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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Im Rahmen dieser Arbeit werden einige Inhaltsstoffe des Ingwers (Zingiber officinale
ROSCOE) und der Pfefferminze (Mentha x piperita L.) auf die antagonistische Wirkung
am 5-HT3;-Rezeptor untersucht. Die Ergebnisse sollen Informationen zum Wirkungs-
mechanismus und Nutzen dieser Arzneipflanzen und ihrer Inhaltsstoffe in der
antiemetischen Therapie, der Therapie des Reizdarmsyndroms und in Bezug auf eine
mdgliche antidiabetische Wirkung liefern. Da der Neurotransmitter Serotonin und der
5-HT;-Rezeptor im Mittelpunkt der Untersuchungen stehen, wird einleitend zunachst ein
Uberblick Uber das serotonerge System gegeben. Der Schwerpunkt liegt hierbei auf dem
5-HT;-Rezeptor und dem Darmnervensystem. Eine Beschreibung der pharmakologischen
Wirkungen und der derzeitigen Studienlage zur therapeutischen Anwendung der
Arzneipflanzen und ihrer Inhaltsstoffe folgt abschlieRend.

1.1 Serotonin und Serotoninrezeptoren

1.1.1 Serotonin — Charakterisierung

Historische Aspekte

Die Erforschung des Serotonins, auch bezeichnet als 5-Hydroxytryptamin (5-HT) oder
Enteramin, begann bereits 1868 bei Untersuchungen vasokonstriktorischer Vorgéange!'.
Erspamer et al? isolierten 1940 eine unbekannte Substanz aus enterochromaffinen
Zellen des Magen-Darm-Traktes, die sie als Enteramin bezeichneten. Zeitgleich und
unabhangig voneinander fanden Page et al. eine vasokonstriktorische, aus Blutplattchen
freigesetzte Verbindung, die als ,Serum Vasokonstriktor* beschrieben und somit als
Serotonin bezeichnet wurde. Rapport aus der Gruppe von Page gelang zunachst durch
aufwendige lIsolierungsprozesse aus mehr als 900 Litern Serum die Isolierung des
Serotonins und 1948 schlieRlich die chemische Identifizierung®® #. Anfang der 50er Jahre
des letzten Jahrhunderts wurde klar, dass es sich bei den untersuchten Wirkstoffen
Enteramin und Serotonin um die gleiche Substanz handelt!".

Vorkommen, Biosynthese und Metabolismus

Serotonin ist ein biogenes Amin, das als Neurotransmitter und lokales Hormon an
vielen physiologischen Prozessen beteiligt ist. 95 % des Serotonins im menschlichen
Korper befinden sich im Magen-Darm-Trakt und 5 % in Neuronen des zentralen
Nervensystems (ZNS), hier vor allem im paramedianen Bereich der Raphékerne und der
Formatio reticularis®. Im Blut vorhandenes 5-HT entstammt ebenfalls dem Gastro-
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intestinaltrakt, da enterochromaffine Zellen 5-HT an Thrombozyten bei deren Passage der
DarmblutgefaRe abgeben®. Serotonin wird aus der essentiellen Aminosaure Tryptophan
synthetisiert. Zunachst entsteht unter Beteiligung der Tryptophan-Hydroxylase 5-Hydroxy-
tryptophan, das dann durch die 5-Hydroxytryptophan-Decarboxylase zu Serotonin
umgesetzt wird"” (siehe Abb. 1.1). Die Tryptophan-Hydroxylase ist das limitierende Enzym
der Serotonin-Biosynthese'®.

COOH COOH
NH2 Tryptophan- HO NH, 5-OH-Tryptophan-\ HO NH,
\ Hydroxylase \ Decarboxylase \
NH NH NH
Tryptophan 5-Hydroxytryptophan Serotonin

Abb. 1.1 Biosynthese von Serotonin

5-HT wird hauptsachlich durch die Monoaminoxidase A (MAO-A)®! und die Aldehyd-
dehydrogenase zu 5-Hydroxyindolylessigsaure (5-HIAA) metabolisiert und renal
ausgeschieden® "1 Die Bestimmung von 5-HIAA im Harn wird zu diagnostischen Zwecken
verwendet.

1.1.2 Serotoninrezeptoren im Uberblick

Serotoninrezeptoren sind sowohl im peripheren als auch im zentralen Nervensystem,
aber auch in Geweben des Magen-Darm-Traktes und des Herzkreislaufsystems zu
finden. Derzeit werden nach der IUPHAR-Nomenklatur sieben Familien von membran-
standigen Serotoninrezeptoren unterschieden, die nach den Kriterien Funktion, Struktur
und Transduktionsmechanismus weiter in Unterfamilien eingeteilt werden!'®. Weitest-
gehend handelt es sich bei den 5-HT-Rezeptoren um G-Protein gekoppelte Rezeptoren
(GPCR), mit Ausnahme der 5-HT;-Rezeptoren, die ligandengesteuerte lonenkanale
darstellen. Serotonin als natlrlicher Agonist bindet mit unterschiedlicher Affinitat an die
jeweiligen Rezeptortypen. In Tab. 1.1 sind die Serotoninrezeptortypen zusammenfassend
dargestellt.
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Rezeptor- | Signal- | Vorkommen Agonist Antagonist Therapeutische
Typ weg Anwendung
5-HTa cAMP| ZNS, ENS 8-OH-DPAT | WAY 100635 | Agonisten: Anxiolytika,
(Gio) Buspiron Spiperon Antidepressiva
5-HTp cAMP| ZNS, Sumatriptan GR 55562 Agonisten: Migrane-
(Giro) Gefalsystem L 694247 SB 224289 therapeutika
5-HTp cAMP| ZNS, Herz Sumatriptan BRL 15572 Agonisten: Migrane-
(Gio) PNU 109291 therapeutika
5-hte cAMP| ZNS 5-CT Methysergid -
(Giro) (unselektiv)
5-ht4e cAMP| | Gehirn, Uterus, LY 334370 - Agonisten: Migrane-
(Gio) Mesenterium therapeutika
5-HTp* ? Enterische 5- und 6-OH- 5-HTP-DP -—--
(P = peripheral) Neurone Indalpine
5-HT;a PLC? weit verbreitet: DOI Ketanserin Antagonisten:
(Gy) zentr.+periph. DOM MDL 100907 Antipsychotika
Gewebe Risperidon
5-HTy5 PLC? ZNS, glatte BW 723C86 SB 200646 Antagonisten:
(Gy) Muskulatur, SB 204741 therapeut. Ansatz:
Endothelzellen Migraneprophylaxe
5-HT,c PLC? ZNS, Plexus Ro 600175 Mesulergin Antagonisten:
(Gy) choroidei SB 242084 therapeut. Ansatz:
RS 102221 Anxiolytika
5-HT3a 38 3¢ Kanal- | ZNS, autonome SR 57227 Granisetron Antagonisten:
offnung | Neurone, ENS; m-Chloro- Ondansetron Antiemetika, RDS-
EC-Zellen phenylbiguanid | Tropisetron Therapeutika
5-HT, cAMP? ZNS, glatte BIMU 8, GR 113808 Agonisten:
(Gs) Gefallmusk., Cisaprid, SB 204070 Prokinetika, RDS-
ENS Tegaserod RS 100235 Therapeutika
5-htsa sg) cAMP| ZNS (Maus) LSD, 5-CT - ---
(Gi)
5-htg cAMP? ZNS EMDT Ro 04-6790 Antagonisten:
(Gs) SB 271046 Antipsychotika
Clozapin
5-HT, cAMP?T | ZNS, Gefale, 8-OH-DPAT SB 258719 Antagonisten:
(Gs) ENS, glatte SB 269970 Antipsychotika
Muskulatur Clozapin
Tab. 1.1 Klassifizierung der Serotoninrezeptoren
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Ergadnzungen zu Tab. 1.1: Zusammengestellt aus Hoyer et al" und Kim et al:*: Der 5-HTp-
Rezeptor ist der einzige 5-HT-Rezeptor, der bisher nicht kloniert wurde. Er wird in der IUPHAR-
Nomenklatur der 5-HT-Rezeptoren nicht aufgefiihrt; 5-ht-Rezeptoren wurden in transfizierten
Zellen auf Grundlage der Aminosauresequenz gefunden; die funktionelle Bedeutung im intakten
Gewebe ist noch fraglich.

1.1.3 Der 5-HT3;-Rezeptor

Struktur

Der 5-HT;-Rezeptor wird aufgrund seiner Struktur und Funktion zur Klasse der ,Cys-
loop“-Superfamilie der Liganden-gesteuerten lonenkandle gezahlt, zu der auch
nicotinische Acetylcholinrezeptoren, Glycinrezeptoren und GABAs-Rezeptoren gehdren.
Diese Rezeptoren bestehen aus finf Untereinheiten, die, symmetrisch in der Zell-
membran angeordnet, eine ionenpermeable Pore bilden (siehe Abb. 1.2). Jede
Untereinheit besteht aus vier hydrophoben transmembranaren Doménen. In der
extrazellularen Doméane existieren zwei Cysteinreste im Abstand von 15 Aminosauren, die
eine Disulfidbriicke und somit eine Schleife (loop) bilden. AufRerdem befindet sich
zwischen der dritten und vierten transmembranaren Doméane ein langes intrazellulares

Segment!'.

c

Extracellular

Abb. 1.2 Schematische Darstellung einer ,,Cys-loop“-Rezeptoruntereinheit

Darstellung nach Thompson und Lummis (2007)"?: Links unten ist ein Querschnitt der aus finf
Untereinheiten gebildeten Pore dargestellt. Die M2-Einheit liegt jeweils an der Innenseite der Pore
und enthalt die fur die Kanalpassage und lonenselektivitat verantwortlichen Regionen. Die sechs
extrazellularen Schleifen (A—F) enthalten die Ligandenbindungsstellen. Die mit R-R-R gekenn-
zeichnete Region beeinflusst die lonen-Leitfahigkeit"'> ',
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Die extrazellulare Doméane ist der Angriffspunkt fir Agonisten und kompetitive
Antagonisten. Bisher wurden die Aminosauresequenzen von drei 5-HT;-Rezeptor-
Untereinheiten identifiziert. Der 5-HT3;-Rezeptor kann als homooligomerer (finf 5-HT3a-
Untereinheiten) oder als heterooligomerer lonenkanal (Untereinheiten 5-HT35 und 5-HT33)
aufgebaut sein. Die Coexpression von 5-HTas- mit 5-HTza-Untereinheiten verandert
Rezeptorkinetik, Spannungsabhangigkeit und Affinitdt von Rezeptoragonisten und
-antagonisten an den Homopentameren'. Gene, die auf die Existenz von 5-HTsc-,
5-HT3p- und 5-HTse-Untereinheiten hinweisen, wurden bereits gefunden, aber bisher noch
nicht charakterisiert!'”.. Der 5-HT;-Rezeptor wird durch Bindung von einem oder mehreren
Serotoninmolekilen aktiviert. Der genaue Mechanismus der Kanalaktivierung ist bisher
nicht bekannt, da die Struktur des Rezeptors noch nicht vollstandig aufgeklart werden
konnte!®,

Lokalisation

5-HT3;-Rezeptoren sind auf peripheren und zentralen Neuronen, aber auch auf
Monozyten, Lymphozyten, Makrophagen und intestinalen enterochromaffinen Zellen
lokalisiert. Peripher befinden sich 5-HT;-Rezeptoren auf pra- und postganglionaren
Neuronen des autonomen Nervensystems und auf Neuronen des sensorischen und des
enterischen Nervensystems. Im ZNS sind 5-HT;-Rezeptoren vor allem vom Cortex Uber
Hippocampus, Nucleus accumbens, Amygdala, Substantia nigra bis zur ventralen
tegmentalen Area nachgewiesen worden. Besonders hoch ist die Rezeptordichte im
Hirnstamm und hier vor allem in Arealen, die mit dem Brechreflex assoziiert sind, wie
Area postrema, Nucleus tractus solitarii und dorsaler Motorkern des Vagus. In den
meisten Hirnarealen sind 5-HT;-Rezeptoren vorwiegend prasynaptisch lokalisiert, mit
Ausnahme des Hippocampus, wo die Rezeptoren auf den somatodendritischen Zellen
postsynaptisch zu finden sind® '". Beziiglich der Lokalisation der 5-HTss-Rezeptor-
untereinheiten ist bemerkenswert, dass diese unter anderem in anatomischen Arealen
vorkommen, die bei Arzneistoff-induzierter Emesis von Bedeutung sind. Eine kausale
Verbindung zwischen heteromeren 5-HT;-Rezeptoren und der Wirkung von
antiemetischen Pharmaka konnte aber bisher nicht nachgewiesen werden!'?.

Funktion

Die Aktivierung des 5-HT3-Rezeptors flhrt zu einem Natriuminflux, der eine rasche,
kurze Depolarisation der Zelle bewirkt. Auf neuronaler Ebene bewirkt die Aktivierung
prasynaptischer 5-HT;-Rezeptoren, gefolgt von einer raschen Depolarisation peripherer
oder zentraler Neurone, einen schnellen Anstieg der zytosolischen Ca®*-Konzentration
durch Induktion des Ca?*-Influxes und Mobilisierung von Calcium aus intrazelluldren
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Speichern. Auf Grund dessen kommt es zur Freisetzung unterschiedlicher Neuro-
transmitter und Neuropeptide wie Dopamin, Cholecystokinin, Acetylcholin, GABA,
Substanz P oder Serotonin selbst. Postsynaptische Aktivierung flhrt zur Depolarisation
durch Natriuminflux und Kaliumefflux'”. Die bisher geklarten Funktionen beschrénken
sich auf die Entstehung von Angst und Emesis. An der Entstehung der Emesis sind vor
allem die in der Area postrema lokalisierten 5-HT3;-Rezeptoren beteiligt; eventuell spielen
auch Kontraktionen der glatten Muskulatur des Magen-Darm-Traktes hier eine Rolle!"®.
5-HT;-Rezeptoren sind an der Informationsweiterleitung im Gastrointestinaltrakt beteiligt
und spielen eine bedeutende Rolle im ENS, wo sie Darmmotilitdt und Peristaltik
regulieren!™. Des Weiteren wurde beschrieben, dass die Aktivierung von 5-HTs-
Rezeptoren an peripheren Afferenzen durch Weiterleitung der Signale zur Nozizeption
fuhrt ' "1 Die Stimulation von spinalen 5-HT3-Rezeptoren im Dorsalhorn filhrt dagegen
durch Aktivierung des absteigenden schmerzhemmenden Systems zu antinozizeptiven
Effekten in Schmerzmodellen!'"".

1.1.4 Serotonin im Gastrointestinaltrakt

Serotonin spielt im enterischen Nervensystem sowohl als Neurotransmitter als auch
als parakrines Signalmolekiil eine wichtige Rolle®. 90 % des im GlI-Trakt enthaltenen
Serotonins sind in den enterochromaffinen (EC-) Zellen und 10 % in Neuronen des
enterischen Nervensystems (ENS) enthalten. Beide Systeme sind imstande, Serotonin zu
synthetisieren und zu speichern. Da im gastrointestinalen Lumen und der epithelialen
Oberflache keine Nervenendigungen lokalisiert sind, agieren die EC-Zellen als
Signallbertrager. Sie geben vorwiegend an ihrer basolateralen Oberflache konstitutiv
schon viel, bei aktivierenden Signalen wie z.B. Dehnungsreizen aber grole Mengen an
Serotonin in die Lamina propria ab. Von hier hat das sezernierte Serotonin Zugang zu den
Nervenzellen. Das hohe Ausmaly der Serotoninausschittung ist notwendig, damit
genugend Neurotransmitter die innervierten Areale erreicht. Da es sich bei Serotonin um
eine Substanz mit teilweise negativen Effekten handelt, muss die Menge an Serotonin im
Gewebe in tolerablen Grenzen gehalten werden. Abbauende Enzyme wie die MAO sind
nur intrazellular lokalisiert. Genau wie im ZNS exprimieren die enterischen Neurone und
Enterozyten spezifische Serotonin-Wiederaufnahmetransporter (SERT = Serotonin-
Reuptake-Transporter), die mit hoher Affinitat und Na®-abhangig 5-HT durch die
serotonergen Axonmembranen bzw. Zellmembranen transportieren. Dieser Transport wird
durch Fluoxetin (Selektiver Serotonin Reuptake Inhibitor) und trizyklische Antidepressiva
gehemmt, wodurch gastrointestinale Nebenwirkungen dieser Stoffklassen erklart werden

kénnen(?%-22,
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Serotonin induziert langsame erregende postsynaptische Potentiale (sog. slow EPSPs =
excitatory postsynaptic potentials) in enterischen Neuronen und spielt auch eine
untergeordnete Rolle als Transmitter bei schnellen EPSPs. Serotonin aktiviert sowonhl
intrinsische exzitatorische als auch inhibitorische enterische Neurone. Die Stimulierung
von aufsteigenden cholinergen Neuronen mit resultierender Acetylcholin- und Substanz P-
Ausschittung fihrt zur Kontraktion der glatten Muskulatur. Andererseits kann die
Aktivierung inhibitorischer absteigender Neurone zur NO-, VIP- und ATP-Freisetzung und
damit zur Relaxation glatter Muskelzellen flihren (siehe Abb. 1.3). Der resultierende

peristaltische Reflex bedingt den Transport des Darminhalts in oro-aboraler Richtung'®.

Meuronal
5-HT

Descending serotonergic
5-HT interneuron/
5-HT, . 5-HT, HT, ﬁ%\? 5-HT,
| ]
ACh/TK® ACh/SOM
NONIP
Excitatory AH sensory Inhibitory
matar neursn neuron matar neuron
< E_HT“ NOAIPAATRY (=
' Paracrine 5-HT 4 IR =
(+) achTK {from EC cells) -

Intraluminal content

G

Ascending reflex
contraction

Descending reflex
relaxation

Abb. 1.3 Schematische Darstellung der Beteiligung von 5-HT;- und 5-HT,-Rezeptoren an

der Darm-Peristaltik

Darstellung nach Tonini und Pace'*; (AH = after hyperpolarisation; TK = Tachykinins; SOM =
Somatostatin; EC = enterochromaffin).

Serotonin wirkt durch Aktivierung von sekretorischen Neuronen und Enterozyten
prosekretorisch und ist Gber die Aktivierung extrinsischer sensorischer Neurone und

vagaler Afferenzen an der Entstehung von Ubelkeit und Schmerz beteiligt?® 2> 281,

Funktion wichtiger Serotoninrezeptoren im ENS

Die vielfaltigen Effekte des Serotonins im Gastrointestinaltrakt kdnnen nur durch
Besetzung unterschiedlicher Serotoninrezeptoren vermittelt werden. Die im Magen-Darm-
Trakt am meisten untersuchten Rezeptoren sind 5-HT4-, 5-HT,-, 5-HT3- und 5-HT,-
Rezeptor-Subtypen. Neben diesen sind auch 5-HTp- und 5-HT/,-Rezeptoren im Gastro-
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intestinaltrakt lokalisiert®”. Die Funktionen dieser Rezeptoren werden im Folgenden
erlautert.

Das ZNS bendétigt zur Steuerung periphere Sensoren, die Uber dorsale und craniale
Nervenzellen Informationen an das Gehirn weitergeben. Im ENS tbernehmen sogenannte
intrinsische primare afferente Neurone (IPANs) diese Funktion. IPANs Ubertragen
Informationen von Sensoren wie den EC-Zellen sowohl zum Plexus submucosus als auch
zum Plexus myentericus. Erhoht sich der intraluminale Druck, wird Serotonin aus EC-
Zellen freigesetzt. Durch Stimulation von 5-HTp-Rezeptoren werden submucosale IPANs
aktiviert, aus denen vor allem ACh und CGRP freigesetzt werden. Dies initiiert vor allem
die langsamen EPSPs. Eine therapeutische Anwendung von 5-HT,p-Rezeptor-Agonisten
oder 5-HTp-Rezeptor-Antagonisten wird aufgrund der Gefahr von lebensbedrohlichen
Diarrhéen bzw. Darmverschliissen kritisch betrachtet®®??. Eine weitere Rolle kommt im
ENS den 5-HT;-Rezeptoren zu. 5-HT4,-Rezeptoren sind auf EC-Zellen, Enterozyten,
glatten Muskelzellen und prasynaptisch auf Neuronen des ENS und ZNS lokalisiert’®®. Die
Aktivierung von 5-HT,-Rezeptoren im Intestinum erhéht die Freisetzung von ACh aus
myenterischen und von ACh und CGRP aus submucosalen IPANs. Eine Aktivierung von
5-HT4-Rezeptoren resultiert in einer Verstarkung der 5-HTp-Rezeptor-induzierten Reflexe
und damit einem prokinetischen Effekt. 5-HT,-Rezeptor-Agonisten sind aber nicht wie
5-HT p-Rezeptor-Agonisten  imstande, peristaltische und sekretorische Reflexe
auszulésen oder Nozizeptoren zu aktivieren, wodurch sie therapeutisch als Prokinetika
anwendbar sind®?" ??. Die Stimulierung von 5-HT,x-Rezeptoren auf der glatten Muskulatur
fuhrt am lleum des Meerschweinchens zu einer Kontraktion'”, wahrend ebenfalls auf der
glatten Muskulatur lokalisierte 5-HT,-Rezeptoren am Meerschweinchenileum eine
Relaxation bewirken!?".,

5-HT;-Rezeptoren befinden sich auf den EC-Zellen des Darms und den sensorischen
Afferenzen des ENS. Durch ihre Aktivierung werden schnelle exzitatorische Potentiale an
den Neuronen des Plexus myentericus induziert und es kommt zur Flissigkeits- und
Elektrolytsekretion ins Intestinum. Hieraus resultiert eine Verklrzung der gastro-
intestinalen Transitzeit™. Obwohl das ENS autonom funktionieren kénnte, gibt es
Verbindungen zwischen ENS und ZNS, die aus extrinsischen vagalen und spinalen
Afferenzen bestehen. Die neuronale Aktivierung dieser Afferenzen erfolgt vor allem durch
5-HT;-Rezeptoren, die somit an Emetogenese und Weiterleitung der Nozizeption beteiligt

sind#% 29,



1 Einleitung 9

1.2 5-HT;-Rezeptor-assoziierte Erkrankungen

1.2.1 Ubelkeit und Erbrechen

Pathophysiologie

Der Brechreflex ist ein wichtiger Abwehrmechanismus, der den Organismus vor dem
Einfluss toxischer Substanzen schiitzen soll. Fur die Ausldsung des Brechreflexes sind
anatomisch drei Systeme von Bedeutung: das Brechzentrum im Stammhirn, die Area
postrema (Chemorezeptor-Trigger-Zone) am Boden des IV. Ventrikels und viszerale
afferente Neurone aus dem Gastrointestinaltrakt. Das Brechzentrum selbst ist kein
anatomisch abgegrenztes Gebiet, sondern in vielen Arealen verstreut und erhalt Signale
aus dem Magen-Darm-Trakt, von intrakraniellen Druckrezeptoren, dem Cortex, dem
vestibularen Labyrinth und der Area postrema. Die Area postrema ist sowohl Gber den
Liquor als auch Uber das Blut zu erreichen, da sie auf3erhalb der Blut-Hirn-Schranke liegt.
Bei entsprechenden Signalen im GI-Trakt leiten die afferenten Bahnen des N. vagus und
des N. splanchnicus diese entweder direkt oder indirekt Uber die Area postrema ins
Brechzentrum. Uber Erregung sympathovagaler und motorischer Kerngebiete kommt es
dann zu vegetativen Reaktionen wie Kaltschweildigkeit, Speichelbildung und perioraler
Blasse. Durch Anspannung der Bauchmuskulatur und des Zwerchfells, Glottisschluss und
Entspannung des unteren Osophagussphinkters wird letztendlich der Brechreflex
ausgel6st?®®?. Das Erbrechen ist ein vegetativer Reflex, welcher zum Beispiel durch
Reizung der hinteren Rachenwand auch ohne vorherige Ubelkeit ausgelést werden kann.
Im Gegensatz dazu setzt Ubelkeit kortikales Bewusstsein voraus und stellt somit ein
anderes Phanomen dar®?.

Chemotherapie-induzierte Ubelkeit und Erbrechen (CINV)

Patienten in der Onkologie sind besonders anféllig fiir das Auftreten von Ubelkeit und
Erbrechen. Dies kann durch Tumoren oder Metastasen in Leber und Gehirn, aber auch
durch andere Ausloser wie Analgetika, Antiinfektiva, Strahlentherapie und Kachexie
bedingt sein. In besonderem Ausmal leiden Patienten bei Anwendung einer Chemo-
therapie an Ubelkeit und Erbrechen. Es handelt sich hierbei zwar nicht um die
gefahrlichste unerwiinschte Wirkung, fir die Betroffenen aber ist sie sehr belastend und
fiihrt zu einem zusétzlichen Verlust der Lebensqualitat®. Faktoren, die ein Auftreten des
CINV (chemotherapy induced nausea and vomiting) induzieren oder beglinstigen, sind in
Abb. 1.4 Ubersichtlich dargestellt.
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Abb. 1.4 Auslésende Faktoren fiir CINV nach Nemec (2006)""

Bei der Verabreichung von Zytostatika kommt es zur Zerstérung von enterochromaffinen
Zellen im Gastrointestinaltrakt und damit zur massiven Freisetzung von Serotonin. Uber
die darauf folgende Aktivierung von 5-HT;-Rezeptoren an den vagalen afferenten
Neuronen wird das Signal an das Brechzentrum geleitet und die Chemorezeptor-Trigger-
Zone aktiviert. Gleichzeitig kommt es auch in der Area postrema zu einer lokalen
Freisetzung von Serotonin. Beide Effekte flhren zur Auslésung des Brechreflexes.
Sowohl peripher als auch zentral lokalisierte 5-HT;-Rezeptoren spielen dabei eine
zentrale Rolle. Die Chemorezeptor-Trigger-Zone ist sowohl durch Chemo- als auch durch
neurogene Reize und damit auch durch Zytostatika selbst stimulierbar. Durch die
zytotoxischen Substanzen werden Transmitter wie Serotonin, Dopamin, Substanz P, ACh
und Histamin freigesetzt, die zu Ubelkeit und Erbrechen fiihren. Getriggert wird das
Erbrechen auch durch sensorische Reize wie Schmerz und Gerliche sowie durch

Emotionen wie Angst und negative Erwartungshaltung!'® 2 %%,

Therapie mit 5-HT3;-Rezeptor-Antagonisten und ihre Grenzen

In der Therapie des akuten CINV bei moderater bis hoch emetogener Chemotherapie
ist die Behandlung mit 5-HT3;-Rezeptor-Antagonisten der Goldstandard. Sie werden je
nach emetogenem Risiko in Kombination mit Corticosteroiden und NK-1-Rezeptor-
Antagonisten angewendet®® 3. Allerdings sind 5-HTs-Rezeptor-Antagonisten unwirksam
in der Therapie der antizipatorischen Emesis und wenig effektiv bei Auftreten der
verzdgerten Emesis-Form®®". Dies kann zumindest fiir die Cisplatin-Therapie dadurch
erklart werden, dass das CINV biphasisch verlauft. Die akute Reaktion, die 1-3 h nach
Zytostatika-Gabe einsetzt, wird vor allem durch die Ausschittung von Serotonin vermittelt.
Dies wurde durch Untersuchungen der Konzentration des Serotonin-Metaboliten 5-HIAA
im Urin nach Cisplatin-Gabe bestatigt. Wahrend der ersten 12 h nach Cisplatin-Gabe ist
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die 5-HIAA-Konzentration stark erhoht; nach 24 h erreicht sie wieder Normalwerte®. Die
verzdgerte Form des CINV, die nach mehr als 24 h nach Zytostatika-Gabe auftritt, ist
bedingt durch Ausschiittung von Substanz P, Histamin, Dopamin und AChi**!. Bei anderen
hoch-emetogenen Therapien ist die Symptomatik von Ubelkeit und Erbrechen

monophasisch®.

Aufgrund der 5-HT;-Rezeptorkanal-antagonistischen Wirkung von
Ingwerextrakten wird auch der Einsatz dieses pflanzlichen Arzneimittels in der Therapie

des CINV diskutiert. Die Studienlage wird in Kapitel 1.3.4 beschrieben.

