte wurden in einer einheitlichen Endkonzentration von 3,3 pl/ml ver-

messen.

Zunachst wurde der Einfluss der Extrakte auf die basale Radikalproduktion der
Leukozyten untersucht: Der Extrakt aus Kamillenbliiten war am wirksamsten
und senkte die verbleibende basale Radikalproduktion auf 16,6 %, gefolgt vom
Pfefferminz- (18,5 %) und Melissenblatterextrakt (26,0 %) und Iberogast ®
(27,0 %). Die Extrakte aus Angelikawurzel, Mariendistelfriichten, Stf3holzwurzel
und Schollkraut waren weniger stark wirksam, zeigten aber noch deutlich
antioxidative Effekte. Dagegen hatten die Extrakte aus Iberis amara und
Kimmel kaum noch Effekte auf die Radikalproduktion (verbleibende
Radikalproduktion 85,1 bzw. 87,4 %) (Abb. 11). Das Vitamin-E-Analogon Trolox
verringerte in einer Konzentration von 10 pyM die verbleibende basale
Radikalproduktion auf 74,1 %.
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Abb. 11: Leukozytenmodell: Einfluss von Iberogast ® und seiner Einzelextrakte
auf die basale Radikalproduktion von Leukozyten
Endkonzentration der Extrakte 3,3 pl/ml
[MW, SD, n = 4]

Im zweiten Teil der Untersuchung wurden die Zellen in Gegenwart der Extrakte
mit Zymosan stimuliert, wodurch die anschlielBende Steigerung der Radikal-
bildung beeinflusst wurde. Bei den Extrakten aus Pfefferminzblattern,
Melissenbléattern, Iberogast ® und Iberis amara wurde die verbleibende Stimu-
lierbarkeit auf unter 50 % gesenkt. Bei den Ubrigen Extrakten lag sie zwischen
50 und 73 % (Abb. 12). Trolox 10 uM setzte die verbleibende Stimulierbarkeit
auf 61,7 % herab.
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Abb. 12: Leukozytenmodell: Einfluss von Iberogast ® und seiner Einzelextrakte

auf die Radikalproduktion von Leukozyten nach Stimulation mit Zymosan
Endkonzentration der Extrakte 3,3 pl/ml
[MW, SD, n = 4]
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4.1.2 Radikalfangende Eigenschaften isolierter, in den
Extrakten enthaltener Inhaltsstoffe mittels der AAPH-
Reaktion

In den folgenden Abschnitten soll dargestellt werden, welchen Anteil bestimmte
isolierte Inhaltsstoffe der Einzelextrakte an dem gesamten radikalfangenden
Effekt der Einzelextrakte haben. Zur Untersuchung der radikalfangenden Eigen-
schaften diente die AAPH-Reaktion.

4.1.2.1 Vergleich der radikalfangenden Eigenschaften von isolierten
Inhaltsstoffen und den der dazugehdérigen Extrakte

\Von einigen Einzelextrakten des Iberogasts ® standen genaue Angaben beziig-
lich der Konzentration isolierter Inhaltsstoffe in den Extrakten zur Verfigung
(Tab. 4). Vermessen wurden jeweils die Einzelextrakte und die dazugehorigen
Losungen der isolierten Inhaltstoffe mit derselben Konzentration, in der diese in
den Extrakten vorkommen. Alle Einzelextrakte zeigten die schon bekannten
Ausloschzeiten in der AAPH-Reaktion. Die isolierten Inhaltsstoffe dagegen
zeigten antioxidative oder prooxidative Effekte, oder waren in dieser Reaktion

wirkungslos:

Zu den antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffen gehérten die Rosmarinsaure
(Inhaltsstoff des Melissen- und Pfefferminzblatterextraktes) und Kampferol
(Inhaltsstoff des Iberisextraktes). Stellvertretend zeigt Abb. 13 die Original-
aufzeichnung des Melissenblatterextraktes (Ausloschzeit 13,5 min) im Vergleich

mit Rosmarinsaure (Ausléschzeit 5,6 min).

Keine radikalfangenden Effekte wurden dagegen bei Menthol (Inhaltsstoff des
Pfefferminzblatterextraktes), Osthol (Inhaltsstoff des Angelikawurzelextraktes),
Carvon (Inhaltsstoff des Kummelfrichteextraktes), Protopin-HCI (Inhaltsstoff
des Schollkrautextraktes), Glycyrrhizinsaure-Ammoniumsalz (Inhaltsstoff des
SufRholzwurzelextraktes) und Kampferol-3,4’-O-diglucopyranosid-7-O-rhamno-
pyranosid (Kampferol-dGR) (Inhaltsstoff des Iberisextraktes) gefunden. Als
Beispiel ist die Originalaufzeichnung des Kummelfrichteextraktes und Carvon
dargestellt (Abb. 14).
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Das prooxidative Verhalten von Chelidonin zeigt Abb. 15, wohingegen der

Schollkrautblatterextrakt deutlich Radikale abfangt. Auch beim Vergleich von

Silibinin und dem Extrakt

aus Mariendistelfrichten konnte ein leicht

prooxidatives Verhalten von Silibinin gefunden werden.
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Abb. 13: AAPH-Reaktion: Originalaufzeichnung der Chemilumineszenzreaktion:
Melissenblatterextrakt und Rosmarinsaure in dquivalenter Konzentration
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Abb. 14: AAPH-Reaktion: Originalaufzeichnung der Chemilumineszenzreaktion:

Kummelfrichteextrakt und Carvon in aquivalenter Konzentration
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Abb. 15: AAPH-Reaktion: Originalaufzeichnung der Chemilumineszenzreaktion:
Schollkrautextrakt und Chelidonin in &quivalenter Konzentration

Bei allen diesen Beispielen wurde deutlich, dass jeweils der gesamte radikal-
fangende Effekt der Extrakte nicht durch einen einzelnen Inhaltsstoff erklart
werden kann, sondern dass sich die Effekte der verschiedenen Extraktkompo-

nenten zu ihrer Gesamtwirkung addieren.
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4.1.2.2 Radikalfangende Eigenschaften verschiedener, isolierter
Inhaltsstoffe

Fur einige isolierte Inhaltsstoffe der Einzelextrakte des Iberogasts ® (Struktur-
formeln im Anhang) wurden die radikalfangenden Eigenschaften in verschie-
denen Konzentrationen in der AAPH-Reaktion untersucht. Wie in Abb. 16
dargestellt, fing Kampferol etwa gleich stark Radikale ab wie Trolox. Die
Flavonoide Luteolin, Luteolin-7-glucosid, Rutin-Trihydrat, Quercetin-Dihydrat
und das Phenylpropanderivat Rosmarinsaure waren deutlich starker antioxidativ

wirksam als Trolox.
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Abb. 16: AAPH-Reaktion: Ausldschzeiten einiger isolierter Inhaltstoffe der Einzel-
extrakte von Iberogast ®
[MW, n = 2]

Menthon (Endkonzentration 25 puM bis 100 uM), Menthol (0,16 uM bis
1,57 mM), Osthol (0,11 uM bis 11,09 uM) und Kampferol-3,4’-O-digluco-
pyranosid-7-O-rhamnopyranosid (Kampferol-dGR) (0,26 uM bis 5,24 uM) hatten

in den getesteten Konzentrationen keinen Einfluss auf die Radikalproduktion.
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Bei dieser Untersuchung wurde ebenfalls deutlich, dass Unterschiede zwischen
den jeweiligen Flavonoiden und ihren Glycosiden bezlglich der radikalfangen-
den Effekte bestehen: So zeigte Kampferol eine deutliche Ausléschzeit, wohin-
gegen Kampferol-dGR keinen antioxidativen Effekt hatte (beide gemessen in
einer Endkonzentration von 2,6 uM) (Abb. 17). Apigenin (Endkonzentration
100 uM) reagierte in der AAPH-Reaktion deutlich prooxidativ, Apigenin-7-gluco-
sid (Endkonzentration 100 uM) fing Radikale ab und unterdrickte die Chemi-
lumineszenz wahrend der gesamten 60 Minuten (Abb. 18). Luteolin und sein
Glucosid (Endkonzentration 3,1 uM) zeigten beide radikalfangende Effekte
(Abb. 19).
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Abb. 17: AAPH-Reaktion: Originalaufzeichnung der Chemilumineszenzreaktion:
Kampferol und Kampferol-dGR (Endkonzentration 2,6 pM)
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Abb. 18: AAPH-Reaktion: Originalaufzeichnung der Chemilumineszenzreaktion:
Apigenin und Apigenin-7-glucosid (Endkonzentration 100 uM)
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Abb. 19: AAPH-Reaktion: Originalaufzeichnung der Chemilumineszenzreaktion:
Luteolin und Luteolin-7-glucosid (Endkonzentration 3,1 pM)

4.1.2.3 Einflisse der Alkaloide im Schollkrautextrakt auf dessen
radikalfangende Eigenschaften

Um den Einfluss der Alkaloide im Schollkrautextrakt auf den radikalfangenden
Effekt des Extraktes zu untersuchen, standen folgende Schdllkrautextrakte zur
Verfiigung: ein flissiger, alkaloidhaltiger Schéllkrautextrakt (SCHO AH) und ein
flissiger, alkaloidfreier Schéllkrautextrakt (SCHO AF). Beide Extrakte fingen in
der AAPH-Reaktion Radikale ab, wobei der alkaloidabgereicherte Extrakt etwas
weniger wirksam (Steigung der RG 39,5) war als der flussige, alkaloidhaltige
Schollkrautextrakt (Steigung der RG 43,2) (Abb. 20). Somit kdnnten also
Alkaloide zum radikalfangenden Effekt des Schdllkrautextraktes leicht beitra-

gen.
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Abb. 20: AAPH-Reaktion: Vergleich von einem alkaloidhaltigen mit einem alkaloid-
abgereicherten Extrakt aus Schéllkraut
[MW, n = 2, RG]

4.1.2.4 Einfluss des Gehaltes an Kampferol und Cucurbitacin E und
Cucurbitacin | in Iberisextrakten auf die radikalfangenden
Eigenschaften von Iberisextrakten

Es standen 22 verschiedene Iberisextrakte, bei denen jeweils die Mengen an
den enthaltenen Inhaltsstoffen Kampferol-3,4’-O-diglucopyranosid-7-O-rhamno-
pyranosid (Kampferol-dGR), Cucurbitacin E und | bekannt waren, zur
Verfigung. Bei diesen Extrakten wurden die Ausldschzeiten in der AAPH-
Reaktion bei einer Konzentration von 4 pl/ml untersucht. Jeder Extrakt wurde
zweimal vermessen. In Tab. 19 ist zu sehen, dass die verschiedenen lIberis-
extrakte, die sich hinsichtlich Spezies, Herkunft, Erntedatum der Pflanzen und
Extraktionszeitpunkt unterschieden, auch deutliche Unterschiede in den Aus-
|6schzeiten aufwiesen. Anschliel3end wurden die erhaltenen Ausloschzeiten mit
den Gehalten der einzelnen Inhaltsstoffe korreliert. Die berechneten
Korrelationskoeffizienten (r) lagen fur Kampferol-dGR bei -0,2665, flr Cucur-
bitacin E bei -0,0437 und fiur Cucurbitacin | bei -0,2344. Da keine Korrelationen

festgestellt werden konnten, dirften fir die antioxidativen Eigenschaften dieser
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Extrakte nicht die genannten Inhaltsstoffe verantwortlich sein. In den Kapiteln

4.1.2.1 und 4.1.2.2 konnte bereits gezeigt werden, dass Kampferol-dGR keine

radikalfangenden Eigenschaften besal3, was die fehlende Korrelation zwischen

Kampferol-dGR und den Ausldschzeiten bestatigt.