Postoperative Ubelkeit und Erbrechen (PONV)

Die Inzidenz fur postoperative Nausea und Emesis liegt bei 25-30 %. Die Symptome
sind in der Regel voribergehend und nur in sehr seltenen Fallen mit ernsthaften
Komplikationen verbunden. Allerdings wird das PONV (postoperative nausea and
vomiting) von den Patienten mindestens als gleich belastend empfunden wie
postoperative Schmerzen. Im Gegensatz zum CINV ist die Pathophysiologie des PONV
kaum geklart. Abb. 1.5 zeigt mehrere Hypothesen zur Pathophysiologie und
veranschaulicht die Komplexitat dieser Form der Nausea und Emesis.

| Ubelkeit, Schwindel

Antizipation
Emotionen f 9ung
Schmerz

e ) —— oo | |

/1 f \\
’ ‘>/
\

¥
Chemorezeptortriggerzone / \\

(Area postrema) I \ \

T viszerale & somatische
Areale

Vagale Afferenzen des
. Gastrointestinaltraktes
Opioide
Anasthetika

Chirurgische Einflisse,

Abb. 1.5 Hypothetisches Modell der Pathophysiologie der postoperativen Nausea und
Emesis

Noch nicht eindeutig bewiesene Verbindungen sind durch gestrichelte Pfeile gekennzeichnet.

Cortex und Brechzentrum werden vermutlich durch mehrere extrinsische Faktoren
stimuliert. Durch chirurgische Eingriffe, eventuell verbunden mit der Freisetzung von

Transmittern wie Serotonin, werden vagale Afferenzen erregt, die die Signale ans
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Brechzentrum leiten®®. Des Weiteren kdnnte auch eine vermehrte Freisetzung von
Catecholaminen durch Ketamin und eventuell auch durch Lachgas zur Ubelkeit flhren.
Neben der Anasthesie als Hauptgrund spielt aber auch das Auftreten eines
postoperativen lleus fur die Entstehung des PONV eine Rolle. Es handelt sich hierbei um
eine vorlbergehende Hemmung des gastrointestinalen Transports, bedingt durch
perioperative Catecholaminausschiittung, Opioideinfluss, Sympathikusaktivierung und
Freisetzung von Mediatoren wie CGRP, NO, VIP und Substanz P. Dieser lleus kann auch
von einer Entziindung der Darmwand begleitet sein®®"..

Bedeutung der Therapie mit 5-HT3;-Rezeptor-Antagonisten beim PONV

Die Therapie der postoperativen Ubelkeit und des Erbrechens wird meist bei Bedarf
durchgeflihrt. 5-HT3;-Rezeptor-Antagonisten gehdren aufgrund ihres giinstigen Neben-
wirkungsprofils zu den am haufigsten eingesetzten Antiemetika. Im Vergleich zur CINV
sind zur Behandlung der PONV geringere Dosen notwendig. Dies bestatigt die Annahme,
dass Serotonin bei der Pathophysiologie der PONV eine geringere Rolle spielt. Als
klassische Antiemetika werden auflierdem Metoclopramid und Droperidol (zentrale D,-
Rezeptor-Antagonisten), Dimenhydrinat als Hi-Rezeptor-Antagonist und Dexamethason
eingesetzt. Selten kommen auch Triflupromazin, Scopolamin, Midazolam oder nicht-
medikamentdse Mallnahmen wie Akupunktur, Laserstimulation und Akupressur zum
Einsatz!®* %38,

Kinetosen / Reiselibelkeit

Bedingt durch die modernen Fortbewegungsmittel und Fortschritte in der
Computerindustrie ist der Alltag mit einer steigenden Bewegungskomplexitat verbunden.
Das Risiko fiir das Auftreten von Schwindel, Ubelkeit und Erbrechen, eventuell in
Verbindung mit Kopfschmerzen, Blasse und SchweilRausbriichen wird beglinstigt. Dieser
als Kinetose bezeichnete Symptomenkomplex entsteht dadurch, dass von verschiedenen
Sensoren wie Auge und Vestibularapparat diskordante Informationen zum ZNS gelangen.

B9 Viele

Uber den Hypothalamus werden die vegetativen Reaktionen ausgeldst
Neurotransmitter sind an den vestibularen Vorgangen beteiligt. In den Vestibularkernen
agiert vor allem Glutamat an exzitatorischen Aminosaurerezeptoren wie AMPA-
Rezeptoren  (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure-Rezeptor). Neben
AMPA-Rezeptoren wurden auch NMDA- und metabotrope Rezeptoren in den Vestibular-
kernen gefunden. ACh ist in primaren Afferenzen der Vestibularkerne lokalisiert. In
Studien an Katzen fihrte die Verabreichung von ACh zu einer Stimulation der
Vestibularnerven. Eine weitere regulatorische Substanz in den Vestibularkernen ist

Histamin. Sowohl H;- als auch H»-Rezeptoren sind in den Vestibularkernen lokalisiert.
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Inhibitorische Einflisse werden in den Vestibularkernen durch GABA Uber Interaktion mit
GABAA- und GABAg-Rezeptoren vermittelt. In einigen vestibularen Afferenzen wurden
NK;-Rezeptoren gefunden, wobei die Funktion von Substanz P im Vestibularapparat noch
ungeklart ist. AuRerdem sind weitere Rezeptoren wie D,-, 5-HT4- und 5-HT,-, a,- und ;-
Rezeptoren in den Vestibularkernen lokalisiert*”. Der 5-HT;-Rezeptor spielt in der
Pathophysiologie dieser Art von Ubelkeit nach heutigem Wissensstand nur eine geringe
oder keine Rolle.

Bedeutung der Therapie mit 5-HT3-Rezeptor-Antagonisten bei Kinetosen

Weder D,-, noch 5-HT3;-Rezeptor-Antagonisten sind in der Therapie der Kinetosen
effektivi*® 4. Zur Behandlung eingesetzte Arzneistoffgruppen sind dagegen Anti-
histaminika (z.B. Dimenhydrinat), Anticholinergika (Scopolamin TTS-Pflaster), Benzo-
diazepine, Neuroleptika, Sympathomimetika (Amphetamin, Ephedrin), Calcium-Kanal-
Modulatoren (Cinnarizin, Flunarizin) und Phenytoin. Betahistin kann, prophylaktisch
angewendet, die Reizschwelle erhdhen oder die Wiederadaptation verkiirzen*?. Das
Ingwerpraparat Zintona® ist auRerdem als pflanzliches Praparat zur Behandlung von
Kinetosen einsetzbar. Ob die antagonistische Wirkung der Ingwerinhaltsstoffe am 5-HT-
Rezeptorkanal fir die Wirksamkeit verantwortlich ist oder ob hier andere Mechanismen
eine Rolle spielen, ist bisher nicht geklart. Die Studienlage zur Anwendung von Ingwer bei
Kinetosen wird in Kapitel 1.3.4 erortert.

Ubelkeit und Erbrechen in der Schwangerschaft

Beschwerden wie Ubelkeit und Erbrechen in der Schwangerschaft belasten in den
westlichen Industrielander 50-90 % der Schwangeren. Eine Emesis gravidarum tritt bei
einem Drittel der Schwangerschaften auf, wahrend sich die fir Mutter und Foétus
lebensbedrohliche Hyperemesis gravidarum bei etwa 0,3-2 % manifestiert. Die
unkomplizierte Emesis gravidarum &uRert sich meist als morgendliche Ubelkeit, ist
normalerweise auf die ersten 20 Schwangerschaftswochen limitiert und harmlos. Die
Pathophysiologie ist bis heute nicht geklart. Unterschiedliche, wahrend der Schwanger-
schaft gebildete Hormone (z.B. HCG, Estrogen und Progesteron) werden als Ausldser
diskutiert. Auflerdem konnten Effekte von TSH, Infektionen mit Helicobacter pylori,
genetische und psychosoziale Einflisse an der Entstehung des Schwangerschafts-
erbrechens beteiligt sein®® ** *“ Auch gastrointestinale Ausléser wie eingeschrankte
Magen-Darm-Motilitdt oder UnregelmaRigkeiten in der Peristaltik werden diskutiert®®.
Eine Beteiligung von Serotonin in der Pathophysiologie wurde bisher nicht festgestellt.
Sowohl bei schwangerschaftsbedingtem Erbrechen® als auch bei der Hyperemesis
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[45]

gravidarum™ waren keine erhdéhten Konzentrationen des Serotonin-Metaboliten 5-HIAA

im Harn messbar.

Bedeutung der Therapie mit 5-HT;-Rezeptor-Antagonisten bei Schwanger-
schaftserbrechen

Leichte Formen der schwangerschaftsbedingten Ubelkeit sind haufig durch Anderung
der Ernahrungsgewohnheiten, Akupressur und seelische Unterstitzung zu mildern. Als
Alternative oder Ergadnzung zur medikamentésen Therapie wird Ingwer, angewendet als
Tee, ganze Droge oder in Ginger Ale, empfohlen. Auch Kapseln mit Ingwerextrakt sind
erhaltlich. Im Rahmen dieser Arbeit wird auf die Studienlage zum Einsatz von Ingwer in
Kapitel 1.3.4 eingegangen. Erfolgt auf diese MalRhahmen keine Besserung, bleibt nur die
medikamentdse Therapie (Antihistaminika, Metoclopramid, Phenothiazine, Vitamin Bg).
Die Datenlage zur Anwendung von 5-HTj;-Rezeptor-Antagonisten ist begrenzt. In
Einzelfallen konnte jedoch bei Hyperemesis gravidarum nach Versagen konventioneller
Therapiemethoden eine gute Wirksamkeit von 5-HT;-Rezeptor-Antagonisten beobachtet
werden. Dabei traten bei Mutter und Fétus keine unerwiinschten Nebenwirkungen auf®
*l_ Eine prospektive, doppelblinde Studie mit 30 schwangeren Frauen filhrte zu dem
Ergebnis, dass Ondansetron dem Phenothiazin Promethazin therapeutisch nicht
tiberlegen, aber dhnlich effektiv ist*®. Diese kleinen Studien oder Einzelfélle geben nicht
genugend Sicherheit bezlglich der Teratogenitat. In Studien an trachtigen Ratten und
Kaninchen traten bei intravends verabreichten Dosen bis 4 mg/kg Ondansetron pro Tag
keine teratogenen Effekte auf*?.
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1.2.2 Reizdarmsyndrom

Pathophysiologie

Das Reizdarmsyndrom (RDS) ist durch abdominelle Schmerzen und abdominelles
Unbehagen mit veranderten Stuhlgewohnheiten charakterisiert, die nicht durch
mechanische, biochemische oder inflammatorische Ursachen erklarbar sind. Zur
Diagnose dienen die international anerkannten Rome-II-Kriterien. Man unterteilt das RDS
je nach dominierenden Symptomen in drei Gruppen: Das diarrhdbetonte RDS (D-RDS),
das obstipationsbetonte RDS (O-RDS) und das schmerzbetonte RDS. Die
Pathophysiologie ist bisher kaum geklart. Verschiedene Pathomechanismen wie
gastrointestinale Motilitatsstérungen, Stérungen der viszeralen Sensibilitdt und
psychosomatische Stérungen scheinen eine Rolle zu spielen®®. Die gestérte viszerale
Sensibilitdat aulert sich durch erhdohtes Schmerzempfinden betroffener Patienten auf
Druckreize im Dickdarm®! und verstarktes Empfinden von Kontraktionen®® und
Gasbildung®®. Mit Osophagus®™, Magen®®, Duodenum® und lleum®” ist bei RDS-
Patienten der gesamte GI-Trakt von der viszeralen Hypersensibilitat betroffen. Serotonin
spielt méglicherweise in diesem Zusammenhang eine Rolle. Die viszerale Sensibilitat wird
zu einem Teil Uber serotonerge Stimulationen von intrinsischen und extrinsischen
Neuronen des ENS (unter Beteiligung von 5-HT3;-Rezeptoren) vermittelt. Eine Funktion
von 5-HT;-Rezeptoren an der viszeralen Sensibilitdt konnte durch Untersuchung der
Expression des ,immediate early genes* c-fos belegt werden. Dieses wird in bestimmten
Arealen innerhalb des Dorsalhorns nach viszeraler Stimulation exprimiert, so dass es als
Marker fir die neuronale Aktivierung nach viszeraler Nozizeption herangezogen werden
kann. Kozlowski et al. zeigten 2000, dass der 5-HT;-Rezeptor-Antagonist Alosetron an
narkotisierten Ratten die spinale c-fos-Expression nach kolorektaler Distension
konzentrationsabhangig inhibiert®.

In Studien konnte belegt werden, dass der Serotonin-Stoffwechsel bei RDS-Patienten
verandert ist. So =zeigten einige Studien, dass Synthese, Freisetzung und
Wiederaufnahme von Serotonin bei RDS-Patienten verandert sind. Vermutlich fuhrt ein
Uberschuss an Serotonin zu Diarrhd, wahrend verminderte Serotoninspiegel
obstipierende Effekte haben. Bei Patienten mit D-RDS wurde eine statistisch signifikant
erhdhte Anzahl an EC-Zellen gefunden, was in einer erhéhten Serotoninfreisetzung
resultiert?. Dies konnte in einer anderen Studie nicht bestatigt werden®®. Bei der
Bestimmung von Plasmaserotonin vor und nach Nahrungsaufnahme konnte gezeigt
werden, dass Patienten mit D-RDS unter beiden Bedingungen einen signifikant héheren
5-HT-Spiegel aufweisen als die Kontrollgruppe. O-RDS-Patienten zeigten kaum oder
keine veranderten Serotoninspiegel®® ®"l. Nur Patienten mit O-RDS, nicht aber mit D-RDS,
wiesen einen erhdhten Serotoningehalt in Thrombozyten auf. Dies flhrt zu der Annahme,
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dass D-RDS durch eine verminderte Serotoninaufnahme und O-RDS durch eine
verminderte Serotoninfreisetzung bedingt sein kénnte®. AuRerdem wurde in rektalen
Biopsieproben sowohl von O-RDS- als auch von D-RDS-Patienten eine signifikante
Verminderung an mucosalen Serotoninkonzentrationen, Tryptophanhydroxylase 1-mRNA,
SERT-mRNA und SERT-Immunoreaktivitdt nachgewiesen®. Eine Verminderung der
SERT wurde sowohl bei D-RDS- als auch bei O-RDS-Patienten gefunden. Dies stellt die
Hypothese, dass ein Uberschuss an Serotonin mit Diarrhé verbunden ist, wiederum in
Frage. Im Tiermodell an SERT-knockout-Mausen wurde jedoch ebenso beobachtet, dass

21 Die Autoren

die Tiere unregelmalig alternierend an Diarrhé und Obstipation litten
vermuten, dass die gesteigerte Motilitit und Diarrhd aufgrund der groferen
Serotoninmenge durch Potenzierung der peristaltischen Reflexe ausgeldst wird. Aufgrund
der Uberstimulierung kommt es zu einer Desensibilisierung der 5-HT-Rezeptoren, die das
voribergehende Auftreten von Obstipation erklart. An der Regulation von gastro-
intestinaler Sekretion und Motilitat sind besonders 5-HTz;- und 5-HT4-Rezeptoren

beteiligt®?®..

Bedeutung der Therapie mit 5-HT;-Rezeptor-Antagonisten bei RDS

5-HT3-Rezeptor-Antagonisten sind effektiv in der Behandlung des diarrhdbetonten
Reizdarmsyndroms. Der in den USA zur Behandlung des RDS zugelassene 5-HT-
Rezeptor-Antagonist Alosetron verlangsamt den Darmtransit, erhoht die Flissigkeits-
absorption und verringert die viszeralen Schmerzen. Auch fir Ondansetron und
Granisetron sind positive Effekte auf die Entwicklung des Krankheitsbildes beschrieben
worden'®!, die Zulassung fiir die Indikation RDS haben sie jedoch nicht. Als unerwiinschte
Wirkung kann bei Einnahme von 5-HT3;-Rezeptor-Antagonisten aufgrund der Inhibierung
5-HT;-Rezeptor-induzierter Effekte innerhalb des ENS Obstipation eintreten. Die
Anwendung ist somit auf die diarrhdbetonte RDS-Form beschrankt. Alosetron musste in
den USA 2002 voribergehend aus dem Handel genommen werden, da Falle von
schwerer Obstipation, ischamischer Colitis und sogar Todesfélle aufgetreten waren.
Derzeit wird es nur nach strenger Indikationsstellung angewendet. Auch der in den USA
und Kanada zur RDS-Behandlung eingesetzte 5-HT,-Rezeptor-Agonist Tegaserod wurde
2007 wegen seltener, aber schwerer kardiovaskularer Nebenwirkungen vom Markt
genommen. Eventuell kénnte die Kombination von 5-HT3;-Rezeptor-Antagonisten mit
5-HT,-Rezeptor-Agonisten Erfolg bringen!'?. Allerdings wurde auch der unselektive 5-HTs-
Antagonist/5-HT4-Agonist Cisaprid wegen Induktion ventrikularer Arrhythmien und
Todesfalle im Jahr 2000 in vielen europaischen Landern aus dem Handel genommen. Mit
Renzaprid und Cilansetron befinden sich weitere Derivate in der klinischen Entwicklung®®?.
Die Entwicklung von wirksamen Serotoninrezeptor-Modulatoren mit gulnstigem
Nebenwirkungsprofil erweist sich somit als schwierig. Abb. 1.6 zeigt eine Ubersicht der
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Therapieoptionen bei unterschiedlichen RDS-Formen. Gerade weil die Erforschung klar
definierter Wirkstoffe mit gutem Nebenwirkungsprofil problematisch verlauft, sind
pflanzliche Arzneimittel flir die RDS-Therapie von grof3er Bedeutung. Pfefferminze bzw.
Pfefferminzdl ist in der Behandlung der moderaten Form des D-RDS und des O-RDS ein
anerkanntes Adjuvans.

Management of IBS

Constipation-predominant IBS Diarrhea-predominant IBS Pain-predominant IBS
Mild ——— Education, reassurance, stress management and relaxation techniques

l l

Guar gum, fiber, exercise, Trial diet exclud!ng
lactose and caffeine;

i d fluid intak
increased fluid intake other dietary changes

l l

Antispasmodic agent, Loperamide (Imodium), antspasmodic agent
Moderate > peppermint, antispasmodic agent, tricyclic antidepessant
osmotic laxatives peppermint l
Severe ——» Tricyclic antidepressant, psychotherapy, sedative with antispasmotic agent |
5-HT,, receptor agonist 5-HT, recetor antagonist 5-HT, receptor antagonist
(tegaserod [Zelnorm]) (alosetron [Lotronex]) if diarrhea noted

Abb. 1.6  Algorithmus zur RDS-Therapie

Entnommen aus Hadley und Gaarder (2005)®; Tegaserod ist derzeit nicht im Handel; (IBS =

irritable bowel syndrome).

Die Studienlage zur Anwendung von Pfefferminzdl wird in Kapitel 1.4.4 diskutiert.
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1.3 Ingwer

1.3.1 Botanik und Vorkommen von Zingiber officinale ROSCOE

Abb. 1.7  Zingiber officinale ROSCOE aus Kohler’'s Medizinal-Pflanzen!®”

Dargestellt sind die blihende Pflanze und sterile Scheinstengel; links neben der Pflanze:
detaillierte Abbildungen der Blitenbestandteile; auf der rechten Seite: Quer- und Langsschnitt des
Fruchtknotens.

Die Stammpflanze

Die Ingwerpflanze (Zingiber officinale ROSCOE) (Abb. 1.7) gehoért zur Familie der
Zingiberaceae und ist neben mehr als 50 weiteren Arten der Gattung Zingiber BOEHM.
zugeordnet. Innerhalb dieser Gattung hat nur das Rhizom der Art Z. officinale ROSC.
aufgrund seiner vielféltigen medizinischen Anwendungen Eingang in die Arzneibucher
gefunden. Es ist das am grindlichsten untersuchte Pflanzenorgan dieser Gattung. Man
unterscheidet innerhalb der Art Z. officinale ROSCOE zwei Varietaten: Z. officinale var.
macrorhizomum MAKINO und Z. officinale var. rubens MAKINO. Die als Kintoki-Ingwer in
Japan bekannte var. rubens MAKINO zeigt ein vom offizinellen Ingwer abweichendes
Inhaltsstoffspektrum, vor allem wegen ihres Gehaltes an Diterpenlactonen
(Galanolacton)®. Die Ingwerpflanze ist eine ausdauernde Staude mit einem kréftigen,
fleischigen, horizontal im Boden kriechenden Wurzelstock. Dieser ist in knollenférmige
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Abschnitte unterteilt und verzweigt sich in einer Ebene in Seitensprosse, die sich weiter
verzweigen. Aus dem Wurzelstock treibt jahrlich ein 1-2 m hoher steriler Scheinstengel,
der aus umeinander gerollten Blattscheiden besteht. Neben diesem spriellen aus dem
Rhizom blitentragende Sprosse, die bis zu 30 cm hoch wachsen und dicht mit scheidigen
Blattern besetzt sind®®”\. Zingiber officinale ROSCOE ist in Siidostasien beheimatet. Das
genaue Herkunftsland ist nicht bekannt. Der industriell verwendete Ingwer stammt
ausschliellich aus Kulturen in Gebieten der Tropen, die der Pflanze glnstige
Wachstumsbedingungen wie hohe Temperaturen, Luftfeuchtigkeit und genltgend
Niederschlage bieten. Hauptanbaugebiete sind Indien, China, West-Malaysia und Nigeria.
Ingwer wird aulerdem in Australien, Jamaika und zahlreichen weiteren Staaten mit
entsprechendem Klima angebaut!®® .

Die Droge

Zingiberis rhizoma ist weltweit offizinell. Die klassische Droge fiir pharmazeutische
Zwecke ist der getrocknete Ingwerwurzelstock. Als Arzneibuchware wird geschalter oder
ungeschalter, ungebleichter Ingwer (bevorzugt die Jamaika-Provenienz) gefordert. Die
Droge (siehe Abb. 1.8) besteht aus dem in nur einer Ebene sympodial verzweigten,
seitlich flachgedriickten Rhizom mit quer verlaufender Segmentierung. An den
Abbruchstellen hinterlassen die Sprosse vertiefte Stangelnarben. Aus den Bruchflachen
ragen kurze steife Leitbiindelfragmente heraus™®.

f § & :
.,.il\\

Abb. 1.8  Zingiberis rhizoma (Ingwerwurzelstock)

Der Geschmack wird als aromatisch, mehr oder weniger scharf und leicht bitter
charakterisiert. Der Geruch ist aromatisch und enthalt bei indischer, chinesischer und
australischer Ware eine zitronige Note®®. Das Praparat Zintona® enthélt die pulverisierte

Droge®®.
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Ernte und Weiterverarbeitung

In tropischen Gebieten wird Ingwer mit Beginn der Frihjahrsregenfalle und in
Australien auf bewasserten Feldern von September bis Oktober gepflanzt und nach 8-9
Monaten geerntet. Kurz nach der Ernte werden die Rhizome von Stengeln und Wurzeln
befreit und gewaschen (,griner Ingwer”) und je nach Wetterbedingungen 7-10 Tage in
der Sonne getrocknet. Die Weiterverarbeitung der Handelssorten verlauft unterschiedlich.
.Bedeckter’ oder ,Schwarzer Ingwer‘ wird nicht geschalt, wird mit kochendem Wasser
gebriht und schnell getrocknet. Der geschalte ,weille Ingwer” ist haufig gebleicht und wird
zur Schénung und zum Schutz vor Insektenbefall haufig mit Kreide oder Kalk eingerieben.
Ein Schalen oder Anritzen des Ingwerrhizoms nach der Ernte dient der schnelleren
Trocknung, flhrt aber durch Verlust des &therischen Ols zu einer Beeintrachtigung der
aromatischen Qualitat®®® . Die Handelssorten unterscheiden sich durch ihren Gehalt an
atherischem OlI, Scharfstoffen und anderen Inhaltsstoffen. In Tab. 1.2 sind die wichtigsten
Handelssorten beschrieben.

Herkunft Verarbeitung Inhaltsstoffe Aroma
Jamaica ganz geschalt, nie gekalkt od. 0,6—-1 % &th.0I angenehm aromatisch,
gebleicht, hellbraun ca. 0,8 % Gingerol milde Schéarfe
Australien hellbraun, geschalt oder nicht keine Angabe sehr zitronig und scharf
geschalt
Indien nur seitlich geschalt, grau- 2-3 % &th. Ol aromatisch und scharf
(Bengal) braun 0,6—1,8 % Gingerol
Indien geschalt/ungeschalt, oft 1,4 %ath. Ol brennend scharf,
(Cochin) gekalkt (weil) 0,6 % Gingerole blumig-zitronenartig
Malabar (Cochin | geschalt, meist gekalkt (weil?) keine Angabe zitronenahnlich, suf,
u. Calicut) erdig
Japan stark gekalkt und geschdnt, 1,2 % é&th. Ol Bergamotte-ahnlich,
teilweise von Zingiber mioja minderwertige Qualitat
China ungeschalt, tlw. von anderen keine Angabe starker Geruch und
Arten, blassbraun, oft Geschmack, blumig-
kandiert od. in Sirup eingelegt zitronig, milde Scharfe
Westafrika ungeschalt/halb geschalt, 1,6 % éath. Ol campherartig,
ungekalkt, dunkle Farbe ca. 1,5 % Gingerol aromatisch-herber
Geruch, sehr scharf
Tab.1.2  Unterschiedliche Handelssorten des Ingwers

Modifiziert nach folgenden Literaturquellen

.67, 68, 70]
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Jamaika-Ingwer (traditionelle Arzneibuchware) wird neben Cochin-Ingwer, bengalischem
und australischem Ingwer als besonders hochwertig angesehen. Er ist aber wegen der
aufwendigen Verarbeitung kaum noch zu erhalten, da die Korkschicht in Handarbeit
vorsichtig abgeschabt statt weggeschnitten wird, um die Exkretzellen innerhalb der Rinde

nicht zu verletzen. Ingwer wird vor allem aus China, Indien und Westafrika importiert®®” 7.

1.3.2 Inhaltsstoffe

Gemabhlener Ingwerwurzelstock enthalt je nach Herkunft 3—6 % Fett, 9 % Eiweil}, 60—
70 % Kohlenhydrate, 3-8 % Rohfasern, bis zu 8 % Asche, 9-12 % Wasser und 2-3 %
atherisches OI®®. Das EuAB 6 gibt in der Monographie zu Zingiberis rhizoma einen
Mindestgehalt an &therischem Ol von 15mlx kg’ an. Durch Perkolation von grob
gemahlenem Ingwer mit Ethanol oder Aceton bei Raumtemperatur kann ein zahfllssiger,
dunkler, goldbrauner Balsam (Oleoresin) gewonnen werden. Das Ingwerrhizom enthalt
ca. 5-8 % dieses Balsams. Hauptbestandteile des Oleoresins sind 20-25 % &atherisches
Ol und 25-30 % Scharfstoffe!’.

Das itherische Ol

Das Ingwerrhizom kann bis zu 3 % &therisches Ol enthalten. Dieses ist in Exkret-
zellen gespeichert, die in der Rinde und zum Teil in der Korkschicht liegen. Beim Schalen
der Droge geht das atherische Ol leicht verloren®®. Zur Gewinnung des Ingwerdls mittels
Wasserdampfdestillation werden daher vor allem ungeschélte Handelssorten verwendet.
Auch die Kork- und Rindenabfélle, die beim Schalen des Ingwerwurzelstocks anfallen,
kénnten zur Destillation verwendet werden. Probleme hierbei sind allerdings, dass nicht
genugend Abfalle anfallen, da Ingwerrhizome selten vollstandig geschalt werden und dass
eine Destillation schnell erfolgen muss, um ein vorzeitiges Entweichen des atherischen
Ols zu verhindern"!. Als Bestandteile &therischer Ingwerdle kommen niedermolekulare,
lipophile und wasserdampffliichtige Terpene vor. Diese Eigenschaften zeigen in erster
Linie Mono- und Sesquiterpene!”. Diese gehdren zur Gruppe der Isoprenoide und sind
Naturstoffe, die durch Vervielfachung von Cs-Isopreneinheiten (2-Methylbutadien)
aufgebaut werden und somit einem gemeinsamen Biogeneseweg entstammen. Die
Grundeinheit Isopentenylpyrophosphat (IPP) wird entweder Uber den Acetat-Mevalonat-
Biosyntheseweg aus drei Molekilen Acetyl-CoA unter Beteiligung der HMG-CoA-
Reduktase oder Uber den alternativen DXP/MEP-Biosyntheseweg (DXP = 1-Deoxy-D-
xylulose-5-phosphat; MEP = 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat) aus Pyruvat und
D-Glycerinaldehyd-3-phosphat gebildet. Durch eine Isomerase wird IPP in das stabilere
Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) umgelagert. IPP  und DMAPP sind die
biogenetischen Vorstufen bei der Bildung der Terpene (Abb. 1.9).
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Abb. 1.9 Kondensation von DMAPP und IPP zu C,- und C4s-Einheiten

DMAPP lasst sich leicht nukleophil substituieren; als Nucleophil dient die Doppelbindung
des IPP. Durch 1,4-Verknupfung (Kopf-Schwanz-Kondensation) entsteht Geranyl-
pyrophosphat, das zum acyclischen Monoterpenalkohol Geraniol bzw. Nerol metabolisiert
werden kann. Weitere Hydroxylierungen, Dehydrierungen und C-C-Verknlpfungen fihren
zur grol’en Mannigfaltigkeit monozyklischer und bizyklischer Monoterpene. Durch 1,4-
Verknipfung mit einer weiteren |IPP-Einheit gelangt man zu den isomeren
Farnesylpyrophosphaten (C,s-Einheit), welche die Vorstufe zu den Sesquiterpenen
darstellen. Die vielen zyklischen Sesquiterpenderivate kommen zustande durch
unterschiedliche Geometrie der olefinischen Doppelbindungen in den verschiedenen
Farnesylpyrophosphat-lsomeren in Verbindung mit der variablen Vorfaltung der C;s-Kette
auf Enzymoberflachen!™.

Im atherischen Ingwerdl wurden Uber 160 Komponenten nachgewiesen. Die
Zusammensetzung des &therischen Ols ist je nach Herkunft starken Schwankungen
unterworfen. Hauptbestandteile in vielen Ingwerdlen sind die monozyklischen
Sesquiterpenkohlenwasserstoffe  vom Bisabolantyp wie a-Zingiberen, ar-Curcumen,
B-Sesquiphellandren, [-Bisabolen und das azyklische (E,E)-a-Farnesen. Sie sind
pragende Aromastoffe. Weitere Bestandteile sind oxidierte Sesquiterpene wie trans-§-
Sesquiphellandrol und Zingiberol, ein Isomerengemisch aus cis- und trans--Eudesmol,
die wesentliche Geruchskomponenten darstellen®. Zahlreiche Monoterpene wie zum
Beispiel 1,8-Cineol (Eucalyptol), Limonen, a-Pinen, Linalool, Borneol, p-Pinen, Camphen,
Geraniol, a/B-Phellandren und Terpinolen sind ebenfalls zu finden. Die Strukturformeln
der wichtigsten Terpene im Ingwerdl sind in Abb. 1.10 dargestellt.
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Sesquiterpene

(-)-a-Zingiberen )-ar-Curcumen -)-B-Bisabolen (-)-B-Sesquiphellandren

/

H H
a-Copaen (E,E)-a-Farnesen Zingiberol
Monoterpene
CHO
X X
CHO
Terpinolen a-Phellandren 1,8-Cineol Geranial Geranial B-Pinen

Citral a Citral b

Abb. 1.10 Chemische Struktur einiger Terpene des Ingwerols

Die Zusammensetzung &atherischer Ingwerdle ist je nach Herkunft des Ingwers sehr
unterschiedlich. Wahrend atherische Ingwerdle aus Indien und Sri Lanka als Haupt-
inhaltsstoffe Sesquiterpenkohlenwasserstoffe mit variierenden Anteilen der einzelnen
Derivate enthalten, sind in &therischen Olen des australischen Ingwers monoterpenoide
Derivate wie Camphen, Phellandren, 1,8-Cineol und Citral vorherrschend® % . Das
Monoterpen Citral fiihrt zu einem citrusbetonten Aroma des &therischen Ols, das
besonders bei Ingwerdl aus australischem Ingwer, Jamaika-Ingwer und Ingwer der Fiji-
Inseln ausgepragt ist. Australisches Ingwerdl enthalt zwischen 10 und 35 % und
atherisches Ol des Fiji-Ingwers bis zu 57 % Citral", wahrend andere Handelssorten zum

Beispiel aus Indien nur 1-3 % Citral enthalten”" ™.

Bei der Untersuchung der
Zusammensetzung &therischer Ole von diploiden und tetraploiden Klonen von in

Australien angebautem Zingiber officinale ROSCOE konnten Wohlmuth et al."® sogar 50—
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70 % Citral in nahezu allen untersuchten Ingwerdlen finden. In dieser Untersuchung
wurde festgestellt, dass sich die Konzentration an Citral invers zur Konzentration der
Sesquiterpenkohlenwasserstoffe, ebenso wie zur Konzentration von Borneol verhalt.
Aulerdem wurde eine inverse Beziehung zwischen den Konzentrationen von
Geraniol/Geranylacetat und (E,E)-a-Farnesen beobachtet. Eine Erklarung hierflir kénnte
sein, dass Mono- und Sesquiterpene aus dem gleichen Biogeneseweg stammen und
somit bei der Biosynthese miteinander konkurrieren. Der Neral/Geranial-Quotient in den
atherischen Ingwerdlen lag in dieser Studie relativ konstant bei 0,6, wahrend der Quotient

bei analysierten Ingwerdlen anderer Herkunft zwischen 0,3 und 0,9 variiertel™®.

Die Scharfstofffraktion

Die Scharfstofffraktion des Oleoresins besteht zu 20-25 % aus der homologen Reihe
der Gingerole (Abb. 1.11). Es handelt sich um Phenylpropanderivate, die sich
biogenetisch aus Ferulasaure und Malonsaure sowie einer Fettsdure herleiten.

Q HO \H [6]-Gingerol: n = 4
H3CO [8]-Gingerol: n = 6
S (CH2)nCH3 [10]-Gingerol: n = 8

HO

Abb. 1.11 Homologe Reihe der Gingerole

[6]-Gingerol als Hauptvertreter stellt innerhalb der Gingerole das scharfe Prinzip dar,
wahrend [8]- und [10]-Gingerol praktisch keine Scharfwirkung erzeugen. Kurz- oder
langkettige Gingerole und strukturanaloge Verbindungen wie Methylgingerole,
Gingerdiole, Acetate dieser Verbindungen sowie das Sulfonsaurederivat des [6]-Gingerols
kommen in geringeren Mengen vor. Die deutlich scharferen Shogaole und das Zingeron
(Vanillylaceton) sind Artefakte, die bei Trocknung und Lagerung aus Gingerolen durch
Dehydratisierung gebildet werden (siehe Abb. 1.12). Des Weiteren konnten
Methylshogaole, Paradole (im Vergleich zu den Shogaolen fehlt die Doppelbindung in der
Seitenkette) in Spuren, Gingerdione und Dehydrogingerdione sowie Diarylheptanoide

(Curcuminoide) nachgewiesen werden!®® 59,

Einfluss von Verarbeitung und Lagerung auf das Inhaltsstoff-Spektrum des
Ingwerwurzelstocks und des atherischen Ingwerols

Thermische Belastungen wahrend der Verarbeitung und Lagerung kdnnen zu
Umsetzungsreaktionen der Inhaltsstoffe des Ingwerrhizoms flihren. Im Vordergrund steht
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hierbei die Reaktion von Gingerolen zu Shogaolen und zu Zingeron (siehe Abb. 1.12). Die
gebildeten Shogaole stellen in Analogie zu den Gingerolen eine homologe Reihe dar. Sie
sind deutlich scharfer als die Gingerole. [6]-Shogaol ensteht durch Dehydratisierung aus
[6]-Gingerol und ist dementsprechend der Hauptvertreter innerhalb der Shogaole. In
frischem Ingwer oder frischen Oleoresinen sind nur geringe Mengen an Shogaolderivaten
zu finden.

(o)
H3CO | —
—_—
Dehydratisierung
HO
[6]-Gingerol [6]-Shogaol
Retroaldol-
reaktion
(0]
H3CO ()
+ W
H
HO'
Zingeron Hexanal

Abb. 1.12 Umsetzung von [6]-Gingerol durch thermische Belastung oder Lagerung

Der Shogaol-Gehalt ist somit ein nitzlicher Index zur Beurteilung der Frische des Ingwers
und ermdoglicht Aussagen uber die Trocknung, Aufarbeitung und das Alter der Droge. Ein
hoher Gehalt an Shogaolen muss aber nicht ein qualitatsminderndes Kriterium sein, da
neben den Gingerolen auch die Shogaole an der pharmakologischen Wirkung von
Ingwerextrakten beteiligt sind””\. Die Umsetzung des [6]-Gingerols zu Zingeron deutet im
Gegensatz dazu auf minderwertige Ware hin, da Zingeron keine Scharfwirkung mehr

besitzt"* 8,

Die variable Zusammensetzung des atherischen Ingwerdls ist nicht nur von der Herkunft
des Ingwers, sondern auch von der Art des eingesetzten Ingwerwurzelstocks (frisch oder
getrocknet) und den Herstellungsbedingungen abhangig. Hierbei sind besonders
Trocknungsprozesse und Lagerung des Ingwers, Destillationsmethode und
-Bedingungen, Lagerung des Ingwerdls, aber auch Variationen in analytischen Methoden
von Bedeutung™. Die angegebene Destillationszeit zur Gewinnung von Ingwerdl| variiert
zwischen wenigen Stunden und 20 bis 30 Stunden. Besonders die terpenoiden Alkohole
und Ester, die an der Aromabildung des Ingwers beteiligt sind, sind anfallig fur
Umsetzungsreaktionen wahrend der Destillation. Angaben zur optimalen Destillationszeit
unter Erhalt der genuinen Inhaltsstoffe gibt es nicht"". Wahrend der Lagerung nimmt die
Viskositat des atherischen Ols zu'". AuRerdem kommt es zu Verénderungen in der
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Zusammensetzung. Am bedeutsamsten sind hierbei die Reaktionen in der Gruppe der
Sesquiterpene. Wahrend a-Zingiberen in frisch destillierten Ingwerdlen die Haupt-
komponente darstellt, steigt in gelagerten Olen der Gehalt an ar-Curcumen an (Abb.
1.13)" 79,

Lagerung

y

a-Zingiberen ar-Curcumen

Abb. 1.13 Umsetzung von a-Zingiberen zu ar-Curcumen wahrend der Lagerung des
atherischen Ols

Auch fur B-Sesquiphellandren wurde die Umsetzung zu ar-Curcumen wahrend der
Lagerung beschrieben. Da ar-Curcumen das einzige dominierende Sesquiterpen mit
positiver optischer Drehung ist, konnte die Bestimmung der optischen Rotation als
Hinweis fur die Frische des Ingwerdls verwendet werden. Ganz zuverlassig ist diese
Methode jedoch nicht, da neben der Reaktion zu ar-Curcumen wahrend der Lagerung
weitere Veranderungen im &therischen Ol ablaufen kénnen wie Polymerisations-

M Germer et all™®

reaktionen, die ebenfalls die optische Drehung verandern
beobachteten in der Stabilitdtsuntersuchung eines atherischen Ingwerdls bei 8 °C Uber
einen Zeitraum von 8 Monaten eine deutliche Abnahme des a-Zingiberen-Gehalts. In
gleichem Ausmall nahm der Gehalt an ar-Curcumen zu. Eine Umsetzung von B-Sesqui-
phellandren zu ar-Curcumen konnte in dieser Untersuchung nicht nachgewiesen werden.
Die Reaktion von a-Zingiberen zu ar-Curcumen ist damit die entscheidende Umsetzung
wahrend der Lagerung des Ingwerdls. Die Gehaltsbestimmung dieser Komponenten kann
fuir die Beurteilung der Frische des &therischen Ols hilfreich sein.

Auch der Gehalt des Monoterpens Citral ist starken Schwankungen unterworfen. Neben
dem Aspekt der Herkunft (siehe oben) wird der Citral-Gehalt durch weitere Faktoren
beeinflusst. Ingwerdl aus frischem, friih geerntetem Ingwer weist einen hoéheren Citral-
Gehalt auf als Ingwerdl, das aus getrockneten Rhizomen gewonnen wird. Des Weiteren
spielt die Art der Trocknung eine Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass geschnittener und
schnell getrockneter Ingwer mehr Citral enthalt als der in der Sonne getrocknete
Ingwer”". Ebenso wiesen durch Extraktion mittels {berkritischer Fliissigkeit gewonnene
Extrakte von frischem australischem Ingwer einen héheren Citral-Gehalt auf als Extrakte

von getrocknetem Ingwer. In weiteren Untersuchungen wurde gezeigt, dass durch die
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Trocknung der Rhizome von Nigeria- und Sri Lanka-Ingwer vor der Destillation 40-74 %
des enthaltenen Citrals verloren gehen. Diese Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass der
Citral-Gehalt in vielen Ingwerdlen héher ist, wenn zur Destillation frische oder bei kihlen
Temperaturen getrocknete Ingwerrhizome verwendet werden!™. Daher sind auch die in
der Literatur angegebenen Daten zum Citral-Gehalt von Ingwerdlen unterschiedlicher
Herkunft kritisch zu betrachten, da der Gehalt an Citral im &therischen Ol haufig nur
begrenzt auf den tatséchlichen Citral-Gehalt im &therischen Ol des Rhizoms schlieRen
|asst.

1.3.3 Anwendung und pharmakologische Wirkung

Medizinische und sonstige Verwendung des Ingwers

Ingwerrhizom in gemahlener Form ist ein beliebtes Kichengewilrz in SiRwaren,
eingemachten Frichten, Suppen, Reisspeisen und Fleischgerichten, und ist ferner
Bestandteil von Curry und anderen Gewilrzmischungen. Ingwerextrakt wird in der
Getrankeindustrie zur Herstellung von Tincturae aromaticae, Likéren und des
alkoholfreien ,Ginger Ale* verwendet. Appetitanregende Ingwer-Schokoladenstabchen
und kandierter Ingwer sind weit verbreitet®’. Volksmedizinisch wird Ingwer seit 2500
Jahren in China und Indien zur Behandlung von Kopfschmerzen, Ubelkeit, Rheuma und
Erkaltungen eingesetzt. Die traditionelle chinesische Medizin charakterisiert Ingwer als
scharf und heil3 und er dient zur ,Erwarmung“ des Korpers, zur Behandlung kalter
Extremitaten, zur Kreislaufanregung, Verringerung von Blasse und zur Starkung nach
Blutverlust’®. Das chinesische Arzneibuch setzt den gewaschenen und getrockneten
Ingwer (ganjiang) bei Kaltegeflinl, Magen- und Unterleibsschmerzen, Erbrechen und
Durchfall, kalten GliedmalRen, Keuchatmung und Husten ein. Der gerostete Ingwer
(paojiang) wird bei Unterleibsschmerzen mit Erbrechen und Durchfallen, Nasenbluten und
UbermaRigen Uterusblutungen eingesetzt®. In Arzneibiichern und der traditionellen
Medizin werden weitere Einsatzgebiete wie Dyspepsie, Flatulenz, Koliken, Krampfe und
Appetitlosigkeit genannt®. Von Fischern der karibischen Inseln wird Ingwer seit
Jahrhunderten zur Vorbeugung der Seekrankheit eingesetzt’®”..

Pharmakologische Wirkung des Ingwers

Aufgrund der Vielzahl an bereits isolierten Inhaltsstoffen des Ingwers gibt es
unzahlige Studien zur pharmakologischen Wirkung von Trockenrlickstdnden unter-
schiedlicher Ingwerextrakte und isolierten Ingwerinhaltsstoffen. Diese Wirkungen sind in

nl66. 82]

Reviews zum Thema Ingwer ausflihrlich beschriebe . Einige dieser pharmako-

logischen Effekte werden im Folgenden aufgegriffen. In in vitro- und in vivo-Studien durch
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Mascolo et al® zeigte ein ethanolischer Ingwerextrakt anti-inflammatorische,
analgetische, antipyretische, antibakterielle und blutzuckersenkende Wirkungen. Die
antiinflammatorische Wirkung konnte durch in vitro-Effekte der isolierten Substanzen
belegt werden. Gingerole, Shogaole und Diarylheptanoide hemmen die Prostaglandin-
Synthetase und die 5-Lipoxygenase!® ®°. Fiir [8]-Gingerol, [8]-Shogaol und [8]-Paradol
konnte zudem eine Hemmung der Cyclooxygenasen 1% und 2" nachgewiesen werden.
Diese Ergebnisse belegen den volksmedizinischen Einsatz des Ingwers bei
rheumatischen Erkrankungen. Muskarinische, Ca**-antagonistische Effekte und
spezifische Hemmung der Butyrylcholinesterase durch einen Ingwerextrakt kénnten den
Einsatz bei Demenz erklaren®. Als die wirkbestimmenden Substanzen des Ingwers
werden in den meisten Féllen die Scharfstoffe und deren Derivate diskutiert. In einer in
vivo-Studie an Mausen zu analgetischen und antipyretischen Wirkungen der Scharfstoffe
erwiesen sich die Shogaole potenter als die Gingerole®®, so dass eine Alterung der Droge
nicht unbedingt von Nachteil ist.

Der Hauptfokus der Studien ist auf die antiemetische Wirkung des Ingwerrhizoms gelegt.
In tierexperimentellen in vivo-Studien konnten Ingwerextrakte, Gingerole und Shogaole
das durch zytotoxische Substanzen ausgel6éste Erbrechen mildern oder aufheben. Eine
Auflistung dieser Studien findet man bei Abdel-Aziz (2004)*°. Der genaue Wirkungs-
mechanismus zum antiemetischen Effekt des Ingwers ist nicht bekannt, allerdings wird ein
antiserotonerger Effekt als Grund fir die antiemetische Wirkung in Lehrblchern
angenommen. In einer in vitro-Studie von Yamahara et al. (1989) am isolierten
Meerschweinchenileum wirkten eine acetonischer Extrakt und [6]-, [8]- und [10]-Gingerol
antispasmodisch auf die Serotonin-induzierte Kontraktion®®". Im gleichen Testsystem
zeigte auch Galanolacton antiserotonerge Wirkungen. Durch Zugabe des unselektiven
5-HT4.57-Rezeptor-Antagonisten Methysergid wurde die 5-HT;-Rezeptor-antagonistische
Wirkung des Galanolactons belegt®?. Durch Abdel-Aziz et al. wurde der antagonistische
Effekt am 5-HT3;-Rezeptorkanalsystem von Ingwerextrakten, Gingerolen, Shogaolen und
dem atherischen Ol durch Kationeninflux-Versuche und Kontraktionsversuche am
Meerschweinchenileum (mit SR57227A als selektivem 5-HTs-Agonist) gezeigt!” .
Neben der antiserotonergen Wirkung tragt auch der direkte Effekt der Substanzen im
Gastrointestinaltrakt zur antiemetischen Wirkung bei. Auch hier spielt vermutlich die
antiserotonerge Aktivitat neben anderen wie z.B anticholinergen Mechanismen eine Rolle.
So konnte ein acetonischer Ingwerextrakt eine Serotonin-induzierte Diarrhd bei Mausen
signifikant hemmen®. In in vivo-Versuchen an Méusen steigerten der Trockenriickstand
eines acetonischen Ingwerextraktes sowie [6]-, [8]- und [10]-Gingerol und [6]-Shogaol die
Magen-Darm-Motilitat signifikant!®® %!,
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Anwendung und pharmakologische Wirkung des dtherischen Ols und seiner
Hauptbestandteile

Ingwerdl findet seine Hauptverwendung in der Getranke-, SifRwaren- und
Parfimindustrie. Das atherische Ingwerdl weist aber durchaus pharmakologische
Wirkqualitaten auf, die zum Gesamteffekt eines Extraktes beitragen kénnten. So konnte
Riyazi im Kationeninflux-Versuch an N1E-115 Zellen eine 5-HT;-Rezeptorkanal-
antagonistische Wirkung sowohl fiir das atherische Ol, als auch fiir die Monoterpene
Terpinolen, B-Pinen, a-Phellandren und das Sesquiterpen a-Copaen belegen. Die
Monoterpene zeigten auflerdem einen antispasmodischen Effekt auf die Serotonin-
induzierte Kontraktion am isolierten Rattenileum®’. An der elektrisch stimulierten glatten
Muskulatur des lleums und der Trachea des Meerschweinchens wirkt das &therische Ol
tonussenkend®®. Als Hauptbestandteil des &therischen Melissendls inhibierte Citral in
einer Studie am isolierten Rattenileum die durch KCI, ACh und 5-HT induzierten
Kontraktionen konzentrationsabhangig und in gleichem MaRe wie das Ol selbst®.
Bezlglich der ulcusprotektiven Wirkung eines acetonischen Ingwerextraktes wurde neben
[6]-Gingerol auch a-Zingiberen als wirksam erkannt. Beide Substanzen verminderten die
bei Wistar-Ratten durch HCI in Ethanol induzierten Lasionen der Magenschleimhaut
signifikant’®. Des Weiteren wurden neben [6]-Shogaol auch die Komponenten des
atherischen Ingwerdls [-Sesquiphellandren, B-Bisabolen und ar-Curcumen als
antiulcerative Prinzipien isoliert!’®". Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass das
atherische Ol besonders bei Anwendung von Ingwerextrakten zur Linderung gastro-
intestinaler Beschwerden zur Wirkung beitragt.

1.3.4 Studienlage zur Anwendung von Ingwer in der antiemetischen
Therapie

Neben den in vitro-Untersuchungen zum antiemetischen Wirkungsmechanismus von
Ingwerinhaltsstoffen wurden in vivo-Studien zur Wirksamkeit des Ingwers bei
unterschiedlichen Formen der Nausea und Emesis durchgefihrt. In den Studien wurden
250 mg bis 2 g Ingwer eingesetzt.

Ingwer bei Chemotherapie-induziertem Erbrechen und Ubelkeit (CINV)

Zur Wirksamkeit von Ingwer in der Therapie des CINV sind bisher nur zwei klinische
Studien durchgefiihrt worden. In einer doppelblinden, placebokontrollierten Studie mit 41
Leukamie-Patienten verminderte Ingwer im Vergleich zu Plazebo statistisch signifikant
das Auftreten von Ubelkeit und Erbrechen!’®?. In einer Studie von Meyer et al."®! wurde
bei 11 Patienten der Effekt einer Pramedikation mit 530 mg Ingwer-Pulver auf die durch
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extrakorporale Chemotherapie mit Psoralen und Bestrahlung verursachte Ubelkeit
bewertet. Bei einem Vergleich des AusmaRes der ausgeldsten Ubelkeit wurde in der
Ingwergruppe eine Verminderung der Beschwerden auf ca. ein Drittel der Gruppe ohne
Pramedikation beobachtet. Diese Studien deuten auf eine gute Wirksamkeit von Ingwer in
der Behandlung des CINV hin, die durch weitere Studien noch belegt werden muss.

Ingwer bei postoperativer Ubelkeit und Erbrechen (PONV)

In zwei doppelblinden Studien an Patientinnen mit gynakologischen Eingriffen und
einem erhohten PONV-Risiko war die Wirkung von Ingwer vergleichbar mit 10 mg
Metoclopramid'® "%l In der Plazebogruppe wurden in beiden Studien mehr zusétzliche
Antiemetika gefordert als in den beiden Behandlungsgruppen. Das Auftreten von Ubelkeit
war in der Ingwergruppe signifikant seltener als in den Vergleichsgruppen. In einer
anderen doppelblinden Studie mit Patientinnen mit Unterbauch-Laparoskopie konnte
durch Therapie mit Ingwer keine antiemetische Wirkung erzielt werden!'°®’. Ebenso wurde
in der durch Arfeen et al. mit 108 Patientinnen mit laparoskopischen Eingriffen
durchgeflihrten Studie gezeigt, dass 0,51 g praoperativ verabreichter Ingwer die Inzidenz
des PONV nicht reduziert!®”. Nach Auswertung dieser Studien lasst sich keine
abschlielende Beurteilung treffen. Ebenso kommen auch zwei Meta-Analysen zur
Wirksamkeit von Ingwer bei PONV zu unterschiedlichen Ergebnissen. Die 2004 durch
Morin et al."% veréffentlichte Meta-Analyse kommt zu dem Ergebnis, dass Ingwer fiir die
Vermeidung der PONV keine klinische Relevanz hat. Im Gegensatz dazu ziehen
Chaiyakunapruk et al."® in ihrer 2006 verdffentlichten Meta-Analyse den Schluss, dass
Ingwer in Dosen ab 1 g in der PONV-Pravention effektiver ist als Placebo. Ob Ingwer nun
wirklich eine entsprechende Wirksamkeit aufweist, bleibt unklar.

Ingwer bei Kinetosen / Reiselibelkeit

In sechs klinischen Studien wurde der Effekt von Ingwer bei Kinetosen untersucht!"'*
"3 |n vier dieser Studien"'®""®! wurden die Symptome einer Kinetose experimentell
erzeugt, wahrend in den beiden anderen Studien!" " realitatsnahe Trigger wie z.B. eine
Schiffsreise verwendet wurden. In der auf See durchgeflihrten Studie von Grontved et
al" an 80 Marinekadetten bewirkte 1 g Ingwer eine Abschwichung der Symptome
Ubelkeit, Erbrechen, Schwindel und KaltschweiRigkeit. Statistisch signifikant war dieses
Ergebnis jedoch nur im Hinblick auf die Anzahl der Erbrechensepisoden und der
Kaltschweilligkeit. In einer weiteren Studie mit Touristen auf einer Walsafari in
Norwegen!'™ zeigten 250 mg Ingwer prophylaktisch angewendet eine &hnlich gute
antiemetische Wirksamkeit wie die Vergleichsmedikamente Cinnarizin allein, Cinnarizin

mit Domperidon, Cyclizin, Dimenhydrinat mit Coffein und Meclozin mit Coffein. Nachteil
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dieser Studie ist, dass eine Plazebogruppe fehlt. In zwei der Studien mit experimentell
erzeugten Kinetosen!""" "® (z.B. durch Drehstuhlexpermiente) konnte eine antiemetische
Wirksamkeit des Ingwers nachgewiesen werden. In zwei ahnlichen Studien mit hoher
methodischer Qualitat""® "% zeigte Ingwer keinen relevanten antiemetischen Effekt. Trotz
einiger Studien mit negativem Resultat ist eine Tendenz zur antiemetischen Wirkung des
Ingwers bei Kinetosen erkennbar. Auch hier fehlen weitere Studien und vor allem solche
mit realitatsnahen Triggerfaktoren.

Ingwer bei Schwangerschaftserbrechen

In vier plazebokontrollierten Studien wurde der Effekt von Ingwer bei Emesis und
Hyperemesis gravidarum an insgesamt 136 Patientinnen getestet; weitere 74
Patientinnen erhielten Plazebo!"'®""?. In der plazebokontrollierten Doppelblindstudie von
Vutyavanich et al.l'"""! erhielten 70 Schwangere mit Ubelkeit und Erbrechen (iber 4 Tage
1 g Ingwer pro Tag. Ingwer verminderte sowohl die Starke von Ubelkeit und Erbrechen als
auch die Anzahl der Brechepisoden signifikant. In einer weitere Studie mit Crossover-
Design an 30 Schwangeren mit Hyperemesis gravidarum wurde die tagliche Dosis von
1g Ingwer Uber vier Tage mit einem Plazebo verglichen!""™. Nach 2 Tagen
Auswaschphase wurden die Gruppen gewechselt. Bei einer Selbsteinschatzung des
Therapieerfolgs bevorzugten 70,4 % der Schwangeren die Ingwermedikation, 14,8 %
Plazebo und 14,8 % gaben keine Praferenz an. Der Unterschied war signifikant (p <
0,003). Die Bevorzugung der Ingwertherapie wurde der Verminderung von Erbrechen und
Ubelkeit zugeschrieben. Der Nachweis der antiemetischen Wirksamkeit des Ingwers bei
Emesis gravidarum wurde durch zwei weitere Studien belegt. Keating und Chez!""®
untersuchten in ihrer kontrollierten klinischen Studie an 26 Schwangeren im ersten
Trimester den Effekt eines Ingwersirups (entsprechend 1 g Ingwer pro Tag) Uber zwei
Wochen. 67 % der Frauen in der Verumgruppe, die zu Beginn der Studie taglich
erbrachen, zeigten nach dem 6. Beobachtungstag keine Erbrechensepisoden mehr, im
Vergleich zu 20 % in der Verumgruppe. In der aktuellsten Studie aus dem Jahr 2003!"™®
wurde die Wirksamkeit von 1,5 g Ingwer mit 30 mg Vitamin Bg pro Tag Uber einen
Zeitraum von drei Tagen verglichen. Die Gruppen bestanden aus je 64 Frauen. In beiden
Behandlungsgruppen nahmen die Anzahl der Erbrechensepisoden und die Starke der
Ubelkeit signifikant ab. Zwischen den Gruppen wurde kein signifikanter Unterschied
beobachtet.