Tab. 19;:

AAPH-Reaktion: Versuchsergebnisse der Iberisextrakte und Korrelation
der Ausldschzeiten mit den Inhaltsstoffen

Endkonzentration der Extrakte 4 pl/ml

[Korrelation nach Pearson, p > 0,1]

r

Extrakt Kampferol- Cucurbitacin E Cucurbitacin | Auslésch-
dGR [ug/ml] [ug/ml] [ug/ml] zeit [min]
IBE-IF1 133,71 44,84 26,12 24,0
IBE-IF1a 114,73 40,24 24,24 21,0
IBE-IF2 87,51 35,60 31,85 33,1
IBE-IF4 150,75 32,88 22,22 30,5
IBE-IF5 117,67 36,09 25,96 31,3
IBE-IF8 0,00 31,82 27,00 27,2
IBE-IF9 100,57 30,95 24,82 21,0
IBE-IF10 0,00 41,62 28,77 51,9
IBE-IF11 84,94 44,10 34,96 24,4
IBE-IF14 0,00 66,01 121,64 29,9
IBE-IF15 0,00 48,74 3,75 40,7
IBE-IF17 126,82 42,76 31,04 25,1
IBE-IF18 119,17 34,04 25,58 28,4
IBE-IF19 138,89 30,46 27,43 35,7
IBE-IF20 119,14 27,00 21,87 25,8
IBE-IF21 134,56 29,31 20,70 30,8
IBE-IF22 106,49 33,24 20,36 26,5
IBE-IF23 0,00 71,06 1,00 31,4
IBE-IF99 0,00 29,27 12,34 38,4
IBE-IF100 112,89 37,82 25,66 29,4
IBE-IFA 60,49 57,47 57,85 26,1
IBE-IFX 0,00 48,17 56,67 11,6
Korrelation
-0,2665 -0,0437 -0,2344
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4.1.3 Untersuchungen zu pharmakologischen Wechsel-
wirkungen zwischen den Einzelextrakten in Iberogast ©

Mit Hilfe der AAPH-Reaktion, des In-vitro-Inflammationsmodells aus Schweine-
lunge und des Leukozytenmodells sollte ermittelt werden, ob Wechselwir-
kungen zwischen den Einzelextrakten die Wirkung von Iberogast ® aktivierend

oder hemmend modulieren kénnen.

4.1.3.1 Untersuchung mittels der AAPH-Reaktion

Berechnete man die Ausldschzeit von Iberogast ® als Summe der Ausldsch-
zeiten der Einzelextrakte in den entsprechenden Verdinnungen, so erhielt man
eine Ausléschzeit von 26,6 min (siehe Abschnitt 4.1.1.1). Der gemessene Wert
bei dieser Verdinnung (1:5000) betrug 26,4 min. Diese Ergebnisse deuteten
auf additive Wechselwirkungen zwischen den Einzelextrakten hin. Um dies
genauer zu untersuchen, wurden fiir jeden Einzelextrakt jeweils Iberogast ®
selbst, eine Mangelvariante von Iberogast ® (MV), die alle Komponenten auRer
eben diesen Einzelextrakt enthielt und der Einzelextrakt in der entsprechenden
in Iberogast ® vorkommenden Konzentration (= &quivalenter Einzelextrakt = AE)
getestet. Diese Losungen wurden in einer Verdinnung von 1 zu 5000 je dreimal
vermessen. Zur besseren Ubersicht wurden die Ausldschzeit von Iberogast ® zu
100% gesetzt und die Ausléschzeiten der Mangelvarianten und der
aquivalenten Einzelextrakte darauf bezogen. In Abb. 21 sieht man, dass die
Summen der Ausl6schzeiten aus &aquivalenten Einzelextrakten und Mangel-
varianten in etwa die Ausléschzeit von Iberogast ® ergeben. Alle Einzelextrakte
leisten einen Beitrag zur Wirkung von Iberogast ®, wobei die Daten auf additive

Wechselwirkungen deuten.

AuRerdem wurde deutlich, dass die antioxidative Wirkung in Iberogast ® haupt-
sachlich durch die Extrakte aus Melissenblattern, Pfefferminzblattern und

KamillenblUten verursacht wurde.
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Abb. 21: AAPH-Reaktion: Gegeniiberstellung der Ausléschzeit von Iberogast ®
und den Ausldschzeiten der aquivalenten Einzelextrakte und der Mangel-
varianten fir die Einzelextrakte in Iberogast ®
[MW, n = 3]

4.1.3.2 Untersuchung mittels des Lungenmodells

Mittels des Lungentestsystems sollten ebenfalls die Wechselwirkungen zwi-
schen den Einzelextrakten in Iberogast ® untersucht werden. Wie in Kapitel
4.1.1.3 dargestellt, wurden alle Extrakte in einer Konzentration von 9,8 pl/ml
mindestens dreimal vermessen und die verbleibenden Radikalproduktionen in
Prozent der Kontrolle ermittelt. Der Effekt von Iberogast ® wurde einerseits als
Summe der Effekte der Einzelextrakte, entsprechend den Konzentrations-
verhéltnissen in Iberogast ®, berechnet, andererseits direkt gemessen. Der
berechnete Wert betrug 44,2 %, der gemessene 28,5 %. Dieses Ergebnis
deutet darauf hin, dass die antioxidative Wirkung der Mischung aktivierend
verstarkt wird (Abb. 22).
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Abb. 22: Lungenmodell: Untersuchung zu pharmakologischen Wechselwirkungen

zwischen den Einzelextrakten von Iberogast ©
Endkonzentration der Extrakte 9,8 pl/ml
[MW, jeweils n = 3 bis 4]

4.1.3.3 Untersuchung mittels des Leukozytenmodells

Auch im Leukozytenmodell wurden die Wechselwirkungen zwischen den
Einzelextrakten in Iberogast ® untersucht. Die Extrakte wurden in einer einheit-
lichen Endkonzentration von 3,3 ul/ml eingesetzt und die Effekte sowohl auf die
basale Radikalproduktion als auch auf den Aktivierungsgrad nach Zymosan-
stimulation untersucht. Die verbleibende Radikalproduktion von Iberogast ®
wurde als Summe der Einzeleffekte der verschiedenen Extrakte berechnet und
mit dem gemessenen Wert von Iberogast® verglichen. Fir die basale
Radikalproduktion betrug der berechnete Wert 51,8 %, der gemessene 27,0 %
(Abb. 23). Diese Daten deuten auf supraadditive Wechselwirkungen zwischen
den Einzelextrakten hin. Nach Zusatz von Zymosan war kein so deutlicher
Unterschied fiir die berechnete und gemessene verbleibende Stimulierbarkeit
feststellbar (berechnet 53,4 %, gemessen bei 43,7 %) (Abb. 24).
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Leukozytenmodell (basale Radikalproduktion): Untersuchung zu
pharmakologischen Wechselwirkungen zwischen den Einzelextrakten von
Iberogast ©
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Leukozytenmodell (Radikalproduktion nach Zymosan): Untersuchung
zu pharmakologischen Wechselwirkungen zwischen den Einzelextrakten
von lberogast ®

Endkonzentration der Extrakte 3,3 pl/ml, [MW, SD, n = 4]
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4.2 Untersuchungen zur Wirkung von Extrakten aus
Weidenrinde, Teufelskrallenwurzel und Brenn-
nesselblattern

4.2.1 Radikalfangende Effekte der Extrakte aus Weidenrinde,
Teufelskrallenwurzel und Brennnesselblattern in
verschiedenen Testsystemen

In unterschiedlichen radikalbildenden Systemen sollten die radikalfangenden
Eigenschaften von Trockenextrakten aus Weidenrinde, Teufelskrallenwurzel
und Brennnesselblattern, die als Antirheumatika Verwendung finden, untersucht

werden.

4.2.1.1 Radikalproduktion durch AAPH

Auch bei der Untersuchung der Trockenextrakte aus Weidenrinde (wassrig und
ethanolisch), Teufelskrallenwurzel und Brennnesselblattern mittels der AAPH-
Reaktion wurde zur Quantifizierung des radikalfangenden Potentials die
Ausloschzeit verwendet, zum Vergleich der Extrakte untereinander die
Steigungen der jeweiligen Regressionsgeraden. Alle vermessenen Extrakte
fingen die durch AAPH produzierten Radikale ab, wobei dieser Effekt
dosisabhangig war und im untersuchten Konzentrationsbereich streng linear
verlief (Abb. 25). Der wassrige und der ethanolische Weidenrindenextrakt
zeigten ein annahernd gleiches antioxidatives Verhalten (Steigung der RG 3,5
bzw. 3,2), der Teufelskrallenextrakt war etwas weniger stark wirksam (Steigung
der RG 1,8), gefolgt vom Brennnesselblatterextrakt (Steigung der RG 0,2), der
den schwachsten Effekt hatte. Im Vergleich zum Vitamin-E-Analogon Trolox
waren alle diese Extrakte deutlich weniger wirksam (Ausloschzeiten von 7 bis
29 min bei einer Konzentration von 0,5 bis 2,5 pg/ml, Steigung der RG 11,0).

Die in der Weidenrinde vorkommenden Saligeninglykoside haben Prodrug-
Charakter und werden im Korper in ihre Wirkform, die Salicylsdure, umgesetzt.
Salicylsdure selbst zeigte im Konzentrationsbereich von 0,002 pg/ml bis
197 pg/ml in der AAPH-Reaktion keine antioxidativen Eigenschaften, sodass
andere Inhaltsstoffe der Extrakte fur die radikalfangenden Eigenschaften

verantwortlich sein missen (Ergebnisse nicht dargestellt).
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Abb. 25: AAPH-Reaktion: Ausléschzeiten des wassrigen und ethanolischen
Weidenrindenextraktes und der Extrakte aus Teufelskrallenwurzel und
Brennnesselblattern in Abh&angigkeit der Konzentration
[MW, n = 2]

4.2.1.2 Radikalproduktion durch das Xanthin/ Xanthinoxidase-System

Wie auch bei Iberogast® und seinen Einzelextrakten sollte im Xanthin/ -
Xanthinoxidase-Test untersucht werden, inwieweit die Trockenextrakte aus
Weidenrinde, Teufelskrallenwurzel und Brennnesselblattern spezifisch Super-
oxid-Radikale abfangen. Um die Konzentration bei einer Restaktivitat von 50 %
(IC50) zu bestimmen, wurden alle Extrakte bei mindestens funf Konzentra-
tionen je dreimal vermessen. Die eingesetzten Konzentrationen waren auf
Grund der unterschiedlichen Wirksamkeit der Proben sehr verschieden und
lagen zwischen 0,002 pug/ml und 1100 pug/ml. Die Standardabweichung lag im
Mittel bei circa 5 % des Mittelwertes. Wie Abb. 26 zeigt, hatte der wassrige
Weidenrindenextrakt (IC 50 4,8 ug/ml) den starksten antioxidativen Effekt,
gefolgt vom ethanolischen Weidenrindenextrakt (IC 50 8,5 pg/ml) und vom
Extrakt aus Teufelskrallenwurzel (IC 50 11 pg/ml). Auch in diesem Testsystem

war der Brennnesselblatterextrakt am wenigsten wirksam (IC 50 60 pug/ml). Die
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Vergleichsmessungen mit Trolox und Salicylsdure ergaben, dass ersteres eine
IC 50 von 1,5 ug/ml aufwies, wéhrend Salicylsaure in Konzentrationen unter
100 ng/ml  keine radikalfangende Eigenschaften zeigte (Ergebnisse nicht
dargstellt).
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Abb. 26: Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion: [IC 50 der Trockenextrakte aus
Weidenrinde (wassrig und ethanolisch), Teufelskrallenwurzel, Brenn-
nesselblattern und Trolox
Die Séaulen stellen graphisch ermittelte Werte dar (siehe Abb. 3).

4.2.1.3 Radikalproduktion in exzidierten Praparaten aus Schweinelunge

Die Extrakte aus Weidenrinde, Teufelskrallenwurzel und Brennnesselblattern
wurden auch im Lungen-Inflammationsmodell auf ihre radikalfangenden Eigen-
schaften untersucht. Die Extrakte wurden jeweils in 4 Konzentrationen ver-
messen (190 pg/ml bis 1 pug/ml), allerdings ist in Abb. 27 nur die Konzentration
von 19 ug/ml dargestellt, da bei 190 pg/ml die Lésungsmitteleinfliisse sehr stark
waren und bei den tieferen Konzentrationen (4 und 1 pg/ml) nur schwache
Extrakt-Effekte zu sehen waren. Sowohl der wassrige, als auch der ethano-
lische Weidenrindenextrakt besafl’en in diesem Testsystem radikalfangende

Eigenschaften: Die verbleibende Radikalproduktion betrug beim wéassrigen
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Weidenrindenextrakt 72 %, beim ethanolischen 75,6 %. Dagegen zeigten die
Extrakte aus Teufelskrallenwurzel und Brennnesselblattern keine antioxidativen
sondern eher prooxidative Effekte (verbleibende Radikalproduktion 122,5 %
bzw. 112,8 %). In der hoheren Konzentration (190 pg/ml) fing der Brenn-
nesselblatterextrakt jedoch im Gegensatz zum Extrakt aus Teufelskrallenwurzel
Radikale ab (Ergebnisse nicht dargestellt).
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Abb. 27: Lungenmodell: Effekte der Extrakte aus Weidenrinde (wassrig und
ethanolisch), Teufelskrallenwurzel und Brennnesselblattern auf die
Radikalproduktion durch Lungengewebe
Endkonzentration der Extrakte 19 pug/ml
[MW, SD, n = 3 bis 4]



Ergebnisse 65

4.2.1.4 Radikalproduktion von Leukozyten in Vollblut

Um den Einfluss der Extrakte auf die Radikalproduktion von humanen Leuko-
zyten zu untersuchen, wurden die Extrakte aus Weidenrinde, Teufelskrallen-
wurzel und Brennnesselblattern zunachst an Vollblut getestet. Vermessen
wurden sowohl die Extrakte (Endkonzentration 38,8 ug/ml) als auch DMSO, das
zum LoOsen der Extrakte aus Teufelskrallenwurzel und Weidenrinde

(ethanolisch) verwendet wurde.

Im ersten Teil des Versuchs wurde der Effekt der Extrakte auf die basale
Radikalproduktion von Vollblut untersucht, dargestellt in Abb. 28. Die Extrakte
aus Brennnesselblattern und Teufelskrallenwurzel waren unwirksam. Dagegen
zeigten beide Weidenrindenextrakte eine deutliche antioxidative Wirkung: Der
wassrige Weidenrindenextrakt senkte die verbleibende Radikalproduktion auf
48,6 %, der ethanolische Weidenrindenextrakt auf 54,2 %.
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Abb. 28: Vollblutmodell: Einfluss der Extrakte aus Weidenrinde, Teufelskrallen-
wurzel und Brennnesselblattern auf die basale Radikalproduktion von
Vollblut
Endkonzentration der Extrakte 38,8 pg/ml
[MW, SD, n = 4]
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Im zweiten Teil des Versuchs, in dem die Blutzellen mit Zymosan stimuliert
wurden, hatten sowohl der waéssrige Weidenrindenextrakt (verbleibende
Stimulierbarkeit 53,1 %) als auch der ethanolische Weidenrindenextrakt
(verbleibende Stimulierbarkeit 39,3 %) einen hemmenden Einfluss auf die
Radikalproduktion. Der Brennnesselblatterextrakt, der keinen Einfluss auf die
basale Radikalproduktion zeigte, verringerte die verbleibende Stimulierbarkeit
der Blutzellen nach Zugabe von Zymosan auf 79,6 %. Fir den Extrakt aus
Teufelskrallenwurzel konnte kein antioxidativer, sondern ein deutlich prooxi-
dativer Effekt gefunden werden (verbleibende Stimulierbarkeit 121 %)
(Abb. 29).
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Abb. 29: Vollblutmodell: Einfluss der Extrakte aus Weidenrinde, Teufelskrallen-
wurzel und Brennnesselblattern auf die Radikalproduktion von Vollblut
nach Stimulation mit Zymosan
Endkonzentration der Extrakte 38,1 pg/ml
[MW, SD, n = 4]
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4.2.1.5 Radikalproduktion von isolierten Leukozyten

Die mit den Extrakten an Vollblut erhaltenen Ergebnisse sollten nun an
isolierten Leukozyten udberprift werden, wobei die untersuchten Extrakt-
konzentrationen zwischen 2 und 39 pug/ml lagen. In Abb. 30 ist der Einfluss der
Extrakte auf die basale Radikalproduktion in [%] der Kontrolle dargestellt. Der
Brennnesselblatterextrakt zeigte keinen antioxidativen Effekt auf die basale
Radikalproduktion der Buffy-Coat-Zellen, sondern mit steigender Konzentration
einen deutlich prooxidativen. Die Radikalproduktion stieg bei einer Konzen-
tration von 37 pg/ml auf 143,6 % an. Der wassrige Weidenrindenextrakt hatte
geringe radikalfangende Eigenschaften; er senkte in der h6chsten vermessenen
Konzentration (39 pg/ml) die verbleibende Radikalproduktion auf 81,8 %. Der
ethanolische Weidenrindenextrakt war deutlich starker wirksam (verbleibende
Radikalproduktion 56,0 % bei einer Konzentration von 39 ug/ml). Der Extrakt
aus Teufelskrallenwurzel hatte bei einer Konzentration von 10 pg/ml einen leicht
prooxidativen Effekt, bei einer Konzentration von 39 pg/ml aber einen deutlich
antioxidativen (verbleibende Radikalproduktion 38,3 %). Trolox senkte in einer

Konzentration von 2,6 pg/ml die Radikalproduktion auf 74,1 %.
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Abb. 30: Leukozytenmodell: Einfluss der Extrakte aus Weidenrinde, Teufels-
krallenwurzel und Brennnesselblattern auf die basale Radikalproduktion
von Leukozyten
[MW, SD, n = 4]

Nach Stimulation der Leukozyten mit Zymosan senkten vor allem die Extrakte
aus Weidenrinde (wéassrig und ethanolisch) und der Extrakt aus Brenn-
nesselblattern die verbleibende Radikalproduktion der Leukozyten mit steigen-
der Konzentration immer mehr (Abb. 31). In der hochsten vermessenen
Konzentration wurden fir den wassrigen bzw. ethanolischen Weiden-
rindenextrakt (38 ug/ml) und den Brennnesselblatterextrakt (36 pug/ml) verblei-
bende Stimulierbarkeiten von 28,4%, 49,5 % und 39,5 % gefunden. Der Extrakt
aus Teufelskrallenwurzel hatte nur geringe Effekte auf die verbleibende
Stimulierbarkeit (bei 38 pg/ml 81,4 %), wahrend Trolox (2,5 ug/ml) diese auf
61,7 % senkte.
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Abb. 31: Leukozytenmodell: Einfluss der Extrakte aus Weidenrinde, Teufels-

krallenwurzel und Brennnesselblattern auf die Radikalproduktion von
Leukozyten nach Stimulation mit Zymosan
[MW, SD, n = 4]
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4.2.2 Radikalfangende Effekte des wassrigen Weidenrinden-
extraktes und seiner unterschiedlich polarer Fraktionen
in verschiedenen Testsystemen

Der wassrige Weidenrindenextrakt (WEI (w)) wurde durch Extraktion mit
Losungsmitteln unterschiedlicher Polaritéat (Toluol, Ethylacetat, Butanol und
Ethanol) fraktioniert. Die daraus resultierenden Fraktionen A, B, C, D und die
verbleibende wassrige Fraktion E wurden auf ihr radikalfangendes Potential in

verschiedenen Testsystemen untersucht.

4.2.2.1 Radikalproduktion durch AAPH

In der AAPH-Reaktion, bei der wiederum die Ausloschzeit zur Quantifizierung
des antioxidativen Verhaltens herangezogen wurde, zeigten die Fraktionen A
und B, die mit apolaren Extraktionsmitteln gewonnen wurden, starkere radikal-
fangende Eigenschaften als der Gesamtextrakt WEI (w). Die Fraktionen C, D
und E, gewonnen mit polaren Extraktionsmitteln, waren dagegen weniger
wirksam als der Gesamtextrakt (Abb. 32). Auch bei den Fraktionen A bis E
waren die radikalfangenden Effekte dosisabhéngig und streng linear. Die
Steigungen der Regressionsgeraden  betrugen bei  Fraktion A 17,6,
Fraktion B 13,4, Trolox 11,0, WEI (w) 3,5, Fraktion C 2,1, Fraktion E 1,6 und bei
Fraktion D 0,7.
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Abb. 32: AAPH-Reaktion: Ausléschzeiten des wassrigen Weidenrindenextraktes
und seiner Fraktionen A bis E in Abhangigkeit der Konzentration
[MW, n = 2]

4.2.2.2 Radikalproduktion durch das Xanthin/ Xanthinoxidase-System

Mittels des Xanthin/ Xanthinoxidase-Testsystems wurde auch fur die Fraktionen
A bis E die IC 50 ermittelt und somit das antioxidative Potential speziell bei
Anwesenheit von Superoxid-Radikalen. Die IC 50 der Fraktionen wurden in
mindestens acht verschiedenen Konzentrationen (zwischen 0,8 ug/ml und
16,7 pg/ml) jeweils dreimal bestimmt. Die Standardabweichung lag im Mittel bei
6 % des Mittelwertes. Auch in diesem Testsystem waren die Fraktionen A und
B, gewonnen mit apolaren Lésungsmitteln, starker, die Fraktionen C, D und E
schwacher wirksam als der Gesamtextrakt WEI (w). Die Fraktionen A bzw. B
waren mit einer IC 50 von 1,3 bzw. 1 pg/ml starker wirksam als das Vitamin-E-
Analogon Trolox (IC 50 1,5 pug/ml). Die geringsten radikalfangenden Eigen-
schaften hatte Fraktion D mit einer IC50 von circa 37,5 pug/ml (Wert
extrapoliert) (Abb. 33).
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Abb. 33: Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion: IC 50 des wéssrigen Weidenrinden-
extraktes und der Fraktionen A bis E
Die Saulen stellen graphisch ermittelte Werte dar (siehe Abb. 3).