In allen vier durchgeflhrten klinischen Studien wurde somit die Wirksamkeit des Ingwers
belegt. Klinische Studien mit einem negativen Ergebnis zum Einsatz von Ingwer liegen
nicht vor; man muss dabei jedoch beachten, dass Negativ-Ergebnisse eventuell nicht
veroffentlich wurden. In den vier Studien wurden keine Missbildungen beobachtet. Eine
Patientien erlitt in der 12. Schwangerschaftswoche eine Fehlgeburt; die Autoren sehen
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aber keinen Zusammenhang mit der Medikation und beurteilen die Vertraglichkeit von
Ingwer als gut. Hingegen wird in der Monographie ,Zingiberis rhizoma“ der Kommission E
aus dem Jahr 1988 Schwangerschaftserbrechen als Kontraindikation angegeben. Eine

{1201

genaue Begrindung erfolgt jedoch nich Zur endgultigen Widerlegung dieser

Einschrankung durch die Kommission E bedarf es weiterer klinischer Studien.

Insgesamt ist kritisch anzumerken, dass in allen klinischen Untersuchungen nicht
reproduzierbar herzustellende Ingwer-Pulver verwendet wurden und niemals eine die
Wirkung hauptsachlich tragende und identifizierte Einzelsubstanz; dies wird weiterhin zur
kontroversen Beurteilung beitragen.

Mechanismus der antiemetischen Wirkung des Ingwers

Ernst und Pittler™" kommen in ihrem Review zur Wirksamkeit von Ingwer bei
Ubelkeit und Erbrechen zu dem Schluss, dass Ingwer ein vielversprechendes
Antiemetikum ist, dass die Daten flr sichere Aussagen jedoch nicht ausreichen. Der
antiemetische Wirkungsmechanismus ist bisher unklar. Zum einen scheint die zuvor
beschriebene 5-HT;-Rezeptorkanal-antagonistische Wirkung der Ingwerinhaltsstoffe von
Bedeutung zu sein. Dies gilt besonders flr das CINV, da 5-HT;-Rezeptoren in der
Pathogenese eine grofRe Rolle spielen. In diesem Zusammenhang sind eventuell sowohl
zentrale als auch periphere antagonistische Wirkungen am 5-HT;-Rezeptorkanalsystem
von Bedeutung!'®?. Bei den weiteren Formen von Ubelkeit und Erbrechen, die nicht direkt
mit 5-HT3;-Rezeptoren assoziiert sind, kénnten antiserotonerge Effekte der Ingwer-
Inhaltsstoffe im Magen-Darm-Trakt zur antiemetischen Wirkung beitragen (siehe
pharmakologische Wirkungen des Ingwers). Sowohl beim PONV als auch beim
Schwangerschaftserbrechen werden in der Pathogenese gastrointestinale Stérungen
genannt. Die noch nicht eindeutig charakterisierte Wirkung des Ingwers bei Kinetosen
scheint ebenfalls vorwiegend durch Wirkungen auf den Magen-Darm-Trakt bedingt zu
sein. In der 1989 durch Holtmann et al.'"® durchgefiihrten Studie wurde gezeigt, dass
Ingwer keinen Effekt auf experimentell erzeugten Schwindel und Nystagmus auslbt. Die
Autoren schliefen, dass die antiemetischen Wirkungen des Ingwers weder das
vestibulare noch das okulomotorische System betreffen.
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1.4 Pfefferminzol

1.4.1 Botanik und Vorkommen von Mentha x piperita L.

[65]

Abb. 1.14 Mentha x piperita L. aus Kohler’s Medizinal-Pflanzen

Abgebildet ist die blihende Pflanze mit detaillierten Darstellungen der einzelnen Bliten-
bestandteile. Die Pflanze mit ausgepragt vierkantigem Stengel und dekussierter Blattstellung wird
etwa 60 cm hoch. Die blassroten Bliiten erscheinen in dhrigen Quirlen!™*.,

Die Stammpflanze

Mentha x piperita L. aus der Familie der Lamiaceae (siehe Abb. 1.14) ist keine
natlrlich vorkommende, taxonomisch eindeutig definierte Art. Sie entstand wahrscheinlich
erstim 17. Jahrhundert durch spontane Kreuzung von Wasserminze (Mentha aquatica L.)
und griner Minze (Mentha spicata L.), die ihrerseits ein Bastard zwischen Mentha
longifolia und Mentha rotundifolia ist. Die Pfefferminze ist somit ein Tripelbastard. Der
englische Biologe John Ray entdeckte den Tripelbastard in einem englischen Garten und
gab ihm wegen seines scharfen Geschmacks den Namen ,peppermint* (1696)"'%.. Die
Vermehrung kann nur vegetativ durch Kopfstecklinge (Stolone) erfolgen. Durch Anbau
und Selektionierung von Mentha x piperita L. wurden Mentha-Typen entwickelt, die einen
hohen Olgehalt und ein mentholreiches atherisches Ol enthalten. Die heute kultivierten
Pfefferminzsorten lassen sich zwei Gruppen zuordnen. Die Mitcham-Minzen (,black mint*;
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als Mentha piperita (L.) HUDS. var. officinalis SOLE forma rubescens CAMUS
klassifiziert) sind durch ihre violett angelaufenen Blattnerven und Stangel gekennzeichnet.
Sie stehen den Wasserminzen naher, sind ertragreich, winterhart und liefern eine dlreiche
Droge mit meist Gber 1,7 % (ml/100 g) &therischem Ol. Die Pfalzer Pfefferminzen (,white
mint“; als Mentha piperita (L.) HUDS. var. officinalis SOLE forma pallescens CAMUS
klassifiziert) sind grinblattrig und &hneln starker der griinen Minze. Sie enthalten aufgrund
einer verminderten Anzahl an Drisenschuppen weniger atherisches Ol, sind aber im
Geschmack milder und deshalb bei Verwendung als Teeaufguss der Mitcham-Minze
vorzuziehen. Wahrend sich Kulturen der Mitcham-Minzen in allen gemaRigten Klimazonen
der Erde befinden, werden die Pfalzer Minzen nur in bestimmten Regionen angebaut!’?.

Die Droge

Pfefferminzblatter (Menthae piperitae folium) sind in der Monographie des EUAB 6 als
getrocknete ganze oder geschnittene Blatter von Mentha x piperita L. definiert'®. Die
Droge besteht aus grinen bis braunlich-grinen, dinnen, brichigen, eiférmig bis
lanzettlich geformten, 3-9 cm langen Blattern mit scharf gesagtem Rand. Die fiedrige,
manchmal violett Gberlaufene Nervatur (Micham-Minze, beste Qualitat) tritt besonders auf
der Unterseite hervor®®. Unter der Lupe kann man die Driisenhaare als gelbe Punkte
erkennen. Pfefferminzblatter riechen charakteristisch nach Menthol, schmecken wirzig-
aromatisch und haben einen kiihlenden Nachgeschmack!'?*..

1.4.2 Inhaltsstoffe

Atherisches Ol

Mentha x piperita L. enthalt 0,5-4 % &therisches Ol mit (-)-Menthol als
charakteristischer Hauptkomponente. Das atherische Ol wird in den fiir Lamiaceen
typischen Drisenschuppen (bestehend aus 8 sezernierenden Zellen), die zwischen
Kutikula und Zellmembran liegen, gebildet und gespeichert!'®!. Das EuAB 6 fordert 12 ml
atherisches Ol pro kg Droge (aus ganzen Blattern bestehende Droge) bzw. 9 ml pro kg
geschnittener Droge. Pfefferminzdl (Menthae piperitae aetheroleum) ist ebenfalls im
Européischen Arzneibuch monographiert. Es wird durch Wasserdampfdestillation aus
frischen, blilhenden oberirdischen Teilen von Mentha x piperita L. gewonnen!'?,
Pfefferminzdl ist eine farblose bis schwach gelbliche oder griingelbliche Flissigkeit mit
dem typischen Geruch nach Pfefferminz. Die Inhaltstoffe kénnen je nach Varietat,
Herkunft, Alter der Blatter, Klima, Licht, Wasser- und Nahrsalzangebot variieren®®.
Pfefferminzdél aus Mentha x piperita L. besitzt einen hohen Gehalt an C-3-oxidierten

monozyklischen Monoterpenen. Die Biosynthese dieser Derivate ist in Abb. 1.15
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dargestellt. Die Zyklisierung zwischen Geranylpyrophosphat und (-)-Limonen wird
katalysiert durch die (-)-Limonen-Synthase, das wichtigste Monoterpen-Cyclase-Enzym in
Mentha-Arten!'?"],

AN
OPP
é:/\ —_— ? — —> (-)-Carvon
N (o
/:\

Geranyl- (-)-Limonen
pyrophosphat

OH

(-)-Menthol
(1R,3R,4S)-3-p-Menthanol

5??}%%@

(-)-trans- (-)-Isopiperitenon (+)-cis- (+)- Pulegon (-)-Menthon
Isopiperitenol Isopulegon

/_\
(+)-Neomenthol

(+)-Neoisomenthol (+)-lsomenthol  (+)-lsomenthon

\_/

Abb. 1.15 Biosynthese der C-3-oxidierten p-Menthanderivate des Pfefferminz- und Minzéls

Modifiziert nach Croteau!"; (-)-Carvon ist ein C-6-oxidiertes p-Menthanderivat und Haupt-

bestandteil des Krauseminzols.

Die Hauptkomponenten Menthol, Menthon und Menthylacetat machen zusammen 50—
70 % des Pfefferminzols aus®. (-)-Menthol kann sowohl frei als auch an Essig- oder
Isovalerianséure (Estermenthol) gebunden vorliegen'™. Das EuAB 6 fordert einen Gehalt
an frei vorliegendem (-)-Menthol von 30-55 %. Des Weiteren sind in der Monographie
Mengenangaben flir die Inhaltsstoffe Limonen, Cineol, Menthon, Menthofuran,
Isomenthon und Menthylacetat festgelegt!'®. Durch fraktionierte Vakuumdestillation
kénnen stérende Bestandteile wie Menthofuran verringert oder eliminiert werden
(rektifizierte Ole). Das Verhaltnis von freiem zu verestertem Menthol, die Menge an
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Begleitstoffen (wie Jasmon) und eine mdglichst geringe Konzentration an Menthofuran
sind wichtige Kriterien zur Qualititsbestimmung des Pfefferminzéls’?. Auf Verfalschungen
mit Minzdl (aus Mentha canadensis L.) deuten Pulegon-Gehalte Uber 0,2 % und mit
Krauseminzél (aus ,crispa“-Variationen von Mentha spicata L., Mentha aquatica L. und
Mentha longifolia NATH.) Carvon-Gehalte tber 1 % hin!"®!, Neben Monoterpenen sind
auch Sesquiterpenderivate wie (-)-B-Caryophyllen und (-)-Caryophyllenepoxid im
Pfefferminzdl enthalten. Charakteristisch ist das Vorkommen kleiner Mengen (+)-trans-
Sabinenhydrat und (+)-Viridiflorol'. Zur Gewinnung von (-)-Menthol im groRen MaRstab
werden anstelle der teuren Pfefferminzdle vom Piperita-Typ Minzéle verwendet.

Weitere Inhaltsstoffe

In Pfefferminzblattern sind auf’erdem 3,5-4,5 % Labiatengerbstoffe, 8,6-17,8 %
Flavonoidglykoside (Eriocitrin als Hauptkomponente), Flavonoidaglyka mit unter-
schiedlichem Methylierungsgrad, Triterpensauren, Sterole, Lipide, Carotinoide und
mineralische Bestandteile enthalten.

1.4.3 Medizinische Anwendung und pharmakologische Wirkung

Pfefferminzblatter

Pfefferminztee ist indiziert bei akuter und chronischer Gastritis und Enteritis, bei
kolikartigen Beschwerden des Magen-Darm-Traktes, der Gallenblase und -wege und bei
Blahungen. Extrakte von Pfefferminzblattern sind in zahlreichen Kombinationspraparaten
enthalten, die als Carminativa, Cholagoga und Sedativa Verwendung finden!'*!. Die
choleretische Wirkung wird auf den Gehalt an Menthol im &therischen Ol der Pflanze
zuriickgefiihrt® 281 Auch die spasmolytische Aktivitat der Flavonoide sowie reflektorisch
Uber Geruchs- und Geschmacksreize sekretionsférdernde Effekte des atherischen Ols
tragen zur choleretischen Wirkung beil’?. Die leicht sedierende Wirkung eines wéssrigen
Extraktes von Pfefferminzblattern konnte im Tierversuch an der Maus bestatigt
werden'®. Hall et al. zeigten, dass Menthol, Menthon und &hnliche Derivate
stereoselektiv die ionotropen Kanéale von GABA4- und Glycin-Rezeptoren modulieren. Ob
dies mit den neuroaktiven Eigenschaften dieser Substanzen und des Pfefferminztees
zusammenhéngt, muss noch geklart werden!. Die antispasmodische Wirkung eines
ethanolischen Pfefferminzextraktes wurde am Meerschweinchenileum unter Verwendung
der Spasmogene Acetylcholin und Histamin belegt!™®". In der Volksmedizin wird
Pfefferminztee zudem bei Ubelkeit, Erbrechen, Erkaltungskrankheiten und Dysmenorrhoe
angewendet.
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Pfefferminzol

Pfefferminzdl ist ein beliebtes Geruchs- und Geschmackskorrigens in der
Lebensmittel-, der kosmetischen und der pharmazeutischen Industrie. In der Pharmazie
eignet es sich besonders zur Uberdeckung des Geschmacks von metallisch oder salzig
schmeckenden Préparaten®. Pfefferminzél und seine Hauptkomponente Menthol weisen
ahnliche physiologische, pharmakologische und toxikologische Eigenschaften auf. Zur
innerlichen Anwendung bei krampfartigen Beschwerden des Gl-Traktes und der
Gallenwege, Katarrhen der oberen Luftwege und Mundschleimhautentziindungen wird
Pfefferminz6l wegen seines angenehmeren Geschmacks bevorzugt. AuRerlich
anzuwendende Arzneiformen zur Behandlung von Muskel- und Nervenschmerzen
enthalten meist Menthol. Topisch angewendet erweitert Menthol die Blutgefalle und
verursacht ein Kaltegeflhl, wodurch in Konzentrationen von 0,1-1 % Menthol Juckreiz
(z.B. bei Urticaria und Pruritus) und Schmerzen vermindert werden’?. Die Kalte-
empfindung kommt durch Aktivierung von TRPM8-Rezeptoren zustande!'*?. Menthol wirkt
in Konzentrationen tber 1,25 % hautreizend’?. In der Volksheilkunde wird Pfefferminzol
aulderlich bei Migrane- und Spannungskopfschmerz angewendet.

Pfefferminzdlhaltige,  magensaftresistent  formulierte  Arzneizubereitungen  (z.B.
Colpermin®) sind zur Behandlung des Reizdarmsyndroms zugelassen. Die Dosierungs-
empfehlung liegt bei dreimal taglich 0,2-0,4 ml Pfefferminzél. Die magensaftresistente
Darreichungsform dient der gezielten Freisetzung des &therischen Ols im Diinndarm und
der Vermeidung von Reizungen der Osophagus- und Magenschleimhaut. Die in
zahlreichen in vitro-Studien untersuchte pharmakodynamische Hauptwirkung des
Pfefferminzols ist der konzentrationsabhangige antispasmodische Effekt auf die glatte
Muskulatur des Gastrointestinaltrakts. Fir diese Wirkung des Pfefferminzéls wird zu
einem Teil der Calcium-Kanal-modulierende Effekt des Menthols verantwortlich gemacht.
Menthol antagonisiert den Einstrom von extrazelluldren Calciumionen durch
spannungsabhangige lonenkanale!'®. Der modulierende Effekt des Pfefferminzéls an
Calcium-Kanalen wurde unter anderem durch Hills und Aaronson (1991) anhand von
elektrophysiologischen Untersuchungen mittels Patch-Clamp-Technik und durch
pharmakologische Experimente an isolieten Geweben des Kaninchens und
Meerschweinchens nachgewiesen!'. In Bindungsstudien und *°Ca*-Aufnahme-
Experimenten in tierischen neuronalen, intestinalen und cardialen Geweben wiesen
sowohl Menthol als auch Pfefferminzél Calcium-Kanal-modulierende Effekte auft®. Die
Ubertragbarkeit der in vitro-Daten auf den menschlichen Darm wird aufgrund der
schleimhautreizenden Wirkung des Pfefferminzdls kontrovers diskutiert!. Der
spasmolytische Effekt des Pfefferminzols auf den Osophagussphinkter ermdglicht den
Einsatz des Ols im Rahmen von endoskopischen Eingriffen!™® 'l fiihrt aber bei
Einnahme von magensaftldslich verkapseltem Pfefferminzél auch zu einem Reflux. In
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Kombination mit Kimmeldl (Enteroplant®) wird Pfefferminzél, magensaftresistent
verkapselt, zur Therapie der funktionellen Dyspepsie eingesetzt!'*®. Pfefferminzél bewirkt
sowohl bei gesunden Patienten!™® als auch bei Patienten mit funktioneller Dyspepsie!™*”!
eine Beschleunigung der Magenentleerung. Menthol weist dartber hinaus carminative
und das Aufstolien férdernde Wirkqualitaten auf, was die Symptomatik von Magen-Darm-
Erkrankungen abschwécht.

1.4.4 Studienlage zur Anwendung von Pfefferminzol bei Reizdarm-
syndrom

Zur Wirksamkeit von Pfefferminzol in der Behandlung des Reizdarmsyndroms wurden
13 doppelblinde, plazebokontrollierte Studien durchgefiihrt!'*" 2. In 9 der 13 Studien
konnte durch Pfefferminzdl eine statistisch signifikante Verbesserung der Symptome
erzielt werden. Die groRte dieser plazebokontrollierten Studien von Liu et al.!"*® (1997)
umfasste 110 Patienten mit IBS-Symptomen. Die Patienten nahmen 3—4 x taglich 15—
30 min vor dem Essen eine Kapsel Colpermin oder Plazebo (ber einen Zeitraum von 4
Wochen ein. In der Colpermin-Gruppe trat bei 79 % der Patienten eine Verringerung der
Symptomstarke ein (vs. 43 % in der Plazebogruppe). 83 % der Colpermin-einnehmenden
Patienten hatten weniger abdominelle Verspannungen (vs. 29 %), 83 % eine verringerte
Stuhlgangsfrequenz (vs. 32 %), 73 % weniger ,Magenknurren® (vs. 31 %) und 79 %
berichteten von einer verringerten Flatulenz (vs. 22 % in der Plazebogruppe). Die
Verringerung der IBS-Symptomatik war in der Gruppe mit Pfefferminzol signifikant besser
als in der Plazebogruppe (p < 0,05). Die aktuellste plazebokontrollierte Studie von
Cappello et all"? (2007) umfasste 57 Patienten, bei denen durch Voruntersuchungen
Erkrankungen wie Laktoseintoleranz, Zéliakie und zu starke/falsche Bakterienbesiedlung
im Dunndarm (SIBO = small intestine bacterial overgrowth) ausgeschlossen worden
waren. Die Patienten erhielten 4 Wochen lang zweimal taglich eine Dosis Pfefferminzél
(Mintoil®) oder Plazebo mit Minzaroma. 75 % der Patienten der Mintoil-Gruppe erfuhren
nach 4 Wochen eine 50 %ige Verringerung ihrer RDS-Symptomatik (gemessen an einer
Einordnung der Symptomatik durch eine Zahlenskala zum Studienbeginn und nach vier
Wochen) im Vergleich zu 38 % in der Plazebogruppe (p<0,009). In einer randomisierten,
plazebokontrollierten Studie mit 42 Kindern (ab 8 Jahre) mit Reizdarmsyndrom
berichteten 76 % der Kinder der Pfefferminzdlgruppe nach 2 Wochen von einer
Verbesserung der RDS-Symtomatik, verglichen mit 19 % in der Plazebogruppe (p <
0,001)"*4. In therapeutischen Dosen sind die unerwiinschten Wirkungen bei Therapie mit
Pfefferminzol nicht schwerwiegend. Voriibergehend kann Sodbrennen, anales/perianales
Brennen und Unwohlsein auftreten. Anticholinergika, 5-HT;-Rezeptor-Antagonisten und
5-HT4-Rezeptor-Agonisten zeigen in Studien keine deutlichere Verbesserung als
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Pfefferminzol und die Plazebowerte ahneln denen der Pfefferminzstudien. Da sie
aullerdem erheblich starkere Nebenwirkungen verursachen, sollten sie vorwiegend zur
Behandlung der schwerwiegenden RDS-Symptomatik eingesetzt werden. Pfefferminzdl
stellt in der Therapie des moderaten RDS durchaus eine Alternative dar'™".
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1.5 Zielsetzung

Im Mittelpunkt der hier gezeigten Ergebnisse zu pharmakologischen Untersuchungen

steht die antagonistische Wirkung von Komponenten des Ingwers und der Pfefferminze
am 5-HT;-Rezeptorkanal. Ingwer wird seit vielen Jahrhunderten zur Behandlung von
Ubelkeit und Erbrechen eingesetzt. Die Wirksamkeit von Ingwerinhaltsstoffen wird dem
Antagonismus am 5-HT;-Rezeptorkanal zugesprochen, ohne dass schlissige
Untersuchungen vorliegen. Das atherische Ingwerdl weist einen antagonistischen Effekt
am 5-HT;-Rezeptorkanalkomplex auf, der vermutlich zur Gesamtwirkung des Ingwers
beitragt. Ein Ziel der Arbeit war es daher, die Hauptbestandteile atherischer Ingweréle
zunachst zu isolieren und anschlieRend im ["“C]Guanidinium-Assay auf ihre 5-HTs-
antiserotonerge Wirkung zu untersuchen, um dann ihren Anteil an der Gesamtwirkung
des Ingwerdls zu bestimmen. Da die Zusammensetzung &atherischer Ingwerdle sehr
unterschiedlich sein kann, sollen die Ergebnisse Informationen dazu liefern, welche
Inhaltsstoffe flr die antiemetische Wirkung von Bedeutung sind. Zuséatzlich zur
Untersuchung des atherischen Ingwerdls wurde die antiserotonerge Wirkung eines mit
Scharfstoffen angereicherten Ingwer-Spezialextraktes im Vergleich zu einem Ingwer-
Spissumextrakt im [**C]Guanidinium-Assay und am isolierten lleum der Ratte getestet.
Die Ergebnisse sollten zeigen, ob eine kiinstliche Steigerung des Scharfstoff-Gehalts zu
einem starkeren antiserotonergen Effekt von Ingwerextrakten flihrt.
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es zu testen, ob die in der Literatur beschriebene
Hemmung der Insulinsekretion durch Serotonin an INS-1 Zellen eintritt und antiserotonerg
wirkende Ingwerextrakte eine Wirkung auf die verminderte Insulinsekretion besitzen. Die
Verwendung chemischer 5-HT-Rezeptor-Antagonisten sollte zeigen, welche Rezeptor-
subtypen an der Hemmung der Insulinsekretion durch Serotonin beteiligt sind, um so auf
den Wirkungsmechanismus der Ingwerextrakte riickschliefien zu kénnen.

Das atherische Ol von Mentha x piperita L. wird in der Therapie des Reizdarmsyndroms
eingesetzt. Als Wirkungsmechanismus wird bisher ein Calcium-Kanal-modulierender
Effekt des Ols und seines Hauptinhaltsstoffs (-)-Menthol an der glatten Muskulatur des
Magen-Darm-Traktes diskutiert. Die hierdurch bedingten spasmolytischen Effekte
vermindern die Symptomatik des RDS. Serotonin scheint an der Pathogenese des
Reizdarmsyndroms unter anderem uber die Wirkung an 5-HT3;-Rezeptoren beteiligt zu
sein. In den pharmakologischen Untersuchungen sollte daher untersucht werden, ob die
Wirksamkeit des Pfefferminzéls und von Menthol auch auf einem Antagonismus am
5-HT;-Rezeptorkanalsystem beruht.
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2 Material

2.1 Zelllinien

Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien erfolgte im Brutschrank bei 37 °C in einer
Atmosphare von 95 % Luft und 5% CO, in 75cm? Zellkulturflaschen. Eingefrorene
Zelllinien wurden in einem Kryobehalter in flissigem Stickstoff gelagert.

2.1.1 N1E-115 Zellen

Fir die [*C]Guanidinium-Influx-Versuche und die Bindungsstudien wurden die 1972
durch Amano et all'"*! etablierten Neuroblastomazellen des Klons N1E-115 der Maus
verwendet. Diese Zellen exprimieren den ligandengesteuerten 5-HTs;-Rezeptor!'*® ',
Elektrophysiologische Studien zeigten, dass durch die Aktivierung des 5-HT;-Rezeptors
an N1E-115 Zellen die Membranpermeabilitat fir Natrium- und Kaliumionen erhdht wird
und somit ein Einstrom dieser Kationen in die Zelle erfolgt!*® ' Neben 5-HTs-
Rezeptoren werden auch weitere lonenkanalrezeptoren wie der tetrodotoxinsensitive,
spannungsabhangige  Natrium-Kanal exprimiert. Diese Zelllinie wurde uns
freundlicherweise von Prof. Dr. Bonisch, Institut flir Pharmakologie und Toxikologie der
Universitat Bonn, zur Verfiigung gestellt.

2.1.2 INS-1 Zellen

Bei der 1992 von Asfari et al."” etablierten INS-1 Zelllinie handelt es sich um eine
Roéntgenstrahlen-induzierte permanente Ratteninsulinoma-Zelllinie. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden diese Zellen fiur die Insulinsekretionsversuche und Bindungsstudien
verwendet. Das permanente Wachstum der Zellen wird durch den Zusatz von
Mercaptoethanol zum Kulturmedium beschleunigt. Auf einen dem physiologischen
Bereich (2,8-11 mM) ahnelnden Glucosestimulus von 2,8-20 mM erfolgt eine
Insulinsekretion. Die INS-1 Zelllinie weist ahnliche Charakteristika wie native 3-Zellen auf
mit Ausnahme der etwas abweichenden Glucoseempfindlichkeit und eignet sich daher zu
pharmakologischen Untersuchungen von Modulatoren der Insulinsekretion.
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2.2 Drogenmaterial

Zingiberis officinalis rhizoma DAB 1999, Ch.B. 15700648 (Herkunftsland Vietnam),
der Ingwer-Spissumextrakt UB 2005-141 sowie der o&lige Spezialextrakt (> 25 %
Scharfstoffe), Ch.B. 07023846, wurden von der Firma Finzelberg, Andernach zur
Verfligung gestellt.

2.3 Chemikalien und Gerate

2.3.1 Isolierung und Anreicherung der Sesquiterpenkohlen-
wasserstoffe

Chemikalien

Silikondl Merck, Darmstadt
Natriumsulfat Merck, Darmstadt
Kieselgel 60 fir die Saulenchromatographie
70-230 mesh; Korngrée 0,063-0,2 mm
Kieselgel 60 fir die Saulenchromatographie
230-400 mesh ASTM; KorngréfRe 0,04-0,063 mm
Dunnschichtchromatographie-Aluminiumplatten, Merck, Darmstadt
Kieselgel 60 Fas4, 250 um, 20 x 20 cm
Dinnschichtchromatographie-Glasplatten

RP-18 F254S, 5x10 cm

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

n-Hexan Merck, Darmstadt
n-Pentan AppliChem, Darmstadt
2-Chlorpropan Merck, Darmstadt
Diethylether Merck, Darmstadt
Methanol Merck, Darmstadt
n-Heptan Merck, Darmstadt
Acetonitril Merck, Darmstadt
Acetonitril fur die HPLC (Chromanorm) Prolabo/VWR
Ethylacetat Merck, Darmstadt
Anisaldehyd Merck, Darmstadt

Schwefelsaure

Eisessig

Chloroform-d;
4-Phenyl-1,2,4-triazolin-3,5-dion (PTAD)
Tetrahydrofuran

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt
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Gerate

Wasserdampfdestillation und Trockensaulenchromatographie

Glasdestillationsapparatur nach EuAB 6
Schlagmessermiihle TYP M20
Glaschromatographierohr mit Glasfritte
(22 cm lang, Durchmesser 4,5 cm)
Vakuumpumpe

Gaschromatographie

GC-Gerat: Agilent 6890N

GC-Saule: Agilent 19091S-433, HP5-MS,
0,25 mm x 30 m x 0,25 um

MS-Detektor: Agilent 5973

Injector: Agilent 7683B

FCPC

CPC Kromaton 2006
(Motorpower 0,75 kW, 220 V)
Pumpe Knauer 97-6
Fraktionssammler Pharmacia
LKB-Superfrac 92-28

Analytische HPLC

HPLC-Saule: Supelco Discovery C18,
15 ¢cm x 4,6 mm, 5 um

Pumpe Varian 9012

UV-Detektor Varian Polychrom 9065
UV-VIS Detector Varian 9050
Autosampler Varian 9100

Praparative HPLC

HPLC-Saule Eurospher 100, RP-18,
250 x 20 mm, 7 um

Waters 515 HPLC Pumpe
Rheodyne 7161 Injektor

Wilh. O. Schmidt, Braunschweig
KIKA-Werke, Staufen
Laborausrustung: Inst. fir Pharm.
Biol. und Phytochemie, Minster
Vacuumbrand GmbH, Wertheim

Agilent Technologies, Béblingen
Agilent Technologies, Bdblingen

Agilent Technologies, Bdblingen
Agilent Technologies, Béblingen

Kromaton Technologies, Frankreich

Knauer Berlin
GMI, Ramsey, Minnesota, USA

Supelco, Bellefonte, PA, USA

Varian, California, USA
Varian, California, USA
Varian, California, USA
Varian, California, USA

VDS optilab, Montabaur

Waters, Eschborn
Rheodyne, California, USA
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Millennium Software Waters, Eschborn
Waters 3487 Dual A Absorbance Detektor Waters, Eschborn
Degaser Degasys DG-2010 Uniflows Co., Ltd. Japan

Zingiberen-Gewinnung

Alle verwendeten Glasgerate sind Bestandteil der gangigen Laborausstattung der
organischen Chemie des Institutes fir Medizinsche und Pharmazeutische Chemie.