4.2.2.3 Radikalproduktion in exzidierten Préaparaten aus Schweinelunge

Als weitere Analyse wurden die isolierten Fraktionen A bis E im Konzentrations-
bereich von 1 pug/ml bis 19 pg/ml auch im Lungen-Inflammationsmodell
getestet. In Abb. 34 ist die verbleibende Radikalproduktion in [%] der Kontrolle
fur den Gesamtextrakt (WEI (w)) und seine Fraktionen A bis E in einer
Konzentration von 19 pg/ml dargestellt. In tieferen Konzentrationen traten nur
geringe Extrakt-Effekte auf. Wie auch in der AAPH-Reaktion und in der
Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion zeigten die Fraktionen A und B mit einer
verbleibenden Radikalproduktion von 30,2 % und 24,8 % deutlich starkere
antioxidative Effekte als der Gesamtextrakt (verbleibende Radikalproduktion
72 %), die Fraktionen C, D und E waren schwécher wirksam als der
Gesamtextrakt. Fraktion C war mit einer verbleibenden Radikalproduktion von
91,4 % noch minimal antioxidativ wirksam, die Fraktionen D und E zeigten

sogar ein prooxidatives Verhalten (121,2 % und 151,4 %).
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Abb. 34: Lungenmodell: Effekte des wassrigen Weidenrindenextraktes und seiner
Fraktionen A bis E auf die Radikalbildung durch Lungengewebe
Endkonzentration der Extrakte 19 pg/ml
[MW, SD, n = 3 bis 4]

Um Rickschlusse auf Inhaltsstoffe der Fraktionen A bis E ziehen zu kdnnen,
wurden HPLC-Analysen von Frau Dr. K. Berger-Biter, Pharmazeutische Biolo-
gie, Universitat Basel durchgefuhrt. Die dazugehorigen Chromatogramme sind
in Abb. 35 dargestellt (Jaggi et al., 2003). Sowohl in der AAPH-Reaktion, in der
Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion als auch im Lungen-Inflammationsmodell
wurde deutlich, dass sich die fir die radikalfangenden Eigenschaften verant-
wortlichen Inhaltsstoffe in den Fraktionen anreicherten, die mit apolaren
Extraktionsmitteln gewonnen wurden (Fraktion A und B). Die Fraktionen C, D
und E, die mit polaren Losungsmitteln gewonnen wurden, zeigten schwachere
radikalfangende Eigenschaften. Daher scheinen vor allem Flavonoide und Poly-

phenole fur den radikalfangenden Effekt verantwortlich zu sein.
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HPLC-Chromatogramme der Fraktionen A bis E (Jaggi et al., 2003)
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4.2.3 Korrelation von chromatographischer Analyse und
radikalfangenden Eigenschaften bei verschiedenen
Weidenrindenextrakten

Um chemische Analyse und pharmakologische Wirkungen von Multikompo-
nentensystemen zu korrelieren, bzw. letztere aus ersteren vorhersagen zu
kénnen, wurden in einer Kooperation mit Frau Dr. K. Wuthold, Institut fur
Pharmazeutische Chemie, Universitat Tubingen, chromatographische Daten
(HPTLC und HPLC) mit den Ergebnissen aus der AAPH- und der Xanthin/ -
Xanthinoxidase-Reaktion verschiedener Weidenrindenextrakte mit Hilfe der
multivariaten Datenanalyse in Zusammenhang gebracht (Wuthold, 2004). Die
Extrakte wurden in der AAPH-Reaktion in Konzentrationen von 0,63 bis
20 pg/ml, in der Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion in Konzentrationen von 0,52
bis 166,7 pg/ml vermessen. Zur Charakterisierung der radikalfangenden
Eigenschaften diente in der AAPH-Reaktion die Steigung der Regressions-
geraden, in der Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion die relative Aktivitat [%] bei
einer Extraktkonzentration von 2,1 pug/ml (Tab. 20). Drei Extrakte wurden nicht
in die Korrelation eingeschlossen, sie dienten zur externen Validierung des Ver-
fahrens (Tab. 21).
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Tab. 20: AAPH- und Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion: pharmakologische
Daten der Weidenrindenextrakte, die in die multivariate Datenanalyse ein-
flossen
[Xanthin/ Xanthinoxidase: MW, SD, n = 3; AAPH: Steigung der RG,
BestimmtheitsmaR R?]

Extrakte fiir MyD 2anthin/ Xanthin- AAPH-Reaktion
oxidase-Reaktion
relative Aktivitat [%] bei Steigung der
einer Extraktkonzen- Regressions-
tration von 2,1 ug/ml geraden
WEI 01 76,4+ 1,8 4,0 R°=0,9968
WEI 02 62,9+2,6 4,5 R?=0,9978
WEI 03 87,3+10,1 2,8 R*=0,9955
WEI 04 875+54 1,0 R*=0,9991
WEI 05 60,7+ 2,1 2,9 R?=0,9991
WEI 06 71,7+ 3,2 3,0 R?=0,9980
WEI 07 64,7+1,2 2,1 R*=0,9752
WEI 08 86,4+24 0,9 R?=0,9982
WEI 09 78554 3,2 R?=0,9965
WEI 11 79,6 £ 3,2 3,0 R?=0,9968
WEI 13 959+1,1 1,0 R*=0,9965
WEI 15 857+1,7 4,5 R?=0,9992
WEI 16 91,0+£7,9 2,7 R*=0,9966
WEI 17 90,7 +5,8 1,9 R*=0,9989
WEI 18 81,3+3,6 3,9 R?=0,9949
WEI 19 73,7 +3,7 3,4 R?=0,9955
WEI 20 26,3+ 3,2 5,2 R*=0,9998
WEI 21 21,8+1,8 6,5 R*=0,9997
WEI 22 71,3+5,1 3,0 R?=0,9983

Tab. 21: AAPH- und Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion: pharmakologische
Daten der Weidenrindenextrakte, die zur externen Validierung dienten
[Xanthin/ Xanthinoxidase: MW, SD, n = 3; AAPH: Steigung der RG,
BestimmtheitsmaR R?]

Extrakte fur MVD Xa_nthln/ Xanth_ln- AAPH-Reaktion
oxidase-Reaktion

relative Aktivitat [%] bei Steigung der

einer Extraktkonzen- Regressions-
tration von 2,1 pg/ml geraden
WEI 10 85,1+4,9 2,5 R*=0,9995
WEI 12 82,6 £5,4 2,8 R*=0,9989

WEI 14 96,2+ 3,0 0,7 R?>=0,9991
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In den Abbildungen Abb. 36 bis Abb. 39 sind jeweils die Regressionsgeraden
fur die Kalibrierungen und die Validierungen zwischen pharmakologischen und
analytischen Daten dargestellt. Angegeben sind jeweils die Steigung der
Regressionsgeraden (Slope), der Achsenabschnitt (Offset) und der Korrela-
tionskoeffizient (Corr), wobei in den Abbildungen der obere Wert immer fur die

Kalibrierung, der untere Wert immer fiir die Validierung steht.
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Abb. 36: PLS-1 Regressionsgeraden (HPTLC/ Xanthin/ Xanthinoxidase-Reak-
tion)
(Wuthold, 2004)
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(Wuthold, 2004)
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Abb. 39: PLS-1 Regressionsgeraden (HPLC/ AAPH-Reaktion)
(Wuthold, 2004)

Es konnte gezeigt werden, dass sich die chromatographischen Daten gut mit
den pharmakologischen Daten korrelieren lassen. Die Korrelationskoeffizienten
lagen fur die Kalibrierung zwischen 0,973 und 0,993. Die Ergebnisse der Full
Cross Validierung lieRen fur das gewahlte Modell eine gute Vorhersage
aufgrund des ,Root mean square error of prediction” erwarten. Die Korrelations-
koeffizienten fur die Validierung lagen zwischen 0,944 und 0,982. Auch bei der
externen Validierung mittels der Testproben WEI 10, 12, 14 wurden gute
Vorhersagewerte erzielt (Abb. 40, Abb. 41).
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AAPH-Reaktion: Vorhersage der pharmakologischen Testergebnisse
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Abb. 40:
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Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion: Vorhersage der pharmakologischen

Testergebnisse (Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion) der Extrakte WEI 10,

Abb. 41:
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4.3 Untersuchungen zur Wirkung von Phytodolor ©
(STW 1) und seiner Komponenten

43.1 Effekte von Phytodolor ® und seiner Einzelextrakte auf
die Radikalproduktion durch AAPH

Phytodolor ® und seine Einzelextrakte aus Eschenrinde, Zitterpappelrinde und —
blattern und Goldrutenkraut wurden in der AAPH-Reaktion auf ihre radikal-
fangenden Eigenschaften untersucht. Daflr wurden alle Extrakte in jeweils vier
Konzentrationen (0,025 bis 0,2 pl/ml) vermessen und die Ausloschzeiten
bestimmt. Die untersuchten Extrakte zeigten dosisabh&ngig einen antioxida-
tiven Effekt, der im untersuchten Konzentrationsbereich streng linear verlief. Am
wirksamsten war der Eschenrindenextrakt (Steigung der RG 165,7), gefolgt
vom Zitterpappelextrakt (Steigung der RG 114,6) und Phytodolor ® (Steigung
der RG 111,8). Der Extrakt aus Goldrutenkraut hatte das geringste radikal-
fangende Potential (Steigung der RG 47,0), wobei die Ausloschzeit bei einer
Konzentration von 0,2 pl/ml immer noch 10,1 min betrug, was der Ausléschzeit

einer 3 uM Trolox-Ldsung entspricht (Abb. 42).
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Abb. 42: AAPH-Reaktion: Ausldschzeiten von Phytodolor ® und seiner Einzel-
extrakte in Abhangigkeit der Konzentration
[MW, n =2]
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4.3.2 Wechselwirkungen zwischen den Einzelextrakten in
Phytodolor ®, ermittelt durch die AAPH-Reaktion

Um die Wechselwirkungen zwischen den Einzelextrakten in Phytodolor ® zu
untersuchen, standen 21 verschiedene Mischungen (PHY M1 bis PHY M21) zur
Verfigung mit jeweils unterschiedlichen Anteilen der drei Einzelextrakte aus
Pappel, Goldrutenkraut und Eschenrinde. Bei diesen 21 Mischungen wurden in
der AAPH-Reaktion fir die Konzentration 0,2 pl/ml die Ausldschzeiten be-
stimmt. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Wie in Kapitel
4.3.1 beschrieben, wurden fir die Einzelextrakte aus Pappel, Eschenrinde und
Goldrutenkraut die Ausldschzeiten in einer Konzentration von 0,2 ul/ml bereits
ermittelt (Ausloschzeiten Pappel 23,1 min, Esche 32,7 min, Goldrute 10,1 min).
Mit Hilfe dieser Ergebnisse wurden die Ausloschzeiten der 21 Mischungen
berechnet und mit den gemessenen Werten verglichen. In Abb. 43 sind die
gemessenen und die berechneten Ausléschzeiten fir jede Mischung
dargestellt. Bei den Mischungen PHY M8, PHY M11, PHY M15, PHY M16
lagen die gemessenen und die berechneten Werte so nah beieinander, dass
jeweils nur ein Wert zu sehen ist. Auch bei allen Gbrigen Mischungen gab es
nur kleine Unterschiede zwischen den gemessenen und den berechneten
Ausloschzeiten. Diese Befunde deuten auf additive Wechselwirkungen

zwischen den Einzelextrakten hin.
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5 Diskussion

5.1 Iberogast ® und Komponenten

5.1.1  Antioxidative Wirkungen von Iberogast ® und seiner
Einzelextrakte in isolierten und zellularen
radikalbildenden Systemen

Bei zahlreichen Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes, wie Reizmagen,
Reizdarm und Gastritis spielt die Entziindungsreaktion eine wichtige Rolle
(Barbara et al., 2002; Collins et al., 2001; Gwee et al., 2003). Haufig werden zu
deren Behandlung Phytopharmaka, wie zum Beispiel Iberogast ®, eingesetzt.
Da bei Entziindungen ROS von Bedeutung sind, kénnten radikalfangende
Eigenschaften der eingesetzten Arzneimittel zur therapeutischen Wirkung bei-

tragen.

Es konnte in rein chemischen so wie in zellularen Testsystemen gezeigt wer-
den, dass Iberogast ® und seine Einzelextrakte Radikale abfangen. In ersteren
waren die Extrakte aus Pfefferminz- und Melissenblattern am starksten, die aus
SufRholzwurzel und der Iberis amara am schwachsten wirksam. Die ubrigen
Einzelextrakte und Iberogast ® selbst befanden sich beziiglich der Wirkstérke im
Mittelfeld. Bemerkenswert ist die sehr ahnliche Verteilung der antioxidativen
Potentiale der Extrakte in beiden Testsystemen, da in der AAPH-Reaktion und
in der Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion verschiedene Spezies an Radikalen
gebildet werden. Die Extrakte fangen also sowohl Kohlenstoff zentrierte
Radikale (AAPH-Reaktion) als auch Superoxid-Radikale (Xanthin/ -

Xanthinoxidase-Reaktion) ab.

Auch im Lungenmodell konnte eine &hnliche Verteilung bezuglich der
Wirksamkeit gefunden werden: Die Extrakte aus Pfefferminz- und Melissen-
blattern hatten das stérkste, der Iberisextrakt das schwachste antioxidative
Potential. Eine etwas andere Verteilung wurde im Leukozytenmodell gefunden.
Dort bewirkte der Kamillenblitenextrakt die starkste Hemmung der basalen
Radikalproduktion, wobei auch die Extrakte aus Pfefferminz- und Melissen-
blattern noch stark wirksam waren. Kiimmel war in diesem Test im Vergleich zu

den vorherigen Tests auffallend wenig wirksam. Der Pfefferminzblatterextrakt
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zeigte auf die Radikalproduktion nach Stimulation mit Zymosan den deut-
lichsten hemmenden Effekt, der Extrakt aus Mariendistel war am schwachsten

wirksam.

Durch diese Untersuchungen kénnen Riuckschlisse auf die Wirkmechanismen
gezogen werden, was an zwei Beispielen deutlich gemacht werden soll. Der
Extrakt aus Pfefferminzblattern, der auch in den chemischen Systemen stark
wirksam war, hatte im Leukozytenmodell sowohl auf die basale Radikal-
produktion als auch auf die Radikalproduktion nach Stimulation mit Zymosan
einen stark hemmenden Einfluss. Man kann daher annehmen, dass diese
ausgepragte Wirkung eher durch radikalfangende Mechanismen als durch eine
Hemmung der Aktivierung der Leukozyten zustande kommt. Der Kimmel-
frichteextrakt dagegen hatte kaum einen Effekt auf die basale Radikal-
produktion, reduzierte aber die Radikalproduktion nach Stimulation mit Zymo-
san deutlich. Hier kommt als Wirkmechanismus eher eine Hemmung der

Aktivierung der Leukozyten in Frage als radikalfangende Eigenschaften.

Beachtet werden sollte beim Leukozytenmodell, dass nicht mit vollstandig
gereinigten Leukozyten gearbeitet wurde, sondern mit Buffy-Coat-Zellen, die
noch kleine Mengen an anderen Blutbestandteilen enthielten. Diese konnten
eventuell auch mit freien Radikalen oder den Extrakten reagieren und so das

Ergebnis verandern. Fir alle Extrakte herrschten aber gleiche Bedingungen.

Ahnliche Studien wurden von Schempp et al. mit einem Myeloperoxidase-
Modell durchgefiihrt. Dabei wurde die Hypochloritbildung einerseits in einem
rein chemischen Testsystem, andererseits in Vollblut durch die Ethenbildung
aus 1-Aminocyclopropan-1-carbonsaure (ACC) verfolgt. In der ersten Reaktion
zeigten die Extrakte aus Iberis, Kamillenbliten, Melissenbléattern, Mariendistel-
frichten und SuRholzwurzel die starkste hemmende Wirkung, der Angelika-
wurzelextrakt war unwirksam, wahrend die Extrakte aus Kummelfriichten,
Pfefferminzblattern und Schoéllkraut prooxidative Effekte zeigten. Dies konnte
auf die Autooxidation von Monoterpenen in den Extrakten zurickgefihrt
werden, bei der Wasserstoffperoxid entsteht. Iberogast ® selbst wirkte in dieser
Reaktion antioxidativ. In der zweiten Reaktion hatte der Iberisextrakt die
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starkste Wirkung. Gute Hemmwirkungen wurden ebenfalls fir die Extrakte aus
Kamillenbliten und Melissenblattern gefunden, mittlere fur die Extrakte aus
Pfefferminzblattern und Angelikawurzel, wahrend die Ubrigen Einzelextrakte

praktisch unwirksam waren (Schempp et al., 2004).

Es wird deutlich, dass pflanzliche Extrakte in verschiedenen Testsystemen
unterschiedlich starke Wirkungen beziglich ihrer radikalfangenden Eigen-
schaften zeigen kénnen. So war zum Beispiel der Iberisextrakt bei den Unter-
suchungen von Schempp et al. der wirksamste Extrakt, wahrend in den in
dieser Arbeit vorgestellten Modellen der Iberisextrakt im Allgemeinen nur sehr
schwach wirksam war, mit Ausnahme im Leukozytenmodell nach Stimulation
mit Zymosan. Da anzunehmen ist, dass auch in vivo unterschiedliche Spezies
von Radikalen aus unterschiedlichen Quellen wirksam werden, mussen also zur
Beschreibung der antioxidativen Eigenschaften von Phytopharmaka immer
verschiedene Testsysteme eingesetzt werden.

Fur Iberogast ® und seine Komponenten lasst sich sagen, dass sich Iberogast ®

selbst in den verschiedenen Testsystemen als radikalfangend erwiesen hat,
wobei die Einzelextrakte quantitativ sehr unterschiedlich stark wirksam waren.
Man kann annehmen, dass diese Wirkungen auch zum therapeutischen Effekt

von Iberogast © beitragen.
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5.1.2  Wechselwirkungen zwischen den Einzelextrakten von
Iberogast ®

Aus dem bisher geschilderten Sachverhalt ergibt sich die Frage, in welcher
Weise die Einzelextrakte zur Gesamtwirkung beitragen und ob Synergieeffekte

dabei eine Rolle spielen.

Sowohl die Berechnung der Ausldschzeit von Iberogast ® aus der der Einzel-
extrakte als auch die Untersuchungen mit Mangelvarianten von Iberogast ® in
der AAPH-Reaktion deuten darauf hin, dass sich in diesem Testsystem die
Wirkungen der Einzelextrakte additiv zur Gesamtwirkung zusammensetzen. Die
Untersuchungen im Lungenmodell und im Leukozytenmodell (basale Radikal-
produktion) dagegen deuten eher auf supraadditive Wechselwirkungen zwi-
schen den Einzelextrakten hin. Dies zeigt sich darin, dass in beiden Systemen
bei der Wirkung auf die nicht stimulierte Radikalproduktion grof3e Unterschiede
zwischen den berechneten und den gemessenen Effekten auftreten — die
gemessene verbleibende Radikalproduktion betragt nur 64 % bzw. 52 % des
berechneten Wertes —, das heif3t, dass supraadditive Wechselwirkungen
vorliegen. Bei der Untersuchung der Extrakte auf die Radikalproduktion nach
Stimulation mit Zymosan betrug der gemessene Wert 82 % des berechneten
Wertes, sodass supraadditive Wechselwirkungen unwahrscheinlich sind. Dieser
Befund koénnte dadurch erklart werden, dass die Radikalproduktion nach
Zymosanstimulation anders reguliert wird und durch die Pflanzenextrakte in
unterschiedlicher Weise beeinflusst wird. Eine Ursache fur das unterschiedliche
Verhalten der Extrakte in den chemischen und zellularen Testmodellen ist
vermutlich die hohere Komplexitat des Lungen- und Leukozytenmodells im
Vergleich zur AAPH-Reaktion. Beide zellularen Modelle bieten den Extrakten
mehr Angriffspunkte und ermoglichen verschiedene Wirkmechanismen.
Ahnliche Effekte traten auch bei der Untersuchung der Synergismen von
Phytodolor © auf (siehe Kapitel 5.3.2).

Auch in anderen Studien mit pflanzlichen Extrakten konnten synergistische anti-
oxidative Effekte gefunden werden (Liu, 2003; Liu, 2004; Shobana and Naidu,
2000).
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Die berichteten Wechselwirkungen bei Mehrstoffgemischen, wie Extrakten oder
Extraktkombinationen, konnen demnach sowohl additiver als auch supra-
additiver Natur sein. Vorteile des Einsatzes von Mehrstoffgemischen kdnnen
sein, dass durch die geringere Dosierung der Einzelkomponenten das
Nebenwirkungsrisiko deutlich reduziert oder sogar eliminiert werden kann und
dass eine grofRere Wirksamkeit erreicht werden kann. Auch in der kon-
ventionellen Arzneimitteltherapie wird dieses Konzept umgesetzt. So stehen
zum Beispiel fur die Hypertonie-Behandlung eine Reihe verschiedener Kombi-
nationspraparate zur Verfiigung (u.a. Triamteren tri-comp. Sandoz ®, Modu-

crin ©).
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5.1.3  Vergleich der antioxidativen Wirkungen von isolierten
Inhaltsstoffen und von Extrakten

In dieser Arbeit wurde fUr einige Extrakte untersucht, inwieweit deren antioxi-

datives Potential durch einzelne, isolierte Inhaltsstoffe erklart werden kann.

Fur den antioxidativen Effekt des Melissenblatterextraktes in der AAPH-Reak-
tion ist zu etwa 40 % die Rosmarinsdure verantwortlich. Die restlichen 60 %
werden von anderen Inhaltsstoffen verursacht (siehe Kapitel 4.1.2.1). In der
Literatur ist beschrieben, dass auch die Inhaltsstoffe Geraniol (Choi et al.,
2000), Kaffeesaure (Raneva et al., 2001), Ferulasdure (Andreasen et al., 2001),
Oleanolsaure und Ursolsaure (Balanehru and Nagarajan, 1991) antioxidative
Eigenschaften besitzen. Aesculetin ist ein starker Inhibitor der Xanthinoxidase
(Chang and Chiang, 1995).