NMR
Varian Mercury 400 plus NMR spectrometer Varian, UK
MestReC Software Mestrelab Research, Santiago de

Compostela, Spanien

Sonstige Gerate

Weitere hier nicht genannte Gerate sind Bestandteil einer Ublichen Laborausristung.

2.3.2 Zellkultur

Chemikalien

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), PAA, Cdlbe
high Glucose (4,5 g/l)

RPMI 1640 Medium PAA, Colbe
Dulbecco’s PBS PAA, Colbe
Penicillin/Streptomycin, 100fach PAA, Colbe
L-Glutamin, 200 mM PAA, Colbe
Fo6tales Bovines Serum (FCS) PAA, Cdlbe

HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-1-ethan-  PAA, Colbe
sulfonsaure und N-(2-Hydroxyethyl)- piperazin-
N’-2-ethansulfonsaure) Pufferlésung 1 M

Pyruvat-Na Lésung 100 mM PAA, Cdlbe
Trypsin/EDTA PAA, Cdlbe
Mercaptoethanol Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO) Fluka, Buchs, Schweiz
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Zellkulturmedium fiir N1E-115 Zellen

Medium DMEM high Glucose (4,5 g/ml)
Zusatz Konzentration
Penicillin 100 1LU./ml
Streptomycin 100 pg/ml
Glutamin 2mM
FCS 10 %

Zellkulturmedium fiir INS-1 Zellen

Medium RPMI 1640
Zusatz Konzentration

Penicillin 100 LLU./ml

Streptomycin 100 pg/ml
Glutamin 2mM
FCS 10 %
HEPES 10 mM
Na-Pyruvat 1 mM
Mercaptoethanol 40 uM

Zum Einfrieren der Zelllinien wurde dem Komplettmedium 10 % (V/V) DMSO zugesetzt.

Gerate

Kryobehalter

Kryogefalie 1,5 ml

Kuhlzentrifuge CR412

Kuhlzentrifuge Labofuge 400 R
Lichtmikroskop

Multiwellplatten 24er fir N1E-115 Zellen
Multiwellplatten 24er fir INS-1 Zellen
Probenréhrchen 15 ml, 50 ml

Laminar Air Flow Werkbank Antair BSK
Zellkulturflaschen 75 cm?

Serologische Pipetten 10 ml

Pipetboy

Zellkultur-Brutschrank HeraCell 240
Lichtmikroskop

Autoklav 3170 ELV

Taylor-Wharton, Theodor, AL
Sarstedt, Nimbrecht
Jouan GmbH, Dinslaken
Heraeus, Hanau

Kriiss GmbH

Biochrom, Berlin

Nunc, Wiesbaden
Sarstedt, Nimbrecht
Anthos, Siegburg
Sarstedt, Nimbrecht
Biochrom, Berlin

Abimed, Langenfeld
Kendro-Heraeus, Berlin
Kriiss GmbH, Hamburg
Systec GmbH, Wettenberg
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Neubauerzahlkammer

Laboroptik, Friedrichsdorf

2.3.3 Pharmakologische Untersuchungen

Chemikalien

Chemikalien, die bereits unter einem vorhergehenden Punkt genannt wurden, werden bei

Doppelbenutzung nicht wiederholt.

['*C]Guanidinium-Influx und Bindungsstudien

Serotonin creatinine sulphate monohydrate
Veratridin

Tropisetron-HCI

["*C]Guanidinium-HCI

[*H]GR65630

Szintillationslésung Unisafe 1
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-1-
ethansulfonsaure und N-(2-Hydroxyethyl)-
piperazin-N’-2-ethansulfonsaure)
Cholinchlorid

Kaliumchlorid
Magnesiumsulfat-Heptahydrat

D-Glucose, wasserfrei

Bovines Serumalbumin (BSA)
Natriumchlorid

Triton X 100

Ethanol (vergallt)

Rattenileum

Acetylcholin
Natriumhydrogencarbonat
Kaliumdihydrogenphosphat
Calciumchloriddihydrat
Carbogen

Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim
Novartis Pharma, Frankfurt
Biotrend, KoIn

Perkin Elmer, Boston, USA
Zinsser Analytik, Frankfurt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim

Riedel de Haen, Seelze

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Biomol, Hamburg

J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Fluka, Buchs, Schweiz

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Air Liquide, Dusseldorf
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Insulinsekretion und Radioimmunoassay

Methysergidmaleat

Ketanserin

['®1]Insulin vom Schwein

Anti-Insulin IgG vom Meerschweinchen
Anti-Meerschweinchen IgG von der Ziege
Meerschweinchen-Carrier IgG
Natriumazid

Ratteninsulinstandard
Calciumchloriddihydrat
Dinatriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat
EDTA (Titriplex)

EMTSA (Thiomersal)

Gerate

Biotrend, KoIn

Sigma Aldrich, Steinheim

Sanofi Aventis, Frankfurt
Biotrend, KoIn (Hersteller: Linco)
Biotrend, KoIn (Hersteller: Linco)
Biotrend, KoIn (Hersteller: Linco)
J.T. Baker, Deventer, NL

Novo Nordisk, Bagsvaerds, DK
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Caelo, Hilden

['*C]Guanidinium-Influx und Bindungsstudien

Multipette

Soft-Wells 24er fur MicroBeta 1450-402, 1000 pl
24-Well-Cassette fur MicroBeta 1450
Permanent Plateseal

Betacounter MicroBeta 1450
Membran-Vakuumpumpe

Trockenschrank

Vortex

Digital-pH-Meter 646

pH-Elektrode InLab

Rattenileum

Organbad

Multi-Pen-Recorder

Hebelaufnehmer Lever Transducer B40 Typ 373
2-Kanal-Brickenverstarker, Typ 301

Thermostat Haake D1

Abimed

Perkin-Elmer, Boston, USA
Perkin-Elmer, Boston, USA
Perkin-Elmer, Boston, USA
Perkin-Elmer, Boston, USA
Vacuubrand GmbH, Wertheim
WTC Binder, Tuttlingen
KIKA-Werk, Staufen

Knick, Berlin

Mettler Toledo, Giessen

Eigenbau

Rikadenki Kogyo, Tokio, Japan
Hugo Sachs Elektronik, March
Hugo Sachs Elektronik, March
Fisons, Berlin
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Insulinsekretion und Radioimmunoassay

Microlab® 500 Pipettierautomat Hamilton, Martinsried
Zentrifuge Varifuge 3.0 R Heraeus Sepatech, Osterode
Zentrifugenréhren 4,5 ml Sarstedt, Nimbrecht
Gammacounter LB 2111 Berthold, Wildbad

2.3.4 Sonstige Chemikalien

Ingwerol und Bestandteile

Oleum Zingiberis - Zingiber officinale ROSCOE Caelo, Hilden

Citral (cis/trans-Gemisch) Sigma Aldrich, Steinheim
B-Pinen Fluka, Buchs, Schweiz
a-Phellandren Fluka, Buchs, Schweiz
Terpinolen Fluka, Buchs, Schweiz
a-Copaen Fluka, Buchs, Schweiz

Pfefferminzol und Bestandteile

Oleum Menthae piperitae dopp. rectific. Caelo, Hilden
(-)-Menthol Fluka, Buchs, Schweiz
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2.3.5 Pufferlésungen und Stammldsungen

Alle Pufferlésungen wurden mit Aqua demineralisata auf das entsprechende Volumen
verdinnt. Der pH-Wert wurde durch Zutropfen von wassrigen HCI- und NaOH-Ldsungen
unterschiedlicher Konzentrationen eingestelit.

['*C]Guanidinium-Influx

Puffer
Inkubationspuffer
HEPES 25 mM
TRIS 25 mM
KCI 5,4 mM
MgSO, x 7 H,O 0,98 mM
Cholinchlorid 135 mM
D-Glucose 5,5 mM
BSA 1 mg/mi
pH 7.4
Waschpuffer
HEPES 25 mM
TRIS 25 mM
KCI 5,4 mM
MgSO, x 7 H,O 0,98 mM
NaCl 135 mM
D-Glucose 5,5 mM
pH 7,4

Stammlésungen

e ["C]Guanidinium-Lésung: Das radioaktiv markierte Kation wurde in einer
Konzentration von 0,1 mCi/ml in Ethanol geliefert. Zunachst wurde eine 500 uM

Stocklésung mit Aqua demineralisata hergestellt, die vor Versuchsdurchfiihrung
1:10 verdinnt wurde.
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["“C]Guanidinium/Serotonin-Lésung: Die 50 uyM [**C]Guanidinium-Lésung wurde

1:1 mit einer 1 mM Serotoninlésung vermischt. Diese Losung wurde im Well 1:5
verdiinnt (Endkonzentration von 5 pM ["*C]Guanidinium und 100 uM Serotonin).
["“C]Guanidinium/Veratridin-Lésung: Die L&slichkeit von Veratridin in wassrigem

Milieu ist abhangig vom pH-Wert. Inkubationspuffer eignet sich besser zur
Herstellung einer wassrigen Veratridin-Losung als Aqua demineralisata. Die
gelieferte Substanz wurde in Ethanol gelést und dann mit Inkubationspuffer auf
eine Konzentration von 3 mM verdlnnt. Diese Lésung wurde 1:1 mit der 50 uM
['“C]Guanidinium-L&sung versetzt und im Well 5-fach verdiinnt. Es wurde eine
Ethanolendkonzentration von 1 % (V/V) im Well erreicht. Laut Literaturangaben
hat Ethanol keine Effekte auf den Veratridin-induzierten loneneinstrom!™".
Aulerdem enthielten sowohl Referenz- als auch Probewells die gleiche
Ethanolmenge.

["“C]Guanidinium/Aqua dem.-Lésung (Blankwert): Die 50 uM ['“C]Guanidinium-
Lésung wurde 1:1 mit Aqua demineralisata (bzw. Inkubationspuffer in Veratridin-

versuchen) versetzt. Im Well erfolgte eine 1:5 - Verdiinnung.
Testsubstanzen: Bei den eingesetzten Substanzen handelte es sich meist um

lipophile und damit schwer wasserldsliche Bestandteile &atherischer Ole. Zur
Verbesserung der Loslichkeit im wassrigen Milieu wurden Ethanol oder DMSO in
einer Menge zugesetzt, die zum Vorliegen einer Uber den Versuchszeitraum
stabilen Loésung fuhrte. Allerdings wurde in keinem Fall eine Endkonzentration im
Well von 0,2 % (V/V) DMSO oder 0,5 % (V/V) Ethanol Uberschritten. Ethanol kann
in bestimmten Konzentration den ["*C]Guanidinium-Influx erhthen!™". Der Effekt
des Ethanols wurde daher in Parallelbestimmungen erfasst.

Bindungsstudien

Puffer

Krebs-Ringer-HEPES-Puffer (KRH)
Substanz Konzentration

NaCl 119 mM

KCI 4,8 mM

KH,PO, 1,2 mM

MgSQO, x 7 H,O 1,2 mM

CaCl, x 2 H,O 2,5 mM

HEPES 10 mM

pH 7,4
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Stammlésungen

[°’HIGR65630-Verdiinnung: Die gelieferte Lésung wurde mit KRH-Puffer auf eine

Konzentration von 4 nM verdinnt. Im Well erfolgte eine 10-fache Verdlinnung.
Unspezifische Bindung: Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung wurden

10 mM Serotonin (Konzentration im Well) eingesetzt.
Testsubstanzen: Es wurden die gleichen Testsubstanzen untersucht wie im

['“C]Guanidinium-Influx-Assay. In diesem Assay wurde zur Verbesserung der
Loslichkeit DMSO zugesetzt, wobei die Endkonzentration im Well maximal 0,2 %
(VIV) DMSO erreichte. Ein Lésemitteleffekt wurde durch Parallelbestimmung
ausgeschlossen.

Rattenileum

Puffer

Krebs-Henseleit-Losung

Substanz Konzentration
NaHCO; 25 mM
D-Glucose 5,5 mM
NaCl 119 mM
KCI 4,7 mM
CaCl, x 2 H,O 2,5mM
KH,PO, 1,2 mM
MgSO, x 7 H,O 1,2 mM

pH 7,4

Stammlésungen

Acetylcholin (ACh): Es wurde eine wassrige 1 mM ACh-Stocklésung hergestellt,

von der 10 pl in das 10 mI-Organbad pipettiert wurden (Endkonzentration: 1 uM).
Serotonin: Von einer wassrigen 10 mM Serotoninlésung wurden 10 yl in das
10 ml-Organbad pipettiert (Endkonzentration: 10 uM).

Testsubstanzen: Aufgrund der Lipophilie der Testsubstanzen im Wassrigen wurde
Ethanol als Losungsvermittler in Mengen eingesetzt, in denen eine stabile Lésung
vorlag. Ein Lésungsmitteleffekt wurde durch begleitende Versuche untersucht.
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Insulinsekretion

INS-1 Zellassay

Puffer

Als Puffer fur die Sekretionsversuche diente der in den Bindungsstudien benutzte
Krebs-Ringer-HEPES-Puffer. Im Insulinsekretionsversuch wurde dieser zusatzlich mit
0,5 % BSA versetzt und auf einen pH-Wert von 7,35 eingestellt. Fur die calciumfreien
Experimente wurde Calciumchlorid durch Natriumchlorid ersetzt. Um Calcium-
Verunreinigungen der eingesetzten Substanzen und intrazellulares Calcium abzufangen,
wurde dem Puffer 1 mM EDTA zugesetzt.

Stammlésungen

e Glibenclamid: Glibenclamid wurde in einer Konzentration von 100 ug/ml in Ethanol
geldst. Diese Lésung wurde am Versuchstag mit KRH-Puffer 1:10 verdinnt. Im
Well erfolgte eine Verdiinnung von 1:10 (Versuchskonzentration 1 ug/ml).

o Testsubstanzen: Zur Verbesserung der Léslichkeit wurde Ethanol verwendet. Die
maximale Endkonzentration im Well betrug 0,5 % (V/V) Ethanol.

Radioimmunoassay

Puffer

o KRH-Puffer: Zusammensetzung siehe INS-1 Zellassay.

Assaypuffer
Substanz Konzentration
NaCl 154 mM
NaH,PO, x 12 H,O 46 mM
KH.PO, 4,8 mM
EDTA 25 mM
Thiomersal 0,25 mM
pH 7,4

e Isotopenpuffer: Der zur Verdiinnung von [**l]insulin verwendete Isotopenpuffer
setzte sich aus KRH-Puffer mit 0,5 % BSA und 0,1 % Natriumazid (pH 7,35)

Zusammen.
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Waschpuffer: Assaypuffer ohne BSA.

Stammlésungen

Ratteninsulinstandard (100 mU/100 ul): Aus dieser Stammlésung wurde eine

Verdinnungsreihe aus sechs Konzentrationen absteigend von 25 uU/100 ul bis
0,78125 pU/100 pl erstellt.
Anti-Insulin Immunglobulin G (IgG) (Antikdrper 1) vom Meerschweinchen (50 ul pro

Vial) wurde mit 1 ml Assay-Puffer verdinnt, aliquotiert und eingefroren. Am
Versuchstag wurde die bendtigte Menge aufgetaut und mit Assaypuffer 1:100
verdinnt. Im Verlauf der Arbeit wurde der RIA auf einen Antikérper von Linco
umgestellt, von dem unverdiinnt 100 pl pro Probe eingesetzt wurden.

Anti-Meerschweinchen IgG (Antikérper II) wurde in 260 mi-Flaschen tiefgefroren

geliefert. Pro Probe wurde 1 ml unverdinnt eingesetzt.
Meerschweinchen-Carrier IgG (2 ml pro Vial) wurde mit 6 ml Assaypuffer verdinnt,

aliquotiert und tiefgefroren. Im Versuch wurden von dieser Lésung 10 ul pro Probe
eingesetzt

['®I]Insulin wird in gefriergetrockneter Form geliefert, mit der angegebenen Menge
Aqua destillata verdinnt, aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Bei Anwendung des
urspriinglichen Anti-Insulin  IgGs wurde die ['®I]Insulin-Lésung 1:200 in
Isotopenpuffer verdinnt. Nach Umstellung des RIAs auf den neuen Antikérper
wurde die ['®I]Insulin-Lésung 1:217 in Isotopenpuffer verdiinnt. Der Termin der
radioaktiven Markierung des Insulins sollte maximal zehn Wochen zurtickliegen.
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3 Tiere

Die Versuche am isolierten Rattenileum wurden mit weiblichen und mannlichen

Wistar-Ratten durchgefiihrt. Es handelt sich hierbei um einen Stamm von Albino-Ratten,
der der Spezies Rattus norvegicus angehort und 1906 im Wistar-Institut in Philadelphia,
USA, geziichtet wurde.
Die Tiere wurden in klimatisierten Raumen bei einer durchschnittlichen Temperatur von
22 °C und einem Tag-Nacht-Zyklus von 12 Stunden gehalten. In Makrolonkafigen hatten
die Tiere freien Zugang zu Wasser und standardisiertem Futter (Altromin® 1234, Firma
Altromin, Lage). Am Versuchstag hatten die Tiere ein Gewicht von 180-300 g.
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4 Methoden

4.1 Isolierung und Anreicherung der Sesquiterpen-
kohlenwasserstoffe

4.1.1 Wasserdampfdestillation

Zur Gewinnung des é&therischen Ols wurde getrockneter Ingwerwurzelstock
vietnamesischer Herkunft eingesetzt. Es wurden mehrere Wasserdampfdestillationen
durchgeflihrt. Vor jeder Destillation wurde die Droge mit einer Schlagmessermihle
pulverisiert. 30 g Droge wurden mit 250 ml Aqua destillata versetzt und in einer
Wasserdampfdestillationsapparatur nach EuAB 6 destilliert. Jedem Ansatz wurden zwei
Tropfen Silikondl zugefiigt, um ein Schaumen wahrend der Destillation zu vermeiden. Die
Destillationszeit betrug zwei Stunden. Nach wenigen Destillationen wurden die
Bedingungen geéandert, um eine flr die Isolierung der Sesquiterpene ausreichende
Menge an atherischem Ol zu erhalten. 60 g pulverisierte Droge wurden mit 500 ml Aqua
destillata und drei Tropfen Silikondl versetzt und in der gleichen Apparatur zwei Stunden
destilliert. Das atherische Ol wurde in einem Schnappdeckelglas gesammelt, Giber Na,SO,
getrocknet und bei -20 °C gelagert. Beide Ansatze wurden mittels Gaschromatographie
mit massenspektrometrischer Detektion (GC-MS) untersucht, um zu Uberprifen, ob die
Anderung der Destillationsbedingungen Auswirkungen auf die Zusammensetzung des
atherischen Ols hat. Die quantitative Bestimmung erfolgte mit 0,5 ml Xylol als Hilfsphase.

4.1.2 Chromatographische Methoden

4.1.2.1 Trockensaulenchromatographie

Das atherische Ol des Ingwerwurzelstocks ist ein Gemisch aus vielen Inhaltsstoffen
mit unterschiedlicher Polaritat. Die Sesquiterpenkohlenwasserstoffe sind neben einigen
Monoterpenen die unpolarsten Bestandteile des Ols. Zur Trennung dieser unpolaren
Bestandteile von den polareren wurde die trockensaulenchromatographische
Fraktionierung nach Kubeczka (1973)"°2 durchgefiihrt. Diese wurde in einer friiheren

Arbeit bei uns bereits verwendet!'®®

, um atherisches Ingwerdl in funf Fraktionen
unterschiedlicher Polaritat zu unterteilen. Es wurde ein Chromatographierohr aus Glas mit
22 cm Lange und mit einem Durchmesser von 4,5 cm gewahlt. Am unteren Ende dieses
Rohres befanden sich eine Glasfritte und ein Zweiwegehahn. Der eine Weg flihrte Gber
ein Ansatzstlick mit Schliff NS 29/32 zum Rundkolben, wahrend der andere Weg an eine

Vakuumpumpe angeschlossen war. Als Vorlagen dienten Rundkolben NS 29/32
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unterschiedlicher GréRen. Kieselgel 60 fur die Saulenchromatographie (70-230 mesh)
wurde in das Chromatographierohr 15 cm hoch eingerittelt. 2 ml dtherisches Ol wurden in
8 ml n-Hexan geldst und gleichmaRig auf die Saule aufgetragen. Der Ansatz wurde mit
etwas Watte abgedeckt. Zur Gewinnung der ersten Fraktion wurde mit 800 ml n-Pentan
eluiert. Nach Trockenlaufen der Saule folgte eine Elution mit 400 ml 2-Chlorpropan
(Fraktion 2). Die trockengelaufene Saule wurde im Verhaltnis 4:3:3 von unten nach oben
dreigeteilt. Die drei Teile wurden aus der Saule entnommen und jeweils in 40 ml
Ether/Methanol (4/1) (V/V) suspendiert. Jede Suspension wurde in die leere Saule gefilllt
und mit 100 ml des Ether/Methanol-Gemisches portionsweise nachgewaschen. Die so
erhaltenen Fraktionen drei, vier und flnf (Sdulenanteile von unten nach oben) wurden zur
Entfernung des Methanols jeweils zweimal mit 120ml Aqua demineralisata
ausgeschiittelt. Die Etherphase wurde Uber Na,SO, getrocknet. Alle Fraktionen wurden

bei Raumtemperatur und ca. 400 mbar eingeengt.

4.1.2.2 Dunnschichtchromatographie (DC)

Die erhaltenen Fraktionen sowie das &therische Ol wurden dinnschicht-
chromatographisch untersucht, um die Trennung der polareren Bestandteile von den
unpolaren Sesqui- und Monoterpenkohlenwasserstoffen sichtbar zu machen. Die
Dunnschichtchromatographie wurde auf Aluminiumplatten, beschichtet mit Kieselgel 60
Fos4, durchgeftihrt. Als FlieBmittel diente Toluol/Ethylacetat im Verhaltnis 9/1 (V/V). Die
Detektion der Zonen erfolgte unter UV-Licht bei 365 nm, 254 nm und mit Anisaldehyd-
Schwefelsaure-Sprihreagenz (hergestellt nach EuAB 6: 0,5 ml Anisaldehyd gemischt mit
10 ml Eisessig, 85 ml Methanol und 5 ml konzentrierter Schwefelsdure). Nach
Anwendung des Sprihreagenzes wurden die DC-Kieselgelplatten im Trockenschrank bei
100 °C flr etwa 3 Min entwickelt. Die Fraktionen und das Ol wurden vor dem Auftragen
1:100 verdiinnt. Von den hergestellten Verdiinnungen wurden 4-12 ul auf die DC-Platten
aufgetragen. Die Laufstrecke betrug 8,5 cm.

4.1.2.3 Gaschromatographie

Zur weiteren Identifizierung der im &therischen Ol und in den unterschiedlichen
Fraktionen  enthaltenen Inhaltsstoffe =~ wurde die  Gaschromatographie  mit
massenspektrometrischer Detektion (GC/MS) herangezogen. Diese Methode diente
wahrend des gesamten Aufreinigungs- und Isolierungsprozesses der Sesquiterpen-
kohlenwasserstoffe zur Qualifizierung und Quantifizierung der in den unterschiedlichen

Fraktionen und Unterfraktionen enthaltenen Bestandteile. Die Proben wurden mit n-Hexan
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1:500 bis 1:1000 verdinnt und nach folgendem Temperaturprogramm (Tab. 4.1)

gaschromatographisch aufgetrennt.

Split 50:1
Inlettemperatur 220° C
Carriergas Helium
Flow 1 ml/min
Detektortemperatur 280 °C
Heizrate erreichte Haltezeit Zeit
(°C/min) Temp. (°C) (min) (min)
Initialzustand 40 0 0
Phase 1 5 125 3 20
Phase 2 0,5 140 0 50
Phase 3 10 250 5 66

Tab. 4.1  Temperaturprogramm der durchgefiihrten Gaschromatographie

Lineare Retentionsindizes

Komplexe Atherisch-Ol-Gemische kénnen gaschromatographisch durch Bestimmung
von Retentionsindizes analysiert werden. Bei isothermer Arbeitsweise verhalten sich die
Logarithmen der Retentionszeiten innerhalb homologer Reihen auf einer bestimmten
stationaren Phase und bei einer festgelegten Temperatur wie die Anzahl der Methylen-
Gruppen. Das Kovats’sche Retentionsindexsystem beschreibt die Lage einer Verbindung
relativ zu zwei benachbarten aliphatischen Kohlenwasserstoffen. Diese Berechnung gilt
allerdings nur fiir die isotherme Arbeitsweise!'*. Eine isotherme Arbeitsweise resultiert
aber vor allem bei komplexen Gemischen wie &therischen Olen in einer ungeniigenden
Trennleistung. Van den Dool und Kratz!"*® fiihrten 1963 fiir die temperaturprogrammierte
Arbeitsweise den linearen Retentionsindex (LRI) ein. Zur Bestimmung der linearen
Retentionsindizes wurde eine Lésung von n-Alkanen (Octan Cg bis Pentacosan Cys) als
externer Standard unter gleichen Bedingungen wie die &therisch-Ol-Proben
chromatographiert. Fir jeden Peak wurde nach folgender Formel der LRI berechnet.
Dieser wurde dann mit Literaturangaben verglichen!'*®.
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t{(X) = t(n)

LRIy (T,P,Programm) = 100 x n + 100 x
t(n+1) —t(n)

X Analyt

T Temperatur

P stationdre Phase

n Kettenlange des Alkans vor dem Analyten
t(n) Retentionszeit des Alkans vor dem Analyten
t(n-1) Retentionszeit des Alkans nach dem Analyten
t Retentionszeit

Zur ldentifizierung der einzelnen Inhaltsstoffe wurden die erhaltenen Massenspektren mit
der elektronischen Datenbank des National Institute for Safety and Technology (NIST),
Gaithersburg, USA, verglichen. Die Quantifizierung der Inhaltsstoffe erfolgte mittels
Integration der Peakflachen.

4.1.2.4 Fast Centrifugal Partition Chromatography (FCPC)

Die aus der Trockensaulenchromatographie erhaltene Fraktion 1, mit einem grof3en
Teil der im Ol enthaltenen Sesquiterpenkohlenwasserstoffe, wurde durch die FCPC weiter
aufgetrennt. Das Prinzip der FCPC ist die Flussig/Flussig-Verteilungschromatographie.
Die Trennung erfolgt mit zwei nicht miteinander mischbaren flissigen Phasen, wobei sich
die Inhaltsstoffe der Probe je nach Polaritdt in beiden Phasen verteilen. In vielen
hintereinandergeschalteten Kammern wird die flissige stationdre Phase durch Rotation
fixiert, wahrend die flissige mobile Phase mit der Probe die Kammern durchfliet. Die
Einstellung eines L&slichkeitsgleichgewichtes zwischen beiden Phasen fihrt zur Trennung
der Inhaltsstoffe. Die FCPC ist eine chromatographische Methode, die besonders zur
Aufreinigung von Vielstoffgemischen geeignet ist.