Dagegen leistet die Rosmarinsaure im Pfefferminzblatterextrakt nur einen
geringen Beitrag (ca. 13 %) zur antioxidativen Kapazitat in der AAPH-Reaktion
(siehe Kapitel 4.1.2.1). Menthol als weiterer wichtiger Bestandteil des Extraktes
fing keine Radikale ab. Neben Rosmarinsaure gibt es aber noch weitere
Substanzen im Extrakt, die antioxidative Effekte besitzen, zum Beispiel Kaffee-
saure (Raneva et al., 2001), Ferulasaure (Andreasen et al., 2001) und Pelar-

gonidin (Kahkonen and Heinonen, 2003).

Beim Iberisextrakt tragt Kdmpferol, aber nicht Kdmpferol-3,4’-O-diglucopyrano-
sid-7-O-rhamnopyranosid, in der AAPH-Reaktion zum radikalfangenden Effekt
bei. In der gleichen Reaktion wurden 22 verschiedene lberisextrakte auf ihre
antioxidativen Eigenschaften hin untersucht und die Ausléschzeiten mit den
Gehalten der Inhaltsstoffe Kampferol-3,4’-O-diglucopyranosid-7-O-rhamno-
pyranosid, Cucurbitacin E und |, die von ihrer chemischen Struktur als
potentielle Antioxidantien anzusehen sind, die aber nicht als isolierte Sub-
stanzen zur Verfugung standen, korreliert. Dabei wurde deutlich, dass keiner
dieser Inhaltsstoffe fur die radikalfangenden Effekte verantwortlich ist. Als mog-
liche Antioxidantien in Extrakten aus Iberis amara kommen ein Sinapin-

saureester und Quercetin in Frage (Fabre et al., 2000; Glasser et al., 2002).
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Die antioxidativen Effekte des Kimmelextraktes lassen sich nicht durch den
wichtigen Inhaltsstoff Carvon erklaren. Allerdings enthalt der Kimmelextrakt
Quercetin (Glasser et al., 2002), Hydroxycumarin (Chang and Chiang, 1995),
Chlorogen-, Kaffee-, Ferula- und Sinapinsaure, die alle antioxidative Eigen-
schaften besitzen (Andreasen et al.,, 2001; Jung et al.,, 1999; Raneva et al.,
2001).

Ahnlich verhielt es sich beim Angelikawurzelextrakt, bei dem Osthol in der
AAPH-Reaktion keine Radikale abfing. Auch hier sind in der Literatur flr andere
Inhaltsstoffe wie Umbelliferon, Chlorogensaure und Kaffeesaure antioxidative
Wirkungen beschrieben (Jung et al., 1999; Raneva et al., 2001; Toda, 2002).

Die im Schollkrautextrakt enthaltenen Alkaloide Protopin und Chelidonin waren
in der AAPH-Reaktion unwirksam bzw. zeigten prooxidative Effekte. Ein
alkaloidfreier Schollkrautextrakt hatte in der gleichen Reaktion etwas geringere
radikalfangende Eigenschaften als der alkaloidhaltige Extrakt. Méglicherweise
sind bei der Alkaloidextraktion auch antioxidative Komponenten entfernt
worden. Eine weitere Erklarung konnte sein, dass die Alkaloide zwar selbst
keine radikalfangende Wirkung besitzen, aber die Wirkung der vorhandenen
Substanzen unterstutzen (Franz, 2001).

Das im Suf3holzwurzelextrakt enthaltene Glycyrrhizinsaure-Ammoniumsalz fing
in der AAPH-Reaktion keine Radikale ab. Weitere Inhaltsstoffe wie Liquiriti-
genin, Glabridin und Glabren kénnten allerdings die antioxidative Wirkung des

SuRholzwurzelextraktes erklaren (Aviram and Fuhrman, 1998; Schopke, 2003).

Im Gegensatz zum Mariendistelextrakt, der deutlich radikalfangende Effekte
aufwies, fing Silibinin keine Radikale ab, sondern war prooxidativ wirksam. Fur
weitere Inhaltsstoffe wie Apigenin, Quercetin und Taxifolin sind antioxidative
Effekte beschrieben (Areias et al., 2001; Fuchs and Milbradt, 1993; Glasser et
al., 2002). Allerdings wird in der Literatur auch erwdhnt, dass Silybin unter
bestimmten Bedingungen freie Radikale fangen kann (Silybin A und Silybin B
werden zusammengefasst als Silibinin) (Valenzuela et al., 1986).
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Die Bedeutung der verschiedenen pflanzlichen Antioxidantien fir die gesamte
antioxidative Wirkung kommt auch in einer weiteren Untersuchung zum Aus-
druck, in der gezeigt werden konnte, dass Vitamin C weniger als 0,4 % zur

gesamten antioxidativen Aktivitat von Apfeln beitragt (Liu, 2003).

In weiteren Tests wurden zusatzlich einige isolierte Inhaltsstoffe in der AAPH-
Reaktion auf die Dosisabhéngigkeit ihrer radikalfangenden Eigenschaften
untersucht. Dabei wurde deutlich, dass die Flavonoide Kampferol, Luteolin,
Luteolin-7-glucosid, Apigenin-7-glucosid, Rutin-Trihydrat und Quercetin-
Dihydrat und das Phenylpropanderivat Rosmarinséure gleich stark oder starker
antioxidativ wirksam sind als Trolox. Bemerkenswerterweise fing ein Glycosid
von Kampferol (Kampferol-3,4’-O-diglucopyranosid-7-O-rhamnopyranosid),

keine Radikale ab und Apigenin zeigte in dieser Reaktion prooxidative Effekte.

Diese Untersuchungen belegen, dass in den meisten Féllen die antioxidative
Wirkung eines Extraktes nicht durch einen einzigen Inhaltsstoff beschrieben
werden kann. Extrakte sind Vielstoffgemische und die Wirkung kommt durch die
Gesamtheit aller enthaltenen Substanzen zustande. Die Inhaltsstoffe kdnnen
selbst wirksam sein bzw. die anderen Wirkstoffe in deren Wirkung unterstitzen.
Die Forderung nach Arzneimitteln mit isolierten Pflanzeninhaltsstoffen scheint
daher nicht sinnvoll, dagegen scheint in der weiteren Charakterisierung der

anderen Pflanzeninhaltsstoffe noch ein grof3es Potential zu liegen.
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514 Zur antioxidativen Wirksamkeit und Struktur der
Flavonoide

Flavonoide konnen auf Grund ihrer Eigenschaft als Wasserstoff-Donatoren,
ihrer phenolischen Hydroxylgruppen und chinoiden Ringstruktur als Antioxi-
dantien agieren. Entscheidend daflr ist auch ihr Redoxpotential, wodurch
Substanzen mit hoéherem Redoxpotential wie zum Beispiel Superoxid-,
Hydroxyl- oder Peroxylradikale reduziert werden koénnen. Die Starke der
antioxidativen Kapazitat der Flavonoide hangt von bestimmten strukturellen
Merkmalen ab. Ausgehend von einer Flavan-Grundstruktur sollte am Ring B
eine Catecholstruktur vorliegen. Ferner sollte der Ring C eine Doppelbindung
zwischen Position 2 und 3 haben, verbunden mit einer Ketogruppe an Position
4 und einer Hydroxylgruppe an Position 3. Weitere Hydroxylgruppen verstarken
die radikalfangenden Eigenschaften. Die Bedeutung der Hydroxylgruppen wird
besonders deutlich am Beispiel von Ring B: Gibt es eine zusatzliche
Hydroxylgruppe zu den bereits vorhandenen zwei, so steigt die antioxidative
Kapazitat. Fehlt eine der zwei Hydroxylgruppen, so sinkt die antioxidative
Kapazitat. Glycosylierungen von Hydroxylgruppen kénnen die radikalfangenden
Effekte stark reduzieren (Pietta, 2000; Rice-Evans et al., 2000).

Die antioxidativen Effekte der Flavonoide in der AAPH-Reaktion nahmen in
folgender Reihenfolge ab: Quercetin-Dihydrat, Rutin-Trihydrat, Luteolin-7-
glucosid, Luteolin, Kampferol. Quercetin-Dihydrat erfillt alle oben genannten
Anforderungen fir eine gute antioxidative Wirkung. Da bei Rutin-Trihydrat die
OH-Gruppe an Position 3 durch die Glycosylierung blockiert ist, hatte es nicht
die volle Wirkung wie das Aglykon Quercetin. Luteolin besitzt im Vergleich zu
Quercetin-Dihydrat eine OH-Gruppe weniger (Position 3) und war daher auch
schwécher antioxidativ wirksam. Uberraschend war, dass Luteolin-7-glucosid
starker wirksam war als Luteolin, obwohl durch die Glycosylierung die
Hydroxylgruppe an Position 7 ausgeschaltet ist. Kaémpferol ist in dieser Reihe
am schwéchsten wirksam, da ihm die Catecholstruktur am Ring B fehlt.
Kampferol-3,4’-O-diglucopyranosid-7-O-rhamnopyranosid zeigte in der AAPH-

Reaktion keine Wirkung, was darauf zurlckzufihren sein kénnte, dass hier
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sowohl die OH-Gruppen an den Positionen 3 und 7 als auch an der Position 4’

blockiert waren.

Pietta beschrieb die Trolox-Equivalent-Antioxidant-Capacity (TEAC) fur einige
Flavonoide. Daflr wird die Fahigkeit von Flavonoiden zum Abfangen von
Radikalen aus 2,2’-Azinobis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure) im Vergleich zu
Trolox getestet. Quercetin hatte eine TEAC von 4,7 mM, Luteolin von 2,09 mM,
Apigenin von 1,45 mM und Kampferol von 1,34 mM. Es wurde also eine sehr
ahnliche Abstufung in der Wirksamkeit gefunden, mit der Ausnahme, dass

Apigenin in diesem System antioxidativ wirksam war (Pietta, 2000).

Bei Untersuchungen von Hirano et al. fing Apigenin im 1,1-Diphenyl-2-picryl-
hydrazyl-Test keine Radikale ab. In der AAPH-Reaktion war Apigenin prooxi-
dativ wirksam. Am Beispiel von Apigenin wird wieder deutlich, dass Substanzen
je nach Testsystem und somit abhé&ngig vom Redoxpotential der Komponenten

verschiedene Wirkungen zeigen kénnen (Hirano et al., 2001).

Gerade in der Gruppe der Flavonoide und der Phenolcarbonsduren scheinen
besonders viele Substanzen radikalfangende Eigenschaften zu besitzen. Da
diese auch Bestandteile pflanzlicher Extrakte mit entziindungshemmender
Wirkung sind, durften sie auch mit zur antiinflammatorischen Wirkung beitragen.
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5.2 Weidenrindenextrakte im Vergleich zu Extrakten
aus Teufelskralle und Brennnesselblattern

5.2.1  Antioxidative Wirkungen von Extrakten aus Weidenrinde,
Teufelskrallenwurzel und Brennnesselblattern in
isolierten und zellularen radikalbildenden Systemen

Extrakte aus Weidenrinde, Teufelskrallenwurzel und Brennnesselblattern wer-
den haufig zur Behandlung entzindlicher Erkrankungen des Bewegungs-
apparates eingesetzt. Da bei diesen Krankheiten reaktive Sauerstoffspezies
eine wichtige Rolle spielen, stellte sich die Frage, ob bei allen drei Extrakten

antioxidative Eigenschaften festgestellt werden kdnnen.

Dazu wurden die zu untersuchenden Extrakte in den verschiedenen Test-

systemen charakterisiert.

In den rein chemischen Testsystemen, wie der AAPH- und der Xanthin/ -
Xanthinoxidase-Reaktion, zeigten sowohl der wassrige als auch der etha-
nolische Extrakt aus Weidenrinde die starksten radikalfangenden Effekte,
gefolgt vom Extrakt aus Teufelskrallenwurzel. Mit Abstand am wenigsten
wirksam war der Brennnesselblatterextrakt. Insgesamt fingen aber alle vier
Extrakte in beiden Systemen Radikale ab. Interessant dabei ist, dass die
Extrakte im Vergleich untereinander in beiden Testsystemen eine &hnliche
Abstufung der Wirksamkeit zeigten. Die Extrakte scheinen also bezuglich der

Interaktion mit den Radikalen sehr unselektiv zu sein.

In einem Testsystem, bestehend aus der Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion,
aber mit der Oxidation von Hydroxylamin zu Nitrit als Analysenparameter,
wurde von Milde (2004) eine &hnliche Abstufung der Wirksamkeit gefunden: Die
Extrakte aus Weidenrinde und Teufelskrallenwurzel hemmten die Nitrit-Bildung
signifikant, der Brennnesselblatterextrakt war nur schwach wirksam (Milde,
2004).

Im komplexeren Lungenmodell senkten nur der ethanolische und der wassrige
Weidenrindenextrakt die verbleibende Radikalproduktion, die Extrakte aus

Teufelskrallenwurzel und Brennnesselblattern erhohten sie.
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Im Vollblutmodell zeigten die Extrakte aus Teufelskrallenwurzel und Brenn-
nesselblattern keine Effekte auf die basale Radikalproduktion. Diese wurde nur
durch die Weidenrindenextrakte gesenkt. Nach Stimulation der Blutleukozyten
mit Zymosan waren die Extrakte aus Weidenrinde und Brennnesselblattern
antioxidativ wirksam, der Teufelskrallenwurzelextrakt dagegen erhohte die
Radikalproduktion. Im Leukozytenmodell wiesen die Extrakte aus Weidenrinde
(ethanolisch) und Teufelskrallenwurzel im Bezug auf die basale Radikal-
produktion den starksten antioxidativen Effekt auf. Der Brennnessel-
blatterextrakt dagegen steigerte die basale Radikalproduktion. Die Radikal-
produktion nach Stimulation mit Zymosan wurde von den Extrakten aus

Weidenrinde und Brennnesselblattern gesenkt.

Daraus wird deutlich, dass nur die Extrakte aus Weidenrinde eindeutig
radikalfangende Effekte in den zellularen Systemen aufweisen. Fur die Extrakte
aus Teufelskrallenwurzel und Brennnesselblattern sind auf Grund des
unterschiedlichen Verhaltens in den Testmodellen nur begrenzte Aussagen

maoglich.

Welche Inhaltsstoffe kénnten in diesen Extrakten fur die antioxidativen Effekte
verantwortlich sein? Obwohl auch in Extrakten aus Teufelskrallenwurzel und
Brennnesselblattern antioxidative Inhaltsstoffe gefunden wurden (Kampferol,
Luteolin (siehe Kapitel 4.1.2), Quercetin (Glasser et al., 2002), Isorhamnetin
(Yamamoto et al., 1999), Acteosid, Isoacteosid (Chiou et al., 2004; Wong et al.,
2001), Sitosterol (Yoshida and Niki, 2003), Kaffee-, Ferula-, Chlorogensaure
(Andreasen et al., 2001; Jung et al., 1999; Raneva et al., 2001)), soll nur auf

Weidenrinde ndher eingegangen werden.

Weidenrinde enthalt Salicin in Form seiner Ester Tremulacin, Acetylsalicortin
und Salicortin, die aber wéhrend der Extraktion gespalten werden. Im Koérper
kommt es zu einer Glycosidspaltung von Salicin, wobei Saligenin entsteht und
nach anschlielBender Oxidation Salicylsdure. Daneben enthalt Weidenrinde
noch Flavonoide wie Naringenin-, Quercetin-, Luteolin-Glycoside, Chalkone wie
Isosalipurposid, Sé&uren wie Cumar-, Kaffee-, Ferulasdure, Catechin und
Gerbstoffe (Meier, 2004; Wagner et al., 2003; Wichtl, 2002). Fur Naringenin,



Diskussion 97

Quercetin, Luteolin, Catechin und Cumar-, Kaffee- und Ferulasaure sind bereits
antioxidative Effekte nachgewiesen (Andreasen et al., 2001; Glasser et al.,
2002; Milde, 2004; Pietta, 2000; Raneva et al., 2001). Dagegen hatte
Salicylsaure keine oder nur sehr schwache radikalfangende Effekte und scheint
damit fur die antioxidative Wirkung nicht von grol3er Bedeutung zu sein. Durch
die im nachfolgenden Kapitel 5.2.2 weiter diskutierte Untersuchung der
unterschiedlich polaren Fraktionen A bis E konnte festgestellt werden, dass die
Fraktionen, die reich an Flavonoiden und Polyphenolen waren, auch die
starksten antioxidativen Effekte aufwiesen. Zusammen mit den Untersuchungen
zu den isolierten Inhaltsstoffen in den Einzelextrakten von Iberogast ®, durch die
gezeigt werden konnte, dass Flavonoide starke Radikalfanger sein kdnnen,
kann vermutet werden, dass gerade die Flavonoide auch bei der Weidenrinde

fur einen Grol3teil der antioxidativen Wirkung verantwortlich sind.
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5.2.2  Vergleich der antioxidativen Effekte eines Weidenrinden-
extraktes mit denen seiner durch sequentielle Extraktion
entstandenen verschieden polaren Fraktionen

Die verschieden polaren Fraktionen A bis E wurden in verschiedenen Test-
systemen auf ihr radikalfangendes Potential hin untersucht, um heraus zu
finden, welche Gruppen von Inhaltsstoffen fiir den antioxidativen Effekt der

Extrakte verantwortlich sind.

Sowohl in den rein chemischen Testsystemen als auch im zellularen System
mit Schweinelunge waren die Fraktionen A und B, die mit lipophilen Extrak-
tionsmitteln (Toluol, Ethylacetat) gewonnen wurden, starker wirksam als der
Ursprungsextrakt WEI (w), die Fraktionen C, D, E, die mit hydrophileren Extrak-
tionsmitteln (Butanol, Ethanol, Wasser) gewonnen wurden, schwacher wirksam

als der Ursprungsextrakt.

Milde untersuchte dieselben Fraktionen im Modell der Xanthin/ Xanthinoxidase-
Reaktion mit Hydroxylamin-Oxidation. Auch hier zeigte sich, dass die
Fraktionen A und B wirksamer als der Ursprungsextrakt waren. Die Fraktion D
war deutlich schwécher antioxidativ wirksam, die Fraktionen E und C etwa

gleich stark wirksam wie der Ursprungsextrakt (Milde, 2004).

Vergleicht man diese Ergebnisse mit den HPLC-Analysen, so scheinen vor
allem Flavonoide und Polyphenole fur den radikalfangenden Effekt der Extrakte

verantwortlich zu sein.

Werden aber andere Parameter zum Wirksamkeitsnachweis gewahlt, kbnnen
sich ganz andere Relationen ergeben:

Wurde zum Beispiel der Einfluss der Fraktionen auf Enzymaktivitaten be-
trachtet, hatten die Fraktionen A und E den gr6f3ten hemmenden Einfluss auf
die Aktivitdt der Cyclooxygenase1l (COX 1) und der humanen Leuko-
zytenelastase (HLE), die Cyclooxygenase 2 (COX 2) wurde am starksten von
den Fraktionen A und B, die Lipoxygenase (LOX) von den Fraktionen B und C
gehemmt (Jaggi et al., 2003). Bonaterra et al. testeten den hemmenden Effekt

der Fraktionen auf die INF-gamma-LPS-stimulierte Nitrit-Freisetzung bei
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humanen Monozyten. In diesem Modell zeigte Fraktion E eine deutlich starkere
Hemmung der Nitrit-Freisetzung als die lipophileren Fraktionen (Bonaterra et
al., 2003).

Diese Ergebnisse zeigen, dass sich antioxidative Eigenschaften pflanzlicher
Extrakte auf bestimmte Inhaltsstoffe zurtckfiihren lassen, aber vermutlich nur
eine Wirkkomponente von Entziindungshemmern sind. Alternative Wirkungen,
wie zum Beispiel Enzymhemmungen, werden vermutlich durch andere Inhalts-

stoffe bewirkt.

5.2.3 Multivariate Datenanalyse

Die Korrelation von analytischen Daten mit pharmakologischen Daten mittels
multivariater Datenanalyse konnte flr zahlreiche industrielle Zwecke genutzt
werden. Einsatzgebiete konnten zum Beispiel Qualitatskontrollen oder
Screeningprozesse sein. Allerdings mussen dafir die Ergebnisse reprodu-
zierbar, exakt und verlasslich sein. Im Folgenden werden nun einige Unter-

suchungen vorgestellt, in denen dieses Verfahren angewendet wurde.

Wie in Kapitel 4.2.3 dargestellt, konnten die chromatographischen Daten (HPLC
und HPTLC) der Weidenrindenextrakte gut mittels multivariater Datenanalyse
mit den pharmakologischen Daten zum antioxidativen Potential (AAPH-
Reaktion und Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion) korreliert werden. Sowohl bei
der externen als auch bei der internen Validierung konnten gute Vorhersagen

getroffen werden (PLS-1-Algorithmus).

Mit Hilfe der multivariaten Datenanalyse wurden fir Johanniskrautextrakte
HPTLC-Daten bzw. Daten aus der H-NMR-Spektroskopie mit Daten aus
Opioidrezeptor-Bindungsstudien korreliert. In beiden Untersuchungen war eine
Vorhersage der Wirkungen der Extrakte fur ein externes Testset mdglich (Roos
et al., 2004; Wuthold, 2004).
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Aus diesen Untersuchungen wird deutlich, dass dieses Verfahren gute Vorher-
sageergebnisse liefert, wenn bestimmte Voraussetzungen erfillt sind: So sollte
eine ausreichende Probenzahl und Variabilitdt der Extrakte vorhanden sein, um
das Modell zu erstellen, und die pharmakologischen Methoden sollten keine zu
gro3en Standardabweichungen aufweisen (Wuthold, 2004). AuRerdem muss
darauf geachtet werden, dass die zur Modellerstellung verwendeten Extrakte
unter den gleichen Extraktionsbedingungen hergestellt wurden wie die zu

voraussagenden Extrakte (Roos et al., 2004).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Korrelation von analytischen und
pharmakologischen Daten mittels multivariater Datenanalyse eine brauchbare
Methode ist, um die Wirkung von Extrakten nur auf Grund der Analytik vorher-

Zusagen.
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5.3 Phytodolor ©

5.3.1  Antioxidative Wirksamkeit von Phytodolor ® und seiner
Einzelextrakte

Wie in Kapitel 4.3.1 beschrieben, fingen sowohl Phytodolor ® als auch seine
Einzelextrakte Radikale, die in der AAPH-Reaktion gebildet wurden, ab. Dabei
zeigte der Extrakt aus Eschenrinde den grof3ten antioxidativen Effekt, gefolgt
vom Pappelextrakt und Phytodolor ®. Den geringsten Einfluss hatte in diesem

System der Extrakt aus Goldrute.