Vorbereitung der FCPC: Verteilung von Fraktion 1 in obere und untere Phase
eines zweiphasigen Losemittelgemisches per DC

Zunachst wurde im Scheidetrichter das entsprechende Ld&sungsmittelgemisch
ausgeschuttelt. Obere und untere Phase wurden getrennt entnommen und von jeder
Phase 0,5 ml in ein Reagenzglas gegeben. Nach Zugabe von 10 pl der Fraktion 1 wurde
wiederum geschittelt. Obere und untere Phase wurden getrennt auf die DC-Platte
aufgetragen und die Verteilung der Fraktion 1 in den beiden unterschiedlichen Phasen
beurteilt. Ziel war eine moglichst gleichmafliige Verteilung von Fraktion 1 in Ober- und
Unterphase. Fur die dunnschichtchromatographische Bestimmung wurden Dunnschicht-
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chromatographieplatten RP18 Fass; 5x10 cm verwendet. Als FlieBmittel diente
Acetonitril. Die entsprechenden Zonen wurden durch Aufsprihen von Anisaldehyd-
Schwefelsaure-Sprihreagenz und anschlieRender Entwicklung im Trockenschrank (5 min
bei 105 °C) detektiert. Die Auftragemenge betrug 4 ul.

Durchfiihrung der FCPC

Die FCPC wurde mit dem Loésungsmittelgemisch n-Heptan/Acetonitril/Ethylacetat im
Verhaltnis 4/6/3 (V/VIV) durchgefihrt. Aufgrund der etwas starkeren Verteilung der
Fraktion 1 in der oberen Phase (im Scheidetrichter) wurde diese als stationare Phase
gewahlt. Die untere Phase diente als mobile Phase. Es wurde im Descending Modus
gearbeitet. 1,2 ml Fraktion 1 (entsprechend 1,03-1,04 g) wurden mit 0,8 ml Unterphase
versetzt und nach Aquilibrierung des Systems injiziert. Die Rotation betrug 1200 RPM bei
einem Druck von 20 bar. Die eluierte Losung wurde mit einem Fraktionssammler in circa
90 Reagenzglasern gesammelt (1-2 min Fullzeit pro Reagenzglas je nach Elutions-
menge). Dieses Verfahren wurde zweimal durchgeflihrt, da die Probenschleife auf 2 ml
begrenzt war. Die Lésung jedes finften Reagenzglases wurde dinnschichtchromato-
graphisch unter gleichen Bedingungen wie bei der Vorbereitung der FCPC untersucht. Die
aufgetragene Menge betrug 8,4 ul. Im Elutionsbereich der Sesquiterpenkohlen-
wasserstoffe wurde die Lésung jedes einzelnen Reagenzglases auf die DC-Platte
aufgetragen. Die Eluate mit identischen Zonen wurden vereinigt und bei Raumtemperatur
und ca. 400 mbar eingeengt. Die Lagerung der gewonnenen Unterfraktionen erfolgte bei -
20 °C. Zur naheren Identifizierung und Quantifizierung der einzelnen Komponenten wurde
zu jeder gewonnenen Unterfraktion ein Gaschromatogramm mit massenspektrometrischer

Detektion erstellt (Probenverdiinnung in n-Hexan 1:1000).

4.1.2.5 Analytische High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Zur Bestimmung der geeigneten Bedingungen (FlieRmittelsystem und Art der Saule)
fur die praparative HPLC wurden geringe Mengen der Proben mittels analytischer HPLC
chromatographiert. Die HPLC wurde mit einer Supelco Discovery C18 Saule
(5cm x 4.6mm, 5 ym) und Acetonitril als FlieBmittel durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte
mit UV-Detektion bei 215 nm.

4.1.2.6 Praparative HPLC

Durch die praparative HPLC wurden aus Unterfraktionen der FCPC die
Sesquiterpenkohlenwasserstoffe ar-Curcumen und [-Sesquiphellandren isoliert oder
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angereichert. Die praparative HPLC wurde mit einer Eurospher 100C18 Saule (250 x
20 mm, No 13011111) und einer Elution mit 100 % Acetonitril durchgefuhrt. Die Detektion
der Substanzen erfolgte mit einem UV-Detektor bei 205 nm und 254 nm. Die eluierten
Fraktionen wurden bei Raumtemperatur und 400 mbar vorsichtig eingeengt und bei
-20 °C gelagert. Eine ldentifizierung der eluierten Substanzen erfolgte wiederum mittels
GC/MS.

4.1.3 Isolierung von a-Zingiberen

Das Sesquiterpen a-Zingiberen konnte durch die angewendeten chromato-
graphischen Methoden nicht isoliert werden, da es unter Ld&semitteleinfluss und
Sauerstoffkontakt sehr schnell zu ar-Curcumen oxidiert wird. Zur Isolierung wurde somit
eine Methode gewahlt, die bereits durch Millar et all"®" beschrieben wurde. Durch
Wasserdampfdestillation gewonnenes Ol der Firma Caelo (Oleum Zingiberis - Zingiber
officinale ROSCOE; Ch.B. 6141522) wurde als Ausgangssubstanz gewahlt, da in diesem
Ingwerdl eine relativ grole Menge (ca. 31 %) an o-Zingiberen vorhanden ist. Aus den
gaschromatographisch ermittelten Retentionszeiten wurden im Vergleich mit den
Retentionszeiten der Octanreihe die linearen Retentionsindizes bestimmt und die

enthaltenen Substanzen identifiziert.

4.1.3.1 Vakuumdestillation — Anreicherung der Sesquiterpene

Zur Trennung von Monoterpenen und Sesquiterpenen wurde die Vakuumdestillation
herangezogen. In Tab. 4.2 sind die Siedepunkte der Inhaltsstoffgruppen des Ingwerdls

unter Normaldruck und bei angelegtem Vakuum von 23-30 mbar augefiihrt.

Siedepunkte bei Normaldruck [°C] | errechnete Siedepunkte
bei 23—30 mbar [°C]

Monoterpen- 150-190 ca. 60-85
kohlenwasserstoffe
oxygenierte 190-245 ca. 85-135
Monoterpene
Sesquiterpen- 240-280 ca. 130-155

kohlenwasserstoffe

Tab. 4.2 Siedepunkte der Inhaltsstoffgruppen des Ingwerols
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Die Apparatur zur Vakuumdestillation bestand aus einem 25 mI-Rundkolben mit Schliff,
der Uber einen Kihler und eine Spinne mit vier 5 ml-Rundkolben verbunden war. Der
25 ml-Rundkolben wurde in einem Olbad auf die erforderliche Temperatur erhitzt, wobei
der Ubergang zum Kihler mit Alufolie abgedichtet wurde. Das Vakuum von 23-30 mbar
wurde mittels Wasserstrahlpumpe erzeugt. Es wurden vier Vakuumdestillationen mit 3,5 g
bis 5g éatherischem Ol durchgefiihrt und jeweils vier Fraktionen gesammelt. Die
Identifizierung und Quantifizierung der Inhaltsstoffe erfolgte per GC/MS (Bedingungen
siehe 4.1.2.3). Die identischen Fraktionen der Destillationen wurden vereinigt.

4.1.3.2 Kopplung zum Diels-Alder-Produkt

Das genuin vorliegende a-Zingiberen weist eine ahnliche Polaritat auf wie die
weiteren im  atherischen Ingwerdl vorliegenden  Sesquiterpenderivate.  Die
chromatographische Trennung erfordert vielfache Trennungsschritte und ein grofles
Probenvolumen. Die chemische Instabilitdit des a-Zingiberens stellt ein zusatzliches
Problem dar. Durch die Kopplung zum Diels-Alder-Produkt werden in das Molekil des
a-Zingiberens selektiv hydrophile Gruppen eingebaut. Die erhdhte Polaritat ermdglicht
eine unproblematische chromatographische Trennung von ungekoppelt vorliegenden
Sesquiterpenkohlenwasserstoffen.

Prinzip der Diels-Alder Reaktion

Bei der Diels-Alder Reaktion wird ein konjugiertes Dien an ein Alken addiert, wodurch
Cyclohexenderivate entstehen (Abb. 4.1).

5 U H 200G
Y

1,3-Butadien Ethen Cyclohexen
4 11-Elektronen 2 mr-Elektronen [4 + 2]-Cycloaddukt

Abb. 4.1 Schematische Darstellung des Mechanismus der Diels-Alder-Reaktion

Die dargestellte Reaktion zwischen 1,3-Butadien und Ethen resultiert in nur 20 %
Ausbeute. Man nimmt fir diese Reaktion bevorzugt elektronenarme Alkene und
elektronenreiche Diene, um eine hohere Ausbeute zu erzielen. Die Diels-Alder-Reaktion
ist eine konzertiert verlaufende Reaktion, in der Bindungsbruch und Bindungsbildung
gleichzeitig erfolgen. Der Reaktionsverlauf ist stereospezifisch. Die urspringlichen
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Konfigurationen des Diens und des Dienophils bleiben erhalten, und das entstandene
Cycloaddukt kann wieder in seine Ausgangsbestandteile gespalten werden. Man spricht

hier von einer Retro-Diels-Alder-Reaktion!'®® 1%,

Reaktion von a-Zingiberen und PTAD

In der durch die Vakuumdestillation erhaltenen vierten Fraktion stellt a-Zingiberen das
einzige Dien dar und kann somit selektiv mit dem reaktiven Dienophil 4-Phenyl-1,2,4-
triazolin-3,5-dion (PTAD) zu einem Diels-Alder-Addukt reagieren. Die Reaktionsgleichung
ist in Abb. 4.2 dargestellt.

N=N
/ /\\ /
o N0 O\( N N )\

+ N

A\

O
a-Zingiberen PTAD [4+2]-Cycloaddukt
Dien Dienophil

Abb. 4.2 Cycloaddition von a-Zingiberen an PTAD

2 g Sesquiterpenfraktion (ca. 9 mmol Sesquiterpene) wurden in einem Dreihalskolben mit
Schliff unter Stickstoffatmosphare in 20 ml frisch destilliertem, trockenem THF geldst. Das
Gemisch wurde tropfenweise mit einer Losung von PTAD (4-Phenyl-1,2,4-triazolin-3,5-
dion) in THF (Konzentration 1 g/10 ml) versetzt. Die vollstdndige Reaktion wurde durch
Persistieren der Rotfarbung des PTADs angezeigt. Die Diels-Alder-Kopplung wurde bei
Raumtemperatur durchgefihrt, um ein frihzeitiges Spalten des Cycloadduktes zu
vermeiden. Das Gemisch wurde mit dem Rotationsverdampfer bei ca. 250 mbar und ohne
Warmeanwendung einrotiert. Eine zahflissige rosa - gelb gefarbte Masse blieb als
Ruckstand im Kolben zurlck.

4.1.3.3 Flash-Chromatographie (FC) zur Isolierung des gekoppelten
Produktes

Das gekoppelte Diels-Alder-Cycloaddukt wurde mittels Flash-Chromatographie
isoliert. Zur Vorbereitung der FC wurde mittels Dinnschichtchromatographie auf DC-
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Aluminiumplatten Kieselgel 60 Fos4 das geeignete Flielmittelsystem ermittelt. Ziel hierbei
ist es, einen Rf-Wert-Unterschied gréRRer als 0,2 zwischen der zu isolierenden
Komponente und allen weiteren Komponenten zu erhalten. Das in der Literatur™”
empfohlene FlieBmittelgemisch von 15 % (V/V) Aceton in n-Hexan erflllte diese
Bedingung und wurde bei der Durchfihrung der FC als FlieBmittel eingesetzt. Als
stationare Phase wurde Kieselgel 60 (230-400 mesh) gewahlt. Von diesem wurden 65 g
Kieselgel in die Saule (Lange 35 cm, Durchmesser 3,5 cm) eingertttelt, wodurch eine
Fullhéhe von 15-16 cm erreicht wurde. Pro Saule wurden zwischen 0,5 und 0,8 g des aus
der Diels-Alder-Reaktion erhaltenen Gemisches eingesetzt. In das Ldsemittelreservoir
oberhalb der Saule wurden 500-600 ml Lésungsmittel (15 % (V/V) Aceton in n-Hexan)
eingefillt. Durch Anlegen von Stickstoffdruck wurde eine FlieRgeschwindigkeit von
10-12 ml pro Minute eingestellt, wobei das eluierte Lésemittel in Reagenzglasern (15—
20 ml pro Reagenzglas) aufgefangen wurde. Der Inhalt der Reagenzglaser wurde
dinnschichtchromatographisch unter gleichen Bedingungen wie zur Vorbereitung der FC
untersucht. Die Detektion erfolgte durch Fluoreszenzléschung und Farbdetektion mit
Anisaldehyd-Schwefelsaure-Reagenz. Die Fraktionen, in denen das Cycloaddukt
vorhanden war, wurden vereinigt. Mit dem Rotationsverdampfer wurde das organische
Lésemittel abgedampft und das gekoppelte Produkt blieb im Rundkolben zuriick. Nach
diesem Schema wurden zur Erhéhung der Ausbeute funf Flash-Chromatographiesaulen
durchgefiihrt. Von dem erhaltenen gekoppelten Addukt wurde ein 'H-NMR-Spektrum
erstellt.

4.1.3.4 Retro-Diels-Alder-Reaktion

Das gekoppelte Cycloaddukt sollte in Form einer Retro-Diels-Alder-Reaktion wieder
in seine Ausgangsstoffe gespalten werden. Es wurde unter Stickstoffatmosphare
gearbeitet, um eine Oxidation von a-Zingiberen zu ar-Curcumen zu verhindern. 0,39 g
(entsprechend 1,03 mmol) des aus der Flash-Chromatographie erhaltenen Produktes
wurden drei Stunden in 10 ml 2,1 M KOH in 96 % (V/V) EtOH unter Stickstoffatmosphare
rickflusserhitzt. Die abgekuhlte Mischung wurde mit Aqua demineralisata verdinnt und
dreimal mit 25 ml n-Hexan ausgeschittelt. Der erhaltene Hexanextrakt wurde mit
gesattigter wassriger NaCl-Lésung gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet und bei
250 mbar auf wenige ml eingeengt.

4.1.3.5 Flash-Chromatographie zur Reinigung des a-Zingiberens

Die vollstandige Isolierung des a-Zingiberens erfolgte mittels Flash-Chromatographie.
Wie unter 4.1.3.3 beschrieben, wurde zur Vorbereitung der FC das FlieBmittelsystem per
DC ermittelt. n-Hexan (nach Angabe von Millar'’®”) erwies sich als geeignetes FlieRmittel
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zur Trennung des a-Zingiberen von weiteren Bestandteilen, wie im Prozess entstandenen
polareren Stoffen und Spuren von Anilin. Die Praparation und Durchflihrung der Saule
verlief identisch wie in Abschnitt 4.1.3.3. Jedoch wurden hier nur ca. 50 g Kieselgel
eingeruttelt. Das gesamte aus der Retro-Diels-Alder-Reaktion erhaltene Gemisch wurde
auf die Saule aufgetragen. Das eluierte FlieBmittel wurde in kleinen Fraktionen in
Reagenzglasern aufgefangen. Anschliefend wurde der Inhalt jeweils dinnschicht-
chromatographisch (FlieBmittel n-Hexan) untersucht. Alle Fraktionen, die die
entsprechende a-Zingiberen-Zone bei einem Rf-Wert von 0,75 bis 0,8 ohne jegliche
Begleitzonen enthielten, wurden vereinigt. Unter vorsichtigem Anlegen von Vakuum
(maximal 250 mbar) wurde das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer vollstandig
entfernt. Es blieb eine farblose Flissigkeit mit aromatischem Geruch zurlck. Zur
|dentifizierung wurden sowohl GC/MS-Chromatogramme als auch 'H-NMR- und 'C-
NMR-Spektren erstellt. Die kurzzeitige Lagerung des a-Zingiberens bis zur
Versuchsdurchflihrung erfolgte unter Stickstoffatmosphare bei -20 °C.
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4.2 Pharmakologische Untersuchungen

4.2.1 Zellkultur

N1E-115- Zellen

N1E-115 Zellen (Passagen 38-65) wurden im [*C]Guanidinium-Influx-Assay und in
Bindungsstudien verwendet. Die Zelllinie wurde zweimal wdchentlich passagiert. Hierzu
wurde das Medium entfernt und durch frisches Zellkulturmedium ersetzt. Nach
Abschlagen der Zellen und Zentrifugation bei 300 x g wurde der Uberstand abgesaugt.
Das erhaltene Pellet wurde in frischem Medium resuspendiert und die Zellzahl mittels
Zahlung in einer Neubauerzdhlkammer bestimmt. Die Kultivierung erfolgte in 75 cm?
groBen Zellkulturflaschen im Zellkulturschrank in einer Atmosphare von 5 % CO, und
95 % Luft. Drei Tage vor Versuchsbeginn wurden die Zellen in 24er Multiwellplatten zu 2,5
x 10* Zellen in 1000 pl pro Well ausgesét.

INS-1 Zellen

Zur Passagierung der INS-1 Zellen wurde das Medium abgesaugt und die Zellen
wurden mit PBS Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde fir 2-4 Minuten eine
Trypsin/EDTA-LOsung zugesetzt, um die Zellen enzymatisch vom Zellkulturflaschenboden
zu lésen. Die enzymatische Reaktion wurde durch Zusatz von kaltem Zellkulturmedium
beendet. Die Zellen wurden durch Abschlagen vom Boden der Zellkulturflasche in
Suspension gebracht. Das weitere Vorgehen und die Kultivierungsbedingungen
entsprechen der N1E-Zellkultur. Finf bis sechs Tage vor Versuchsbeginn wurden die
INS-1 Zellen in einer Menge von 1,5 x 10° pro 1000 pl in 24er Multiwellplatten ausgesét.

4.2.2 ["“C]Guanidinium-Influx-Assay

Die Messung des loneneinstroms an murinen Neuroblastomazellen N1E-115 mit
['“C]Guanidiniumchlorid als Marker ist eine geeignete Methode, um den Einfluss von
Testsubstanzen auf den lonenkanal des 5-HT3-Rezeptors zu untersuchen!’®®. Der Influx
des Kations ["*C]Guanidinium weist dhnliche Eigenschaften auf wie der des Na*-Isotops
und kann zur Bestimmung der Kationen-Permeabilitdt von Natriumkanalen eingesetzt

werden!'®",

Die Versuche wurden in 24er Multiwellplatten in einem Gesamtvolumen von 300 pl pro
Well durchgefiihrt. Nach Absaugen des Zellkulturmediums wurden die Zellen zweimal mit
37 °C warmem Inkubationspuffer gewaschen und 20 Minuten mit Inkubationspuffer und



66 4 Methoden

den zu testenden Substanzen im Zellkulturschrank vorinkubiert. AnschlieBend wurden
5 uM ["*C]Guanidiniumchlorid (spezifische Aktivitdt 55 mCi/mmol) und 100 uM Serotonin
zugegeben. Nach 2,5 Minuten wurde die Inkubation durch Absaugen und schnelles
zweimaliges Waschen mit eiskaltem Waschpuffer beendet. Die Zellen wurden in 200 pl
0,1 %iger Triton X 100-Lésung 30 Minuten lysiert und in eine Softwellplatte Uberfuhrt.
Nach Zugabe von Szintillationslésung wurde der Gehalt an [*C]Guanidinium mittels
Fliissigszintillationsmessung bestimmt. Der Serotonin-vermittelte ['*C]Guanidinium-Influx
ohne jeglichen Zusatz von Testsubstanzen galt als Referenzwert (100 %-Wert). Parallel
erfolgte die Bestimmung eines Blindwertes ohne Zugabe von Serotonin, der von allen
Werten abgezogen wurde, und eine Positivkontrolle mit 100 uM Tropisetron (Ubersicht
siehe Tab. 4.3). Alle Versuche wurden als Doppelbestimmungen durchgefihrt.

Blindwert 100 %-Wert Positivkontrolle Testwell
N1E-Zellen N1E-Zellen N1E-Zellen N1E-Zellen
Inkubationspuffer Inkubationspuffer Inkubationspuffer Inkubationspuffer
["*C]Guanidinium ["*C]Guanidinium ["*C]Guanidinium ["*C]Guanidinium

Keine Zusatze Serotonin Serotonin Serotonin
Tropisetron Testsubstanz

Tab. 4.3 Inhalte der einzelnen Wells zur Bestimmung des [14C]Guanidinium-lnflux

Die N1E-Zellen enthalten neben 5-HT3;-Rezeptoren weitere lonenkanalrezeptoren wie den
Offen-
wahrscheinlichkeit durch das Alkaloid Veratridin erhéht werden kann. Auch diese Kanale

tetrodotoxinsensitiven, spannungsabhangigen Natriumkanal, dessen
kénnen den Kationeneinstrom wahrend des Experiments beeinflussen, wobei dieser
Einfluss im ["*C]Guanidinium-Influx-Assay durch den Blindwert kontrolliert wird. Um zu
Uberpriifen, ob eine Hemmung des Serotonin-induzierten ["*C]Guanidinium-Influxes
Uberwiegend durch Antagonismus am 5-HT3;-Rezeptor-Kanalprotein oder auch durch
Effekte an spannungsabhangigen Natriumkanalen zustande kommt, wurden zusatzliche
Experimente durchgeflihrt. Hierzu wurde in dem zuvor beschriebenen Assay 100 uM
Serotonin durch 300 uM Veratridin ersetzt und der Effekt im Veratridinversuch dem Effekt

im Serotonin-Assay gegenlibergestellt.

4.2.3 Bindungsstudien an N1E-115 Zellen

Rezeptorbindungsstudien werden durchgefiihrt, um die Affinitat von Wirkstoffen zu
einem Rezeptor oder die Rezeptordichte in Gewebe- und Zellproben zu bestimmen. Im
Rahmen pharmakologischer Untersuchungen werden zwei Arten von Bindungsstudien
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unterschieden: Verdrangungsstudien und Sattigungsstudien. Zur direkten Bestimmung
der Affinitat eines radioaktiv markierten Liganden zum Rezeptor und der Bestimmung der
Rezeptordichte in  Gewebeproben werden  Sattigungsexperimente verwendet.
Unterschiedliche Konzentrationen eines Radioliganden werden mit dem Rezeptor
inkubiert, wobei mit steigender Radioligandmenge die Menge an Radioligand-
Rezeptorkomplex hyperbol ansteigt. Bedingung hierbei ist, dass die an den Rezeptor
bindende Substanz radioaktiv markiert ist. Bei den im Rahmen der Arbeit verwendeten
Testsubstanzen handelt es sich um pflanzliche Biosyntheseprodukte und Vielstoff-
gemische, die in radioaktiv markierter Form nicht erhaltlich sind. In diesen Fallen werden
Verdrangungsstudien durchgefuihrt. Diese Art von Studien wird angewendet, um die
Affinitat eines unmarkierten Liganden zum Rezeptor indirekt zu bestimmen. In einer
Verdrangungsstudie konkurrieren unterschiedliche Konzentrationen eines unmarkierten
Liganden mit einer konstanten Menge eines Radioliganden um den Rezeptor. Je niedriger
die gemessene Radioaktivitat, desto mehr wurde der Radioligand durch die Testsubstanz
vom Rezeptor verdrangt. Neben der spezifischen Bindungsstelle am Rezeptor kann der
Radioligand an weiteren Stellen der Probe, wie zum Beispiel an anderen
Rezeptoruntereinheiten, Gewebebestandteilen oder Plastikelementen der Gefalle
unspezifisch binden. Man bestimmt diese unspezifische Bindung durch Zugabe des
Radioliganden zusammen mit einer hohen Konzentration eines unmarkierten Liganden,
der spezifisch an die untersuchte Bindungsstelle bindet und somit den Radioligand von
diesen Bindungsstellen komplett verdrangt. Die Radioaktivitat, die dann noch in der Probe
messbar ist, wird als Non-Specific-Binding bezeichnet; wahrscheinlich handelt es sich um
eine physikalisch bedingte Adsorption, die nicht sattigbar ist. Die Grundschritte der
Rezeptorbindungstudien sind in Abb. 4.3 dargestellt.

Bindung des Radioliganden (+ unmarkierten Liganden)
an den Rezeptor

{

Trennung von gebundenem und ungebundenem Liganden

{

Bestimmung der gebundenen Radioaktivitat

{

Auswertung

Abb. 4.3 Grundschritte von Rezeptorbindungsstudien

Bindungsstudien kdénnen an Membranpraparationen oder ganzen Zellen in
Monolayerkultur oder als Suspensionskultur durchgeflihrt werden. Vorteile bei der
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Verwendung von ganzen Zellen sind zum einen, dass die Rezeptoren in ihrer
physiologischen Umgebung untersucht werden und zum anderen eine vereinfachte
Durchfiihrung, da man auf die Herstellung einer Membranpraparation verzichten kann.
Nachteil ist die Verfalschung des Ergebnisses durch die Aufnahme der radioaktiven
Substanz in die Zelle. Bindungsstudien mit Membranpraparationen eignen sich vor allem
bei einem hohen Probendurchsatz'®?. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die
Rezeptorbindungsstudien an N1E-115 Zellen in Monolayerkultur durchgefiihrt. Der
radioaktiv markierte 5-HTs;-Rezeptor-Antagonist [°HJGR65630 bindet selektiv an die
gleiche Bindungsstelle am 5-HT;-Rezeptor wie Tropisetron und wird somit durch dieses
von der Rezeptorbindungsstelle verdrangt’”. Testsubstanzen, die im ['*C]Guanidinium-
Influx-Versuch den Kationeneinstrom vermindern, sollten nun auf ihren Effekt auf die
Bindung von [?’H]GR65630 untersucht werden, um die Bindungsstelle zu identifizieren. Die
Versuche an N1E-115 Zellen wurden am dritten Tag nach Aussden in 24er
Multiwellplatten in einem Gesamtvolumen von 200 ul durchgefihrt. Nach Absaugen des
Zellkulturmediums wurden die Zellen zweimal mit angewarmtem Krebs-Ringer-HEPES-
Puffer gewaschen und mit demselben Puffer und den Testsubstanzen, Tropisetron
(Positivkontrolle) oder 10 mM Serotonin (unspezifische Bindung) versetzt. Danach folgte
die Zugabe von 0,4 nM [°*H]GR65630 (spezifische Aktivitat 76,4 Ci/mmol) und eine 30-
minUtige Inkubation bei Raumtemperatur (Pipettierschema siehe Tab. 4.4).

Gesamtbindung Unspezifische Positivkontrolle Testwell
Bindung
Rezeptor Rezeptor Rezeptor Rezeptor
KRH-Puffer KRH-Puffer KRH-Puffer KRH-Puffer
[’HIGR65630 [’HIGR65630 [’HIGR65630 [’HIGR65630
Serotonin 10 mM Tropisetron Testsubstanz

Tab. 4.4 Inhalte der Wells bei Durchfiihrung der Rezeptorbindungsstudien

Durch Absaugen des Uberstandes und schnelles zweimaliges Waschen mit eiskaltem
Krebs-Ringer-HEPES-Puffer wurde die Inkubation beendet. Die Zellen wurden mit
0,1 %iger Triton X 100-Lésung 30 min bei Raumtemperatur lysiert und in 24er Softwells
Ubertragen. Nach Zugabe von Szintillationsldsung wurden die Proben im Betacounter
vermessen. Alle Versuche wurden als Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die
unspezifische Bindung wurde von allen ermittelten Ergebnissen abgezogen
(Gesamtbindung — unspezifische Bindung = spezifische Bindung). Alle daraus

resultierenden Werte wurden auf die spezifische Bindung als 100 %-Wert bezogen.
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4.2.4 Versuche am Rattenileum

Pfefferminzél und der oOlige Ingwer-Spezialextrakt sollten auf ihren Effekt auf die
Serotonin-induzierte Kontraktion am Rattenileum untersucht werden. Als Versuchs-
vorbereitung wurde das die Organbader umgebende Wasserbad auf 37 °C erwarmt und
der hergestellte Krebs-Henseleit-Puffer mit Carbogen begast. Der Puffer wurde aus dem
Vorratsbehaltnis Uber eine Glasspirale, die im 37 °C warmen Wasserbad lag, in das
Organbad geleitet. Sowohl das Pufferbehaltnis als auch die Organbader wurden wahrend
des gesamten Versuchsablaufs mit Carbogen begast. Weibliche und mannliche Wistar-
Ratten mit einem Gewicht zwischen 180 und 300 g wurden durch Ethernarkose getotet.
Das lleum wurde so schnell wie moglich entnommen, in Puffer gelegt, von Bindegewebe
befreit und mit Puffer gespllt. Der Darm wurde in circa 2 cm lange Stiicke geschnitten. An
beiden Enden der Darmabschnitte wurden mit einem diinnen Faden Osen angebracht.
Danach wurde das lleum in das mit 10 ml Krebs-Henseleit-Puffer gefiillte Organbad
eingehangt. Hierzu wurde das Organ am unteren Ende an einer gebogenen Kanile
befestigt, durch die auch die Begasung des Organbades erfolgte. Die Ose am oberen
Ende wurde mit einem Hebelarm verbunden, der alle Kontraktionen und Relaxationen des
Organs an Verstarker und Schreiber weiterleitet. In Abb. 4.4 sind die Organbader mit
eingehangten Organen dargestellt.