Phytodolor ® und seine Einzelextrakte wurden von Hartwich et al. (2005), Strehl
et al. (1995) und Meyer et al. (1995) in weiteren Untersuchungen auf ihre

antioxidativen Eigenschaften hin getestet, die kurz beschrieben werden sollen:

Im Leukozytenmodell (identisch mit dem in dieser Arbeit vorgestellten
Testverfahren) zeigten die vier Extrakte nur einen geringen Einfluss auf die
basale Radikalproduktion der Leukozyten. Dagegen wurde die Radikal-
produktion der Leukozyten nach Stimulation mit Zymosan von allen vier Extrak-
ten deutlich gehemmt. Phytodolor ® zeigte eine Hemmung von 52 %, Pappel
von 37 %, Esche von 30 % und Goldrute von 25 % (Hartwich et al., 2005).

Im Modell der Dihydrofolat-Reduktase (DHFR), die bei der Ubertragung von C1-
Einheiten und somit bei der Biosynthese von Purinen und Aminosauren eine
wichtige Rolle spielt, fuhrten Phytodolor® und seine Einzelextrakte zu
signifikanten Hemmungen: Die gefundenen IC 50- Werte waren fur Esche,
Phytodolor ©, Pappel bzw. Goldrute 0,26 %, 0,3 %, 0,46 % bzw. 0,6 % (alle v/v)
(Strehl et al., 1995).

Im Xanthinoxidase-System kam die antioxidative Wirkung sowohl durch Einfluss
der Extrakte auf das Enzym selbst zustande als auch durch radikalfangende
Effekte. Vor allem der Extrakt aus Pappel zeigte einen deutlicheren Einfluss auf
die Xanthinoxidase, die Extrakte aus Goldrute und Esche fingen eher Radikale
ab. Die IC 50-Werte im Bezug auf das Abfangen von Hydroxylradikalen waren
fur Esche 0,1 % (v/v), Pappel 0,2 % (v/v), Goldrute 0,2-1 % (v/v), Phytodolor ®
1,0-2,0 % (v/v) (Meyer et al., 1995).
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Bei diesen Untersuchungen zu den antioxidativen Effekten der Extrakte wurde
deutlich, dass der Goldrutenkrautextrakt in allen Systemen wenig wirksam war,
der Pappelextrakt ein mittleres antioxidatives Potential zeigte und dass der
Extrakt aus Eschenrinde starke Effekte zeigte mit Ausnahme im Leukozyten-
modell. Auf mogliche Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Einzel-

extrakten wird im Abschnitt 5.3.2 eingegangen.
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5.3.2  Wechselwirkungen zwischen den Einzelextrakten von
Phytodolor ©

Die Einzelextrakte von Phytodolor ® (Pappel-, Eschenrinden-, Goldrutenkraut-
extrakt) zeigten wie auch die Einzelextrakte von Iberogast® in der AAPH-
Reaktion additive Wechselwirkungen. Bei allen 21 Mischungen, bei denen die
Einzelextrakte in verschiedenen Verhaltnissen eingesetzt wurden, konnten nur
geringe oder keine Abweichungen zwischen den berechneten und gemessenen
Werten gefunden werden.

Im Leukozytenmodell wurden die Wechselwirkungen zwischen den Einzel-
extrakten ebenfalls untersucht. Wie in Kapitel 5.3.1 beschrieben, hatten Phyto-
dolor ® und seine Einzelextrakte vor allem einen Einfluss auf die Radikal-
produktion (%) der Leukozyten nach Stimulation mit Zymosan. Die Unter-
suchungen deuten auf supraadditive Wechselwirkungen zwischen den drei Ein-
zelextrakten hin (Hartwich et al., 2005).

Je nach Testmodell und Extrakt kénnen also ganz verschiedene Wirkmecha-
nismen der Extrakte beobachtet werden. Damit lassen sich auch die
unterschiedlichen Wirkstarken der einzelnen Extrakte in den verschiedenen

Modellen erklaren.

Auch hier wurde, wie bei den Untersuchungen zu Iberogast ®, deutlich, dass in
komplexeren Testmodellen, die mehr Angriffspunkte und Interaktionsmdoglich-
keiten bieten, die Wechselwirkungen eher supraadditiver Art zu sein scheinen.
Da diese zellularen Systeme eher den Vorgadngen im Organismus entsprechen,
kann vermutet werden, dass diese supraadditiven Wechselwirkungen auch
therapeutisch von Bedeutung sind.
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6 Zusammenfassung

Bei entzundlichen Erkrankungen des Magen-Darm-Trakts wie Gastritis, Reiz-
magen und Reizdarm und bei entztindlichen Gelenkerkrankungen spielen reak-
tive Sauerstoffspezies eine wichtige Rolle. Da zur Behandlung haufig Phyto-
pharmaka eingesetzt werden, wurden Iberogast® und seine Einzelextrakte,
Extrakte aus Weidenrinde, Teufelskrallenwurzel, Brennnesselblattern und
Phytodolor ® und seine Einzelextrakte sowohl in rein chemischen Testsystemen
(AAPH-Reaktion, Xanthin/ Xanthinoxidase-Reaktion) als auch in zellularen
Modellen (Lungen-, Vollblut-, Leukozytenmodell) auf ihre radikalfangenden

Eigenschaften hin untersucht.

Fur das Magen-Darm-Therapeutikum Iberogast ® und seine neun pflanzlichen
Komponenten wurden in allen Testmodellen radikalfangende Effekte gefunden,
wobei die Extrakte je nach Testsystem unterschiedlich stark wirksam waren. In
den chemischen Testsystemen und im Lungenmodell war der Extrakt aus
Pfefferminzblattern am wirksamsten. Im Leukozytenmodell senkte der Extrakt
aus Kamillenbliten die verbleibende basale Radikalproduktion am starksten,
die Radikalproduktion nach Stimulation mit Zymosan wurde am starksten durch
den Pfefferminzblatterextrakt reduziert. Um die radikalfangenden Eigenschaften
von Extrakten zu charakterisieren, sollten diese also immer in verschiedenen

Testsystemen gepruft werden.

Zusatzlich wurde der Frage nachgegangen, ob in Vielstoffgemischen wie lbero-
gast ® hemmende oder aktivierende Wechselwirkungen zwischen den Einzel-
extrakten auftreten. Die Ergebnisse deuteten in den chemischen Modellen auf
additive, in den zellularen Systemen auf supraadditive Wechselwirkungen hin,
was eventuell an der hoheren Komplexitat der zellularen Modelle liegt. Auf
Grund dieser Ergebnisse scheint der Einsatz solcher Vielstoffgemische in vielen
Fallen der Verwendung von Einzelsubstanzen uberlegen zu sein, eine
Erkenntnis, die auch in der konventionellen Arzneimitteltherapie bei
multifaktoriellen Erkrankungen, wie der Hypertonie, wieder zunehmend Anwen-

dung findet.
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Exemplarische Untersuchungen zu einzelnen isolierten Inhaltsstoffen der
Einzelextrakte von Iberogast ® zeigten groRe Unterschiede zwischen dem
antioxidativen Verhalten des jeweiligen Gesamtextraktes im Vergleich zur
Wirkung der isolierten Substanz, sodass in der Regel die Wirkung eines

Extraktes nicht durch einen einzelnen Inhaltsstoff zustande kommt.

Auch die bei entzindlichen Gelenkerkrankungen eingesetzten Extrakte aus
Weidenrinde (ethanolisch und wassrig), Teufelskrallenwurzel und Brenn-
nesselblattern wurden in verschiedenen Testsystemen auf ihre radikal-
fangenden Eigenschaften untersucht. In den chemischen Modellen fingen alle
vier Extrakte Radikale ab, wobei die Extrakte aus Weidenrinde die starksten
Wirkungen hatten, der Brennnesselblatterextrakt die schwéachsten. In den
zellularen Modellen konnte nur fir Weidenrinde eine eindeutige antioxidative

Wirkung gefunden werden.

Die Untersuchung verschieden polarer Fraktionen des wassrigen Weiden-
rindenextraktes auf ihr radikalfangendes Potential in verschiedenen Test-
systemen deutete darauf hin, dass sich die antioxidativ wirksamen Substanzen
in den lipophilen Fraktionen anreicherten. So scheinen vor allem Polyphenole
fur den radikalfangenden Effekt verantwortlich zu sein. Da auch die anderen
Fraktionen zum Beispiel Enzym hemmende Wirkungen zeigten, sollte weiter
untersucht werden, welcher Anteil der antiinflammatorischen Wirkung den
verschiedenen Fraktionen zuzuschreiben ist. Damit kdnnte geklart werden, ob
Entziindungshemmung entweder durch antioxidative Mechanismen oder COX-

Hemmung oder nur synergistisch erreicht wird.

Um bei komplexen Wirkstoffgemischen, wie sie in pflanzlichen Extrakten
vorliegen, aus analytischen Daten pharmakologische Wirkungen vorhersagen
zu konnen, wurde in Zusammenarbeit mit Frau Dr. K. Wuthold, Pharma-
zeutische Chemie, Universitat Tubingen, ein neuartiges Verfahren angewandt,
bei dem fur verschiedene Weidenrindenextrakte analytische Daten (HPLC,
HPTLC) mit pharmakologischen Daten (antioxidative Effekte) mittels multi-

variater Datenanalyse korreliert wurden. Die Ergebnisse zeigten, dass dieses
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Verfahren gut geeignet ist, um die pharmakologische Wirkung von Extrakten

nur mit Hilfe der Analytik vorauszuberechnen.

Auch Phytodolor ®, das bei rheumatischen Erkrankungen und Neuralgien
eingesetzt wird, und seine Einzelextrakte waren in der AAPH-Reaktion als
Radikalfanger wirksam, wobei der Extrakt aus Eschenrinde den starksten Effekt
zeigte, der Goldrutenkrautextrakt den schwéchsten. Bei der Untersuchung der
Wechselwirkungen zwischen den Einzelextrakten von Phytodolor ® in der
AAPH-Reaktion deuteten die Ergebnisse auf eine additive Verstarkung hin. In
komplexeren Modellen, wie dem Leukozytenmodell, scheinen supraadditive

Wechselwirkungen aufzutreten.

Wenn diese in vitro gefundenen antioxidativen Wirkungen der verschiedenen
Extrakte auch in vivo bestatigt werden, kann man annehmen, dass ein Teil der
antiinflammatorischen Wirkungen der Extrakte auch tber diesen Mechanismus
zustande kommt, zumindest, dass damit entsprechende pleiotrope Effekte
verbunden sind. Allerdings muss bei einer Therapie mit Antioxidantien auch
immer bedacht werden, dass bei einer zu hohen Dosierung des Radikalfangers
eventuell auch physiologische Aufgaben der ROS nicht mehr erfillt werden und
entsprechende Nebenwirkungen auftreten konnten.
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Apigenin Luteolin

Kampferol Quercetin
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