Abb. 4.4 Fotographien des im Organbad eingehédngten lleums

Links ist das temperierbare Wasserbad mit beiden Organbadern dargestellt. Auf dem rechten Foto
sieht man ein einzelnes Organbad mit dem eingehangten lleum.

Der eingehangte Darm wurde unter 1 g Spannung gehalten und mehrmals mit Puffer
gespult. Bis zur Equilibrierung, also dem Erreichen einer konstanten Basislinie, vergingen
45-60 Minuten. Zu Beginn jedes Experimentes wurde zunadchst ein Referenzwert
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bestimmt. Dazu wurde der Darm mit 10 uM Serotonin als Stimulans versetzt und die
resultierende Kontraktion aufgezeichnet. Danach wurde der Darm sechs bis acht Mal mit
Puffer gespult und wiederum 30 Minuten equilibriert. Nach Erreichen der Basislinie wurde
die Testsubstanz zupipettiert. Das lleum wurde vier bis sechs Minuten mit der jeweiligen
Testsubstanz vorinkubiert, bevor wieder 10 yM Serotonin zugegeben wurden, um den
Effekt der eingesetzten Substanzen auf die induzierte Kontraktion zu bestimmen. Nach
Abnahme der Kontraktion wurde das Experiment durch vielfaches Spllen des Darms mit
Puffer beendet. Das griindliche Spulen ist hier sehr wichtig, da die oft sehr lipophilen
Substanzen an Organ und GefalRwanden anhaften. Nach 30 Minuten wurde ein neuer
Versuch wiederum mit Bestimmung eines Referenzwertes eingeleitet. Zur Bestimmung
des Eigeneffektes des Pfefferminzéls wurde 1 uM Acetylcholin zur Referenzwert-
bestimmung eingesetzt, da dies im Vergleich zu Serotonin starkere Kontraktionen am
lleum hervorruft und als Referenz gut geeignet ist. Nach Ausspllen und 30-minUtiger
Equilibrierung erfolgte die Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen von atherischem
Pfefferminzdl. Die resultierende Relaxation wurde bis zum Erreichen einer Basislinie
aufgezeichnet. Sowohl der Eigeneffekt der Testsubstanzen vor Stimulanszugabe als auch
der Effekt durch Serotonin oder Acetylcholin unter Testsubstanzeinfluss wurden auf den
vorher ermittelten Referenzwert bezogen und in Prozentwerten angegeben.

4.2.5 Insulinsekretionsversuche und Radioimmunoassay

Insulinsekretionsversuche

Die in vitro-Experimente zur Insulinsekretion an INS-1 Zellen wurden durchgefihrt,
um den Effekt von Serotonin, Ingwerextrakten und unterschiedlichen Serotoninrezeptor-
Antagonisten auf die Insulinsekretion zu untersuchen. 24er Multiwellplatten mit konfluent
gewachsenen INS-1 Zellen wurden nach Entnahme aus dem Brutschrank auf Eiswasser
gelegt, um eine Insulinsekretion vor Beginn der Inkubationszeit zu vermeiden. Alle
verwendeten Puffer und Stammlésungen wurden vor Verwendung in Eiswasser auf 4 °C
abgekihlt. Nach Absaugen des Zellkulturmediums wurden die Zellen dreimal mit KRH-
Puffer gewaschen. Die Wells wurden nach folgendem Pipettierschema mit Puffer und den
entsprechenden Substanzen befiillt (Tab. 4.5).
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Basalsekretion 100 % Wert Positivkontrolle Testwell
300 pl 300 270 pl 6,22 mM 270 pl 6,22 mM
3,0 mM Glucose in 5,6 mM Glucose in Glucose in KRH- Glucose in KRH-
KRH-Puffer KRH-Puffer Puffer Puffer
+ +
30 pl 10 pg/ml 30 ul Testsubstanzen
Glibenclamid in KRH- | (10-fach konzentriert
Puffer in KRH-Puffer)

Tab. 4.5 Inhalte der Wells bei Durchfiihrung der Insulinsekretionsversuche

Nach Zugabe der Loésungen erfolgte eine Inkubation im Zellkulturschrank Uber
90 Minuten. Die Multiwellplatte wurde danach direkt auf Eiswasser gestellt, um eine
weitere Insulinsekretion zu unterbinden. Aus jedem Well wurden 150 pl des Uberstandes
abgenommen, in Eppendorf Cups Ubertragen und bis zur Durchfihrung des
Radioimmunoassays bei -20 °C tiefgefroren. Die Insulinsekretion der Zellen unter einem
Glucosestimulus von 5,6 mM ohne Zusatz weiterer Substanzen diente als Referenzwert
(100 %-Wert). Alle ermittelten Werte wurden prozentual auf diesen Wert bezogen, von
dem jeweils eine Vierfachbestimmung durchgefihrt wurde. Die Basalsekretion bei 3,0 mM
Glucose und die Positivkontrolle mit Glibenclamid, die eine Stimulierbarkeit der Zellen
Uber den 100 %-Wert hinaus erfasst, wurden als Kontrollwerte herangezogen.

Radioimmunoassay

Die Bestimmung der Insulinmenge erfolgte mittels Radioimmunoassay (RIA) nach der
Doppelantikérpermethode!’®®. Prinzip dieser Methode ist, dass der Probe radioaktiv
markiertes ['*°[]Insulin zugesetzt wird, das mit dem unmarkierten Insulin der Probe um die
Bindungsstellen eines Anti-Ratteninsulin-Antikdrpers konkurriert. Der zweite Antikorper ist
gegen die Spezies gerichtet, aus der der erste Antikérper stammt und verstarkt eine
Fallung. Durch Zugabe eines Carriers erfolgt die Fallung des Antigen-Antikdrper-
Antikérper-Komplexes. Je mehr unmarkiertes Insulin in der Probe vorhanden ist, desto
weniger [**l]Insulin ist im ausgeféliten Pellet gebunden. Die Zerfallsrate des gebundenen
['®I]nsulins kann im Gammacounter vermessen werden. Parallel wird durch Proben mit
bekanntem Insulingehalt eine Kalibriergerade erstellt, anhand der die unbekannte
Insulinkonzentration der Proben ermittelt werden kann. Da es sich um eine Antigen-
Antikérper-Methode handelt, wird nur das immunoreaktive Insulin (IRI) bestimmt. Die
verwendeten Pufferldsungen wurden vor Beginn des Radioimmunoassays in Eiswasser
abgekdihlt. Alle Arbeitsschritte erfolgten im Eisbad oder im Kihlschrank bei 4 °C. Die
tiefgefrorenen Proben wurden langsam in Eiswasser aufgetaut und mittels eines



72 4 Methoden

Pipettierautomaten 1:20 mit KRH-Puffer verdinnt. Von dieser Verdinnung wurden 10 pl
im Assay eingesetzt und mit Assaypuffer auf 200 ul aufgeflllt. Parallel wurden fur die
Kalibrierkurve sechs Standardinsulinkonzentrationen mit 0,78125 pU/100 pyl  bis
25 pU/100 pl eingesetzt. 100 ul jeder Standardkonzentration wurde mit 100 ul Assaypuffer
verdinnt, so dass auch hier ein Probenvolumen von 200 ul erhalten wurde. Zur
Bestimmung der maximalen Bindung (B,) wurden 200 ul Assaypuffer eingesetzt
(entsprechend 0 uU Insulin). Jeder Probe wurden zunachst 100 pl ['®l]Insulin-
Verdinnung in Isotopenpuffer und dann 100 ul Anti-Insulin-IgG (Antikérper 1) zugesetzt.
Zur Bestimmung der eingesetzten Radioaktivitat (,Total counts®) wurden 100 ul der
['®I]Insulin-Verdiinnung vermessen. Unter der unspezifischen Bindung (NSB; ,nonspecific
binding“) versteht man den Gehalt von [ I]Insulin im Pellet ohne den Zusatz von
Antikérper I. Um diese zu erfassen, wurden Probe und Antikérper | durch 300 pl
Assaypuffer ersetzt. Die Bestimmungen der Standards, der Total counts, des NSB und
der By erfolgten jeweils als Doppelbestimmungen. Die Proben wurden Uber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Am nachsten Tag wurden in alle Probengefalle, mit Ausnahme der ,Total-
count‘-Bestimmung, 1000 pl Anti-Meerschweinchen-IgG (Antikorper 1) und 10 pl der
Carrier-Verdiinnung pipettiert. Nach 2—-3 Stunden Inkubation im Kihlschrank wurden alle
Proben bis auf die Total-count-Gefate mit 1000 ul Waschpuffer versetzt und 20 Minuten
bei 4 °C mit 3500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abdekantiert und am
Rand des Tubes befindliche Flissigkeit mit einem Zellstofftuch aufgenommen.
AnschlieBend wurde das Pellet im Gammacounter vermessen. Mit Hilfe des Software-
programms des Gammacounters erfolgte durch die Erstellung der Kalibriergerade (B/By
gegen [uU] der Standardkonzentrationen; B = gebundenes ['®l]Insulin der Probe) die
Umrechnung der Zerfallraten in die enthaltenen Insulinkonzentrationen in [uU]. Bei
fehlerhafter Berechnung der Kalibriergerade (z.B. durch Eliminierung von Standards)
wurde die Auswertung mit dem Programm GraphPadPrism durchgeftihrt.

4.2.6 Bindungsstudien an INS-1 Zellen

Um das Vorkommen von 5-HT;-Rezeptoren an INS-1 Zellen nachzuweisen, wurde
eine Bindungsstudie mit dem radioaktiv markierten selektiven 5-HT3;-Rezeptor-Antagonist
[’H]GR65630 durchgefiihrt. Die INS-1 Zellen wurden fiinf bis sechs Tage vor
Versuchsbeginn in 24er Multiwellplatten ausgesat. Die weitere Durchflihrung dieser
Bindungsstudie entspricht der Vorgehensweise bei den Bindungsstudien an N1E-115
Zellen (Abschnitt 4.2.3).
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4.3 Statistik

Die Ergebnisse in dieser Arbeit werden als Mittelwert + SEM angegeben. Als
Grundlage dient die Anzahl n der unabhangigen Versuche. Ausreil’er wurden nach der
20 Regel nicht in die Berechnung der Ergebnisse einbezogen. Die statistische
Auswertung wurde mit der Einweg-Varianz-Analyse (ANOVA) und anschlieRendem
ungepaartem t-Test durchgeflihrt. Die Ergebnisse gelten als statistisch signifikant wenn
p < 0,05 erreicht ist.

Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurde das Programm SigmaPlot von
SYSTAT Software Inc., USA verwendet.
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5 Ergebnisse

5.1 Gewinnung des atherischen Ingwerdls und Isolierung der
Sesquiterpenkohlenwasserstoffe

Das atherische Ingwerdl und die enthaltenen Sesquiterpenkohlenwasserstoffe (ar-
Curcumen, ao-Zingiberen, (E,E)-a-Farnesen, B-Bisabolen und (-Sesquiphellandren)
wurden im Rahmen dieser Arbeit auf ihre Wirkung an 5-HT;-Rezeptoren untersucht.
Keines der Sesquiterpenderivate ist derzeit als Reinsubstanz kauflich erhaltlich. Daher
wurden die Sesquiterpene vor Beginn der pharmakologischen Experimente zunachst aus
atherischem Ingwerdl isoliert.

5.1.1 Gewinnung und Charakterisierung des atherischen Ingwerols

Fir die pharmakologischen Untersuchungen am 5-HT3;-Rezeptor und als
Ausgangssubstanz flir die chromatographische Isolierung der Sesquiterpene wurden
zunachst mittels Wasserdampfdestillation ca. 10 ml atherisches Ingwerdl aus Ingwer-
rhizomen vietnamesischer Herkunft gewonnen. Das &therische Ol weist eine gelb-
grinliche Farbung und einen charakteristischen aromatischen Geruch auf. Das
verwendete Ingwerrhizom enthalt 1,5 % (V/m) &therisches Ol mit einer Dichte von
0,9 g/cm®. Zur Charakterisierung des Inhaltsstoffspektrums wurde das é&therische Ol
mittels GC/MS analysiert. Die Komponenten des Ingwerdls wurden durch Vergleich der
linearen Retentionsindizes und Massenspektren mit Literaturangaben!’*® sowie Angaben
der NIST-Datenbank identifiziert. Im Gaschromatogramm des atherischen Ols (siehe Abb.
5.1) sind die Peaks der Sesquiterpene bei Retentionszeiten zwischen 25,3-28 Minuten
deutlich zu erkennen. Die Hauptbestandteile des gewonnenen &therischen Ols und ihre
durch Integration der Peakflachen ermittelten Anteile am &therischen Ol sind in Tab. 5.1
aufgefiihrt. Da das &therische Ol als Ausgangssubstanz zur Isolierung der Sesquiterpene
dienen sollte, wurde der analytische Schwerpunkt auf diese Substanzklasse gelegt. Der
Vollstandigkeit halber sind in Tab. 5.1 neben den Sesquiterpenen die in hohen
Konzentrationen vorkommenden Monoterpenderivate mit aufgefihrt.
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Abb. 5.1 Gaschromatogramm des destillierten atherischen Ols zeitnah zur Gewinnung

Der rot umrandete Bereich markiert die Peaks der Sesquiterpenkohlenwasserstoffe. Neben den
Hauptpeaks unterstreichen die zahlreichen kleinen Peaks den Charakter des Vielstoffgemisches
des atherischen Ingwerdls.

Rt [min] LRI Inhaltsstoff Flachenprozent
7,23 933,9 a-Pinen 1,99
7,63 948,6 Camphen 5,18
9,87 1030,1 B-Phellandren 5,95
9,94 1032,4 1,8-Cineol 1,63
17,37 12947 2-Undecanon 0,20
25,34 1480,5 ar-Curcumen 24,88
25,93 1491,2 n.i. 2,1
26,11 1495,0 a-Zingiberen 27,48
26,98 1507 .4 (E,E)-a-Farnesen/B-Bisabolen 11,93
27,92 1520,3 B-Sesquiphellandren 15,38

Tab. 5.1 Inhaltsstoffe des Ingwerols

(n.i. = nicht identifiziert; Rt = Retentionszeit; rot = Sesquiterpene)

Die Sesquiterpenkohlenwasserstoffe stellen mit einem Gesamtgehalt von ca. 79,5 % die
Hauptfraktion des atherischen Ols dar. Aufgrund des hohen Gehalts dieser Sesquiterpene
ist das Ingwerdl als Ausgangssubstanz fir die Gewinnung dieser Inhaltsstoffe gut
geeignet. ar-Curcumen und o-Zingiberen sind mit ca. 25% bzw. 27,5% die
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Hauptbestandteile des Ols, was fiir die Gewinnung dieser Sesquiterpene von Vorteil war.
In den spater beschriebenen pharmakologischen Untersuchungen sind ar-Curcumen und
a-Zingiberen als Reinsubstanzen von besonderem Interesse, da sie als
.Frischeindikatoren® des atherischen Ingwerdls verwendet werden kdnnen. Die
Sesquiterpene (E,E)-a-Farnesen und [(-Bisabolen weisen annahernd identische
Retentionszeiten auf und erscheinen somit beide in einem Peak bei einer Retentionszeit
von 26,98 Minuten.

Zur Gewinnung einer ausreichenden Menge an atherischem Ingwerdl wurden mehrere
Wasserdampfdestillationen durchgefiihrt. Im Verlauf der Gewinnung des Ols wurden
sowohl die Einwaage des Ingwerrhizoms als auch die Menge an Aqua destillata pro
Destillation verdoppelt, um eine hdhere Ausbeute zu erzielen. Beide Ansatze ergaben
eine Ausbeute von 1,5 % (V/m) &therischem Ol. Die gaschromatographische Analyse
zeigte bei beiden Methoden ein ahnliches Inhaltsstoffspektrum. Das in Abb. 5.1 gezeigte
Gaschromatogramm resultiert aus der Vereinigung des aus allen Destillationen
gewonnenen atherischen Ols.

In der Literatur™ ™ ist eine Instabilitat des &therischen Ols wahrend der Lagerung
beschrieben. Da die pharmakologische Untersuchung des Ingweréls und die Isolierung
der Inhaltsstoffe einige Monate in Anspruch nahm, wurde die Stabilitat des atherischen
Ols vor Durchfihrung der Versuche kontrolliert. In Abb. 5.2 sind die GC-Spektren des
frisch destillierten Ols und des gleichen Ols nach einer Lagerungszeit von 10 Monaten bei
-20 °C gegenlibergestellt. Anhand der Ahnlichkeit der Chromatogramme wird deutlich,
dass sich das atherische Ingwerdl bezlglich seiner Zusammensetzung wahrend der
Lagerung kaum verandert hat. Die in der Literatur”" " beschriebene Oxidationsreaktion
von a-Zingiberen zu ar-Curcumen bei langerer Lagerung wurde bis zu diesem Zeitpunkt
nicht beobachtet. Somit konnte das atherische Ol (iber einen Zeitraum von mindestens 10
Monaten zur pharmakologischen Testung verwendet werden.
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Abb.5.2 Gaschromatogramme des frisch destillierten (links) und des 10 Monate
gelagerten Ingwerols (rechts)

Dargestellt sind die relevanten Ausschnitte der Gaschromatogramme. Bei langerer Retentionszeit
wurden in beiden Chromatogrammen keine zusatzlichen, neu aufgetretenen Substanzen detektiert.

5.1.2 Chromatographische Isolierung der Sesquiterpene

Trockensaulenchromatographie

Zur Auftrennung des atherischen Ols in funf Fraktionen unterschiedlicher Polaritét
wurde die Trockensdulenchromatographie nach Kubeczka!™? durchgefiihrt. Diese
Methode wurde bereits von Riyazi'®® im Arbeitskreis Verspohl verwendet, um ein
Ingwerdl aus Ingwerrhizomen nigerianischer Herkunft in finf Fraktionen aufzutrennen.
Diese wurden dort ausfihrlich chemisch charakterisiert und pharmakologisch auf ihre 5-
HT;-Rezeptorkanal-antagonistische Wirkung untersucht. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde die Fraktionierung nicht zur pharmakologischen Bewertung unterschiedlicher
Inhaltsstoffgruppen, sondern zur Trennung der unpolaren Sesquiterpene von den
polareren Bestandteilen und als Vorbereitung flr weitere chromatographische Schritte
verwendet. Die Trockensaulenchromatographie wurde dreimal durchgefihrt, um fur die
weitere Isolierung der Sesquiterpene genligend Material zu erhalten. In Tab. 5.2 sind die
Ausbeuten der finf gewonnenen Fraktionen aus der ersten Trockensaulen-
chromatographie dargestellt. In der ersten Fraktion mit n-Pentan als Fliel3mittel wurde der
Hauptteil des eingesetzten atherischen Ols eluiert. Die Ausbeute in den beiden folgenden
Durchldufen war vergleichbar und wird hier nicht separat aufgefihrt. Die um 8,5 %
verringerte Ausbeute lasst sich durch Adsorption der Inhaltsstoffe an das Kieselgel und
durch Verluste beim Trennen der drei Kieselgelfraktionen (Gewinnung von F3-F5)
erklaren. Des Weiteren kénnte auch eine Verdunstung der Inhaltsstoffe die Ausbeute
verringert haben.
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Fraktion (F) Ausbeute [g] Ausbeute [%] Farbe
1 1,26 70,80 farblos
2 0,04 2,23 gelb
3 0,01 0,71 gelb
4 0,04 2,26 gelb-grin
5 0,28 15,49 gelb-grin
Summe 1,63 91,49 -

Tab. 5.2 Ausbeuten der mittels Trockensaulenchromatographie gewonnenen Fraktionen
des Ingwerols

1,78 g Ingwerdl wurden auf die Saule gegeben und nacheinander mit n-Pentan (F1) und
2-Chlorpropan (F2) eluiert. Die Fraktionen F3-F5 wurden durch Extraktion des von unten nach
oben dreigeteilten Kieselgels mit einer Ether/Methanol-Mischung gewonnen.

Zur Analyse der Inhaltsstoffe der funf Fraktionen wurden diese zunachst
dinnschichtchromatographisch auf Kieselgel 60 F,s,-DC-Platten mit einem FlieBmittel-
gemisch aus Toluol und Ethylacetat untersucht. Im Dinnschichtchromatogramm (siehe
Abb. 5.3) wird die Auftrennung der Inhaltsstoffe des Ols durch die Trockensdulen-
chromatographie sichtbar. Die Zone der unpolaren Sesquiterpen-kohlenwasserstoffe ist
am oberen FlieRmittelrand deutlich zu erkennen. Diese ist auRer im &therischen Ol vor
allem in der Fraktion 1 und in Spuren auch in der Fraktion 2 enthalten. In den Fraktionen
3-5 befinden sich Inhaltsstoffe des &therischen Ols mit héherer Polaritat.

<- C_signs) - ) Sesquiterpen-
kohlenwasserstoffe

F1 F2 F3 F4 F5 &th. Ol

Abb. 5.3 Diinnschichtchromatogramm des atherischen Ols und der fiinf Fraktionen

Der Pfeil kennzeichnet die Zone der Sesquiterpenkohlenwasserstoffe. Die Detektion erfolgte
mittels Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz. Mit Bleistift markierte Zonen wurden unter
Betrachtung mit UV-Licht sichtbar; (F = Fraktion).
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Die Ergebnisse der gaschromatographischen Untersuchung der Fraktionen bestatigen,
dass sich der grote Anteil der Sesquiterpene in der ersten Fraktion befindet. Die
Inhaltstoffe dieser Fraktion sind in Tab. 5.3 aufgefihrt. Neben insgesamt 87,9 %
Sesquiterpenkohlenwasserstoffen befinden sich in Fraktion 1 zudem unpolare Mono-

terpenderivate.
Rt [min] LRI Inhaltsstoff Flachenprozent
7,24 934,2 a-Pinen 1,34
7,64 949,1 Camphen 5,38
9,88 1030,3 B-Phellandren 5,37
25,37 1480,7 ar-Curcumen 28,17
26,13 1495,1 a-Zingiberen 36,72
26,96 1507,6 (E,E)-a-Farnesen/B-Bisabolen 9,57
27,92 1520,4 B-Sesquiphellandren 13,44

Tab. 5.3 Inhaltsstoffe der Fraktion 1

(rot = Sesquiterpene)

Die zweite Fraktion besteht zu 85 % aus ar-Curcumen. Diese Fraktion wurde aber wegen
einer geringen Ausbeute und aufgrund von Farbveranderungen, die auf Zersetzungs-
reaktionen hindeuteten, nicht zur Isolierung von ar-Curcumen verwendet. In den Gas-
chromatogrammen der Fraktionen 3-5 wurden keine Sesquiterpenkohlenwasserstoffe
detektiert. Als Ausgangsmaterial flr die weiteren Isolierungsschritte wurde die Fraktion 1
ausgewahlt. Zum einen verflgt sie Uber einen hohen Gehalt an Sesquiterpenen mit
wenigen Begleitsubstanzen; zum anderen lieferten die drei Trockensaulen-
chromatographien eine gute Gesamtausbeute von insgesamt 3,3 g Fraktion 1. Die
Inhaltsstoffe der Fraktionen 3-5 sind in der Arbeit von Riyazi!"®® charakterisiert. Da im
Rahmen dieser Arbeit der Schwerpunkt bei den Sesquiterpenen liegt, wird hier nicht
weiter auf die sesquiterpenfreien Fraktionen eingegangen.

FCPC

Die FCPC (Fast Centrifugal Partition Chromatography) ist eine geeignete
Chromatographiemethode zur Auftrennung komplexer Naturstoffgemische. Die in der
Trockensaulenchromatographie gewonnene Fraktion 1 mit einem Sesquiterpen-Gehalt
von ca. 88 % wurde mittels FCPC in weitere Subfraktionen getrennt. Ziel dieser Methode
war, die einzelnen Sesquiterpenderivate voneinander zu trennen.

Zur Vorbereitung der FCPC wurde zunachst mittels Dinnschichtchromatographie das
geeignete FlieBmittelsystem ermittelt (Dinnschichtchromatogramm nicht gezeigt). Hierzu
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wurde die Verteilung der Fraktion 1 in obere und untere Phase eines zweiphasigen
Flielimittelgemisches untersucht. Bei der Durchflihrung der FCPC dient eine der beiden
Phasen als stationare und die andere als mobile Phase. Der Analyt sollte sich mdglichst
gleichmafRig in beiden Phasen I6sen, damit sowohl eine Retention als auch eine Elution
der Inhaltsstoffe erreicht werden kann. Eine etwa gleichmafige Verteilung der Fraktion 1
in beide Phasen wurde durch Verwendung des L&sungsmittelgemisches n-Heptan/
Acetonitril/ Ethylacetat im Verhaltnis 4/6/3 (V/V/V) erreicht.

Im Anschluss an die vorbereitenden Versuche wurde die FCPC durchgefihrt. Das eluierte
Fliemittel wurde in Reagenzglasern in etwa 100 Subfraktionen (= SF) aufgefangen.
AnschlieRend wurde der Inhalt jedes flinften Reagenzglases dinnschichtchromato-
graphisch auf RP18-DC-Platten mit Acetonitril als FlieRmittel untersucht, um grob die SF
zu ermitteln, in denen die Bestandteile der Fraktion 1 eluiert werden. Die Elution der
Substanzen erfolgte zwischen der 19. und 40. Fraktion. In diesem Bereich wurde jede
einzelne SF dinnschichtchromatographisch untersucht. In Abb. 5.4 ist das Dinnschicht-
chromatogramm der entscheidenden SF dargestellt. Anhand der abnehmenden Rf-Werte
und der unterschiedlichen Farbungen der nacheinander eluierten Substanzen ist eine
Trennung der zuvor in der Fraktion 1 enthaltenen Inhaltsstoffe deutlich zu erkennen.

Rf-Wert-
Skala

0,75

0,5

0,25

SF 20 25 30 35 40

Abb. 5.4 Dinnschichtchromatogramm der gesammelten Unterfraktionen mittels FCPC

Anhand der Skala kénnen die Rf-Werte abgeschatzt werden. Die Linie bei einem Rf-Wert von 0,5
dient zur Orientierung; (SF = Unterfraktion).

Nach Auswertung des Dunnschichtchromatogramms wurden die identischen
Unterfraktionen vereinigt und mittels GC/MS analysiert. Im Verlauf der Elution wurden
zundchst ar-Curcumen und B-Phellandren (SF 21 + 22 mit 93,6 % ar-Curcumen und
6,3 % B-Phellandren), dann B-Sesquiphellandren (SF 25-28) und schlieRlich a-Zingiberen
(SF 26-29) eluiert. Die Elution der Hauptinhaltsstoffe ging ineinander Uber, so dass in den
Unterfraktionen neben dem mengenmalig Uberwiegenden Sesquiterpenderivat noch
weitere Terpene vorhanden waren. Der dem (E,E)-a-Farnesen und [-Bisabolen
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entsprechende gemeinsame Peak bei einer Retentionszeit von 26,98 min konnte in den
Unterfraktionen 23-30 detektiert werden. Welche der beiden Substanzen in der jeweiligen
Fraktion Uberwiegt, konnte aufgrund der gleichen Retentionszeit im Gaschromatogramm
nicht eindeutig bestimmt werden. Die SF 24 enthalt zu 93,2 % das (E,E)-a-Farnesen/
B-Bisabolen-Gemisch in Kombination mit 4,3 % ar-Curcumen und 2,6 % sonstigen nicht
identifizierten Bestandteilen. Diese SF wurde aufgrund des hohen Gehalts des (E,E)-o-
Farnesen/B-Bisabolen-Gemisches fir die pharmakologischen Untersuchungen verwendet.
Das Gaschromatogramm dieser SF ist in Abb. 5.5 dargestellt.

Abundance
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Abb.5.5 Gaschromatogramm der SF 24 mit (E,E)-a-Farnesen/B-Bisabolen als
Hauptkomponente

Die Substanz ar-Curcumen wurde in den SF 21 und 22 mit einer Reinheit von 93,6 %
eluiert. ar-Curcumen wurde im Laufe der weiteren Isolierung aus einer anderen SF als
Reinsubstanz gewonnen, so dass die SF 21 und 22 aufgrund der geringeren Reinheit des
ar-Curcumens in den pharmakologischen Experimenten keine Verwendung fanden. Die
Sesquiterpene a-Zingiberen und B-Sesquiphellandren wurden innerhalb der gleichen SF
eluiert. Die Hauptmenge dieser beiden Sesquiterpene befindet sich in den vereinigten
SF 27 + 28, die 44,1 % a-Zingiberen und 50,2 % B-Sesquiphellandren neben 2,4 % ar-
Curcumen und 3 % (E,E)-a-Farnesen/B-Bisabolen enthalten (Gaschromatogramm siehe
Abb. 5.6).
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Abb. 5.6 Gaschromatogramm der vereinigten SF 27 und 28

Aufgrund des hohen Gehalts der Sesquiterpene a-Zingiberen und 3-Sesquiphellandren in
den SF 27 +28 und einer hohen Ausbeute von ca. 250 mg wurden diese als
Ausgangssubstanz fir die praparative HPLC gewahlt.

Zusammenfassend erwies sich die FCPC als geeignete Methode zur Auftrennung der
Sesquiterpene. Drei der funf Sesquiterpenderivate (ar-Curcumen und (E,E)-a-Farnesen/3-
Bisabolen) wurden in den Subfraktionen bis zu einem Gehalt von ca. 93 % angereichert.
Die SF 27 + 28 besteht zu einem grof3en Teil aus den Sesquiterpenkohlenwasserstoffen
a-Zingiberen und B-Sesquiphellandren und ist als Ausgangsmaterial zur Isolierung dieser
beiden Sesquiterpene gut geeignet.

HPLC

Die praparative HPLC wurde zur Isolierung der Sesquiterpene a-Zingiberen und
B-Sesquiphellandren aus den SF 27 + 28 verwendet. Zur Vorbereitung der praparativen
HPLC wurde diese Unterfraktion zunachst mittels analytischer HPLC untersucht. Diese
wurde angewendet, um bei geringem Substanzeinsatz die fur die Trennung der
Substanzen geeignete HPLC-Saule und das geeignete FlielBmittel flr die praparative
HPLC zu finden. Unter Verwendung einer RP18-Saule und Acetonitril als FlieRmittel
konnte eine Basislinientrennung der beiden Hauptbestandteile erreicht werden (Spektrum
siehe Abb. 5.7).
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Abb. 5.7 HPLC-Spektrum der SF 27 und 28

Auf der Y-Achse ist die Absorption in AU (= arbitrary units) bei 215 nm und auf der X-Achse die
Zeit in Minuten angegeben.

Die Schlussfolgerungen aus der analytischen HPLC waren auf die dann durchzuflhrende
praparative HPLC Ubertragbar. Bei einer Flieigeschwindigkeit von 7 ml/min und einem
Druck von 600-800 psi wurde der erste Hauptpeak nach 13,5 Min und der zweite nach
17 Minuten eluiert. Die Substanzen wurden getrennt aufgefangen. Die GC/MS-Analyse
der Eluenten (siehe Abb. 5.8) ergab fir den zuerst eluierten Hauptpeak reines ar-
Curcumen und fur den zweiten Hauptpeak einen 3-Sesquiphellandren-Gehalt von 83,7 %
neben 4,6% a-Zingiberen und 11,7% (E,E)-a-Farnesen/B-Bisabolen. Die
Retentionszeiten der Substanzen entsprechen exakt ihren Retentionszeiten im
Gaschromatogramm des atherischen Ingwerdls.
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Abb. 5.8 Gaschromatogramme des isolierten ar-Curcumens (links) und des
angereicherten B-Sesquiphellandrens (rechts) nach der praparativen HPLC

Es sind jeweils nur die relevanten Bereiche der Gaschromatogramme dargestellt. Nach einer
Retentionszeit von 30 min wurden keine weiteren Substanzen eluiert.

Unerwartet wurde anstelle des zuvor im Ausgangsmaterial enthaltenen a-Zingiberens mit
dem ersten Hauptpeak reines ar-Curcumen eluiert. Zur Uberprifung von Veranderungen
der Subfraktionen 27 + 28 wahrend der zweiwochigen Lagerung wurden diese erneut
gaschromatographisch analysiert. In Abb. 5.9 sind die Gaschromatogramme der gerade
gewonnenen SF 27 + 28 und der SF nach zweiwochiger Lagerung gegenlibergestellt.
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Abb. 5.9 Gaschromatogramme der SF 27 + 28 kurz nach Gewinnung (links) und nach
zweiwochiger Lagerung (rechts)
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Der im linken Chromatogramm bei einer Retentionszeit von 26,11 Minuten detektierte
Peak des a-Zingiberens ist im rechten Chromatogramm kaum noch erkennbar. Im
Chromatogramm der gelagerten SF (rechts) ist nun ein deutlicher ar-Curcumen-Peak zu
erkennen, wahrend ar-Curcumen in der gerade gewonnenen SF nur in Spuren vorhanden
ist. Diese Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass wahrend der Lagerung der SF bei
-20 °C das enthaltene a-Zingiberen fast vollstandig zu ar-Curcumen oxidiert wurde. Der
Vorteil dieser Oxidation war, dass mittels praparativer HPLC fir die pharmakologischen
Untersuchungen reines ar-Curcumen gewonnen werden konnte. Die Struktur des ar-
Curcumens wurde neben Auswertung der GC/MS-Daten durch 'H- und "C-NMR-
Spektren belegt. Die Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt.

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): & (ppm) = 1,21 (d, J = 6,6 Hz, 3 H, H-14),
1,52 (s, 3 H, H-13), 1,59 (m, 2 H, H-8), 1,67 (d, J = 1,1 Hz, 3 H, H-
12), 1,87 (m, 2 H, H-9), 2,34 (s, 3 H, H-15), 2,7 (tq, J = 6,9 Hz, 1 H,
H-7), 5,09 (brt, J = 7,1, 1 H, H-10), 7,08 (m, 4 H, H-2, H-3, H-5, H-6);
3C-NMR (CDCl;, 100 MHz): & (ppm) = 17,9 (C-13), 21,2 (C-15), 22,7
(C-14), 25,9 (C-12), 26,4 (C-9), 38,7 (C-8), 39,2 (C-7), 124,8 (C-10),
127,1 (C-3, C-5), 129,2 (C-2, C-6), 131,6 (C-11), 135,4 (C-1), 144,9
(C-4)

ar-Curcumen

Diese gefundenen Daten entsprechen den Literaturangaben!'®*.,

Da B-Sesquiphellandren mit 83,7 % Hauptbestandteil der im zweiten Hauptpeak des
HPLC-Spektrums  eluierten Substanzen ist, wurde diese Fraktion in den
pharmakologischen Experimenten verwendet, um den Effekt dieses Sesquiterpens zu
erfassen. Obwohl neben B-Sesquiphellandren in dieser Fraktion noch 16,3 % weitere
Begleitsubstanzen (v.a. (E,E)-a-Farnesen/B-Bisabolen und a-Zingiberen) enthalten sind,
ist der Gehalt ausreichend, um die pharmakologische Wirkung der Substanz zu
bestimmen. AuRerdem wurden die Begleitsubstanzen ebenfalls pharmakologisch
getestet, so dass ihr Einfluss auf die Wirkung des -Sesquiphellandrens abschatzbar ist.
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Ubersicht der chromatographischen Isolierung der Sesquiterpene

Unter Verwendung der beschriebenen Methoden wurden die Sesquiterpene ar-
Curcumen, B-Sesquiphellandren und das Gemisch aus (E,E)-a-Farnesen und p-Bisabolen
isoliert oder zumindest angereichert. Die chromatographische Isolierung dieser
Substanzen ist in Abb. 5.10 noch einmal schematisch dargestellit.

| Ingwerwurzelstock |

l Wasserdampfdestillation

| Atherisches Ol |

l Trockensaulenchromatographie

Fraktion mit angereichertem Sesquiterpengehalt

l FCPC

Elution von Subfraktionen mit hohem Gehalt einzelner Sesquiterpene

/ praparative HPLC

a-Farnesen/B-Bisabolen 93%ig

— T

B-Sesquiphellandren 84%ig ar-Curcumen 100%ig

Abb. 5.10 Ubersicht der chromatographischen Isolierung und Anreicherung der
Sesquiterpenkohlenwasserstoffe

Aufgrund der schnell eintretenden Oxidation des a-Zingiberens zu ar-Curcumen wahrend
der Lagerung einzelner Fraktionen wurde auf eine erneute Isolierung dieser Substanz
mittels chromatographischer Methoden verzichtet. Stattdessen wurde a-Zingiberen unter
Verwendung einer Derivatisierungsreaktion und Ausschluss von Sauerstoff gewonnen,
wie im folgenden Kapitel beschrieben.
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5.1.3 Isolierung von a-Zingiberen

Die Konzentration des Sesquiterpen-Derivats a-Zingiberen gilt als Indikator fir die
Frische eines Ingwerdls, da es bei Lagerung und unter Einfluss hoher Temperaturen zu
ar-Curcumen oxidiert wird. Diese Umsetzung wurde auch wahrend der zuvor
beschriebenen chromatographischen Isolierung der Sesquiterpenkohlenwasserstoffe
beobachtet und flihrte dazu, dass a-Zingiberen nicht als Reinsubstanz gewonnen werden
konnte. Es wurde daher eine schnellere Isolierungsmethode gewahlt, die es auRerdem
ermdglichte a-Zingiberen unter Ausschluss von Sauerstoff aus dem atherischen Ingwerdl
zu gewinnen. Bei der durch Millar™” beschriebenen Methode wird eine durch
Vakuumdestillation gewonnene sesquiterpenreiche Fraktion mit einem Dienophil versetzt,
das selektiv mit dem Dien a-Zingiberen ein Cycloaddukt bildet (Diels-Alder-Reaktion).
Dieses kann dann durch Anwendung der Flash-Chromatographie isoliert werden. Durch
Hydrolyse des Cycloaddukts wird dieses wieder in seine Ausgangsprodukte gespalten
(Retro-Diels-Alder-Reaktion). Mittels erneuter Flash-Chromatographie kann dann die
Reinsubstanz a-Zingiberen gewonnen werden. Die einzelnen Schritte werden im
Folgenden genau beschrieben.

Charakterisierung des verwendeten Ingwerols

Das atherische Ingwerdl aus eigener Herstellung wurde fir die pharmakologischen
Testungen bendtigt. Fur die Isolierung des a-Zingiberens wurde daher ein atherisches
Ingwerdl der Firma Caelo verwendet. Dieses wurde nach Angaben des Herstellers mittels
Wasserdampfdestillation aus Ingwerrhizomen unbekannter Anbaugebiete gewonnen. Das
Auswahlkriterium fir die Verwendung des Ols war ein a-Zingiberen-Gehalt von
mindestens 20 %. Die Zusammensetzung des &therischen Ols und im speziellen der
Anteil des a-Zingiberens wurden mittels GC/MS-Analytik untersucht. Anhand des
Gaschromatogramms (siehe Abb. 5.11) wird deutlich, dass a-Zingiberen bei einer
Retentionszeit von 26,11 Minuten eine der Hauptkomponenten des &therischen Ols ist.
Durch Integration der Peakflachen konnte ein Gehalt an a-Zingiberen von etwa 31 %
ermittelt werden. Die weiteren Komponenten und ihre Anteile im atherischen Ingwerdl sind
in Tab. 5.4 aufgefihrt.
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Abundance
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Abb. 511 Gaschromatogramm des adtherischen Ingweréls der Firma Caelo

Rt [min] LRI Inhaltsstoff Flachenprozent
7,214 933,2 a-Pinen 1,45
7,609 9479 Camphen 5,52
9,847 1029,2 Limonen 18,30
9,926 1031,9 Eucalyptol 3,12
11,945 1102,3 n.i. 5,05
19,673 1360,1 n.i. 2,26
22,048 1417,9 B-Caryophyllen 2,85
25,321 1479,8 ar-Curcumen 11,34
26,094 1494 4 a-Zingiberen 31,08
26,901 1506,8 (E,E)-a -Farnesen/B-Bisabolen 10,36
27,871 1519,7 B-Sesquiphellandren 8,69

Tab. 5.4 Zusammensetzung des dtherischen Ingweréls der Firma Caelo

Vakuumdestillation zur Trennung der Sesquiterpene von den Monoterpenen

Die Trennung der Sesquiterpene von den Monoterpenen mittels Vakuumdestillation
wurde durchgefiihrt, um eine sesquiterpenreiche Fraktion mit einem hohen a-Zingiberen-
Gehalt als Ausgangsmaterial fur die Diels-Alder-Reaktion zu erhalten. AuRerdem wurden
durch die Trennung weitere Diene innerhalb der Monoterpenfraktion, wie z.B. das in
Spuren vorkommende a-Phellandren, von der Reaktion mit dem Dienophil
ausgeschlossen. Durch die Destillation des &therischen Ols bei 23—30 mbar wurden vier
Fraktionen aufgrund ihrer unterschiedlichen Siedepunkte getrennt voneinander
aufgefangen. Der Temperaturverlauf und die Ausbeuten der einzelnen Fraktionen sind in
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Tab. 5.5 dargestellt. Neben den vier gewonnenen Fraktionen blieb ein dunkel-gelber,

hochviskoser Riickstand im Kolben, der nicht weiter untersucht wurde.

1. Fraktion 2. Fraktion 3. Fraktion 4. Fraktion
Temp. [°C] 25-115 115-135 135-143 143-148
Ausbeute [g] 1,345 0,607 0,636 1,424
Aussehen farblos farblos farblos farblos—hellgelb
Tab. 5.5 Fraktionsgewinnung durch die Vakuumdestillation

Die Ausbeuten beziehen sich auf eine Einwaage von 5 g atherischem Ingwerdl.

Die Inhaltsstoffe der einzelnen Fraktionen wurden mittels GC/MS analysiert. Anhand der

Gaschromatogramme in Abb. 5.12 wird deutlich, dass in den ersten beiden destillierten

Fraktionen vorwiegend die mit kiirzeren Retentionszeiten eluierten Monoterpene enthalten

sind.
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Abb. 512 Gaschromatogramme der durch Vakuumdestillation gewonnenen ersten beiden
Fraktionen
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Die dritte Fraktion enthalt beide Stoffgruppen zu etwa gleichen Teilen. Die zwischen
Destillationstemperaturen von 143—148 °C gewonnene vierte Fraktion besteht zu ca. 90 %
aus den bei Retentionszeiten von ca. 25,3 bis 28 Minuten eluierten Sesquiterpen-
derivaten (Gaschromatogramme siehe Abb. 5.13).

Abundance
Abundance 380000
240000 360000
340000
220000 320000
200000 300000
280000
180000 260000
160000 240000
220000
140000 200000
120000 180000
160000
100000 140000
80000 120000
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40000 60000
20000 40000 k A
20000 N N O ORI (T "
—>Time[min] 500 1000 1500 2000 2500 300  ->Time[minl ‘500 1000 1500 2000 2500 300
Fraktion 3 Fraktion 4

Abb. 513 Gaschromatogramme der dritten und vierten Fraktion der Vakkumdestillation

Die genaue Zusammensetzung der vierten Fraktion ist in Tab. 5.6 dargestellt. Der Gehalt
des a-Zingiberens betragt in dieser Fraktion ca. 45,6 %.

Rt [min] LRI Inhaltsstoff Flachenprozent
9,847 1029,2 Limonen 0,57
11,923 1101,5 n.i. 0,74
19,691 1360,6 n.i. 2,33
22,056 1418,1 B-Caryophyllen 3,72
25,335 1480,1 ar-Curcumen 17,74
25,918 1491,1 n.i. 2,11
26,120 1494,9 a-Zingiberen 45,64
26,928 1507,2 (E,E)-a-Farnesen/B-Bisabolen 15,05
27,889 1520,0 B-Sesquiphellandren 12,10

Tab. 5.6 Zusammensetzung der sesquiterpenreichen vierten Fraktion aus der Vakuum-
destillation



5 Ergebnisse 91

Neben den Sesquiterpenen sind in der vierten Fraktion in geringen Mengen noch weitere
Substanzen enthalten. Zusatzlich zu den mengenmafig dominierenden Sesquiterpen-
derivaten kommen weitere Sesquiterpene wie z.B. B-Caryophyllen, die Uber ahnliche
Siedepunkte verflgen, in der vierten Fraktion vor. AuRerdem sind Spuren an Monoterpen-
derivaten enthalten, die durch Rickstande der zuvor kondensierten dritten Fraktion im
Kuhlerbereich zu erklaren sind.

Die vierte Fraktion wurde aufgrund des hohen a-Zingiberen-Gehalts von 45,6 % und der
neben den Sesquiterpenderivaten geringen Menge an Begleitsubstanzen als
Ausgangsmaterial fir die Diels-Alder-Reaktion verwendet. Die Vakuumdestillation wurde
zur Gewinnung von genigend Ausgangssubstanz dreimal wiederholt, was zu ahnlichen
Fraktionen flihrte. Die jeweils vierten Fraktionen wurden vereinigt (Gesamtausbeute =
4,72 g) und in der Diels-Alder-Reaktion eingesetzt.

Diels-Alder-Kopplung und Isolierung des Cycloadduktes

Die chromatographische Trennung der Sesquiterpenderivate voneinander ist
problematisch, da sie eine ahnliche Polaritat aufweisen und somit nur schwer trennbar
sind. Das o-Zingiberen besitzt jedoch ein Strukturmerkmal, das allen weiteren
Sesquiterpenen des Ingwerdls fehlt. Dies ist die cis-konfigurierte Dien-Struktur, die eine
selektive Kopplung mit einem Dienophil im Sinne einer Diels-Alder-Reaktion ermdglicht.
So kann durch Kopplung mit einem polaren Dienophil die Polaritdt des a-Zingiberens
erhdht werden. Die Trennung von den ungekoppelt vorliegenden unpolaren
Sesquiterpenderivaten ist nun mittels Flash-Chromatographie durchfihrbar. Wichtig fur
die Selektivitat der Reaktion ist, dass vor Durchfihrung andere im Ausgangsmaterial
enthaltene Diene eliminiert werden. Dies ist im Fall der Isolierung des a-Zingiberens durch
Vakuumdestillation des atherischen Ingweréls unter Bildung einer sesquiterpenreichen
Fraktion mit moglichst wenigen Begleitsubstanzen geschehen.

Ungefahr 2 g der vierten Fraktion aus der Vakuumdestillation (entsprechend ca. 4,5 mmol
a-Zingiberen) wurden im Rahmen der Diels-Alder-Kopplung mit ca. 5 mmol des
Dienophils PTAD (4-Phenyl-1,2,4-triazolin-3,5-dion) zur Reaktion gebracht. Das
entstandene Cycloaddukt aus a-Zingiberen und PTAD wurde anschliellend mittels Flash-
Chromatographie von den ungekoppelt vorliegenden Sesquiterpenkohlenwasserstoffen
und weiteren unpolaren Bestandteilen getrennt. Zur Vorbereitung der Flash-
Chromatographie wurde das Gemisch zunachst dinnschichtchromatographisch
analysiert, um die geeignete FlieBmittelzusammensetzung flir die Isolierung des
Cycloaddukts zu ermitteln. Besteht zwischen den zu trennenden Komponenten im
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Dinnschichtchromatogramm ein Rf-Wert-Unterschied von mindestens 0,2, ist bei gleichen
Bedingungen in der Flash-Chromatographie von einer getrennten Elution der Inhaltsstoffe
auszugehen. Bei Verwendung von Kieselgel 60 F,54-DC-Platten und 15 % (V/V) Aceton in
n-Hexan als FlieBmittel wurde diese Bedingung erfillt. Der Rf-Wert der gekoppelten
Komponente lag bei 0,3, die Rf-Werte der nicht gekoppelten Sesquiterpene lagen mit 0,9—
0,95 nahe der FlieBmittelfront. Das Flielmittelsystem erwies sich somit als geeignet flr
die Flash-Chromatographie. Es wurden vier Flash-Chromatographien mit Einwaagen
zwischen 0,5 und 0,8g des aus der Diels-Alder-Reaktion erhaltenen Gemisches
durchgeflihrt. Das polarere Cycloaddukt verblieb langer auf der Saule als die unpolaren
Sesquiterpenderivate und wurde getrennt von diesen aufgefangen. Bei dem gekoppelten
Addukt handelt es sich um eine farblose, viskose Masse. Die Ausbeute ist in Tab. 5.7
dargestellt. Die Gesamtausbeute des Cycloadduktes aus vier Flash-Chromatographien
betragt 0,725 g.

Saulennr. Einwaage [g] Ausbeute des Beschreibung des
Ausgangssubstanz Cycloaddukts [g] gekoppelten Produkts
1 0,503 0,150 viskose, farblose Masse
2 0,645 0,180 viskose, farblose Masse
3 0,624 0,190 viskose, farblose Masse
4 0,780 0,205 viskose, farblose Masse

Tab. 5.7 Ergebnisse der Isolierung des Cycloaddukts durch die Flash-Chromatographie
(4 Ansatze)

Die Struktur des durch die Diels-Alder-Kopplung aus o-Zingiberen und PTAD
entstandenen Cycloaddukts wurde mittels "H- und ">C-NMR-Spektroskopie (iberpriift. Die
im Folgenden dargestellten Ergebnisse bestatigen die Struktur des Cycloaddukts und
stimmen mit den Literaturdaten!*"! tiberein.

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): & (ppm) = 0,86 (d, J = 6,5 Hz, 3 H, H-14),
1,1 (m, 1 H, H-7), 1,25 (m, 2 H, H-6", H-8), 1,49 (m, 1 H, H-8), 1,61 (s,
3 H, H-12), 1,69 (s, 3 H, H-13), 1,92 (d, J = 1,7 Hz, 3 H, H-15), 2,06
(m, 3 H, H-5, H-9, H-9"), 2,31 (ddd, J = 13,0/8,8/3,6 Hz,1 H, H-6), 4,69
(m, 1 H, H-6), 4,93 (dd, J = 5,7/2,6 Hz, 1 H, H-4), 5,08 (brt, J = 7,1 Hz,
1 H, H-10), 5,97 (br d, J = 5,7 Hz, 1 H, H-3); 7,31-7,5 (m, 5 H, Ph)
3C-NMR (CDCl;, 100 MHz): & (ppm) = 16,5, 17,9, 19,6, 25,1, 25,9,
28,8, 34,5 36,7, 41,6, 53,8, 55,3, 120,8, 124,3, 125,6, 128,3, 129,3,
131,8, 132,1, 156,3, 156,7

Cycloaddukt
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Retro-Diels-Alder-Reaktion und Isolierung des a-Zingiberens

Bei Durchfiihrung von Diels-Alder-Synthesen wird das Reaktionsgemisch haufig
gekdhlt um eine vorzeitige Spaltung in die Ausgangsprodukte (Retro-Diels-Alder-
Reaktion) zu unterbinden. Diese Rickreaktion tritt besonders unter Einfluss hoher
Temperaturen ein und wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Spaltung des
Cycloaddukts in seine Ausgangssubstanzen genutzt. Das dadurch erneut vorliegende
unpolare a-Zingiberen wurde mittels Flash-Chromatographie mit n-Hexan als FlieRBmittel
von PTAD und weiteren Bestandteilen, wie wéahrend der Retro-Diels-Alder-Reaktion
gebildetem Anilin, getrennt. Das isolierte Produkt ist eine farblose, leicht viskose Substanz
mit aromatischem Geruch. Die Ausbeute betragt 95 mg bei einer Einwaage von 0,39 g
Diels-Alder-Cycloaddukt in der Retro-Diels-Alder-Reaktion. Zur Strukturabklarung wurde
das isolierte Produkt mittels GC/MS analysiert (siehe Abb. 5.14).
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Abb. 5.14 Gaschromatogramm des isolierten Produktes der Retro-Diels-Alder-Reaktion

Der Peak im Gaschromatogramm wird zur gleichen Retentionszeit (26,1 Minuten) eluiert
wie der Peak des a-Zingiberens im zuvor gaschromatographisch untersuchten und zur
Isolierung eingesetzten &therischen Ol. Durch Integration der Peakflachen wurde eine
Reinheit von mindestens 99 % berechnet. Der Vergleich des Massenspektrums mit
Literaturdaten!"® bestatigte die Struktur des a-Zingiberens. Diese wurde neben der
GC/MS-Analytik durch 'H- und "*C-NMR-Spektren iberpriift. Die NMR-Spektroskopie-
Daten sind im Folgenden aufgefuhrt:
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'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & (ppm) = 0,87 (d, J = 6,8 Hz, 3 H, H-14),
1,17 (m,1 H, H-7), 1,40 (m, 2 H, H-8), 1,56 (s, 3 H, H-12), 1,68 (s, 3 H,
H-13), 1,71 (d, J = 1,9 Hz, 3 H, H-15), 2,01 (m, 4 H, H-5 und H-9), 2,26
(m, 1 H, H-4), 5,10 (br t, J = 7,1 Hz, 1 H, H-10), 5,45 (s, 1 H, H-6), 5,63
(dd, J = 9,7/3 Hz, 1 H, H-2), 5,77 (dt, J = 10,4/1,7 Hz, 1 H, H-3)
®C-NMR (CDCl;, 100 MHz): & (ppm) = 16,8 (C-12), 17,9 (C-13), 21,3
(C-14), 24,6 (C-15), 25,9 (C-9), 26,1 (C-8), 34,4 (C-5), 36,2 (C-7), 38,2
(C-4), 120,6 (C-10), 125,0 (C-6), 128,1 (C-2), 129,2 (C-3), 131,3 (C-
11), 131,4 (C-1)

a-Zingiberen

Diese Daten stimmen mit den Angaben in der Literatur'® {iberein.
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Ubersicht der a-Zingiberen-Isolierung

Zur Ubersicht sind die einzelnen Schritte der Isolierung des a-Zingiberens in Abb.

5.15 in einem FlieRdiagramm aufgefihrt.

Atherisches Ol

l Vakuumdestillation

Sesquiterpen-reiche Fraktion (45% a-Zingiberen)

Diels-Alder-Reaktion:
Zugabe von PTAD (Dienophil) >
Reaktion von a-Zingiberen (Dien) und PTAD

Polares Diels-Alder-Cycloaddukt
im Gemisch mit anderen unpolaren Sesquiterpenen

l Flash-Chromatographie

| Isoliertes Cycloaddukt |

Retro-Diels-Alder-
Reaktion

| a-Zingiberen + Begleitsubstanzen und Anilin |

l Flash-Chromatographie

Identifizierung

a-Zingiberen mittels GC/MS und NMR

Abb. 5.15 Isolierung des a-Zingiberens

Durch die durch Millar'®” entwickelte Isolierungsmethode wurde das a-Zingiberen auf
schonende und schnelle Weise gewonnen. Die Oxidationsreaktion zu ar-Curcumen wurde
unterbunden, da alle Reaktionsschritte, bei denen a-Zingiberen frei vorlag, unter

Stickstoffatmosphare durchgefihrt wurden. Auch vor Lagerung des

isolierten

a-Zingiberens wurde der Sauerstoff durch Einleiten von Stickstoff in das Gefall entfernt,
um die Abbaureaktion zu verhindern. Die pharmakologischen Untersuchungen wurden
zeitnah zur Isolierung des a-Zingiberens durchgefiihrt und die Qualitdt wurde am

Versuchstag mittels GC/MS Uberprift.
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5.2 Pharmakologische Untersuchung einiger Inhaltsstoffe des
Ingwers und der Pfefferminze

5.2.1 ["*C]Guanidinium-Influx-Assay

Als pharmakologisches in vitro-Modell zur Untersuchung des 5-HT;-Rezeptor-
antagonistischen Effekts der Testsubstanzen diente der 1993 durch Bonisch et al.l"®
charakterisierte ['*C]Guanidinium-Influx-Assay an der Mausneuroblastoma-Zelllinie N1E-
115, der auf ersten Versuchen der Gruppe von Reiser beruht!'®. Durch Zugabe von
Serotonin kommt es zur Offnung des 5-HT;-Rezeptor-lonenkanals und zum Einstrom von
Kationen in die Zelle. Als Marker des Kationeneinstroms in die Zelle kdnnen
['“C]Guanidinium-lonen eingesetzt werden. Uber die Menge des aufgenommenen
['“C]Guanidiniums werden agonistische und antagonistische Wirkungen von
Testsubstanzen am 5-HT3;-Rezeptor erfasst. Die Angabe der Ergebnisse erfolgt
prozentual: Als Bezugswert (100 %-Wert) dient der durch Serotonin induzierte
['*C]Guanidinium-Influx ohne Zusatz von Testsubstanzen. Da ["C]Guanidinium auch
durch Serotonin-unabhangige Kationenkanale in die Zelle gelangen kann, wurde
zusatzlich ein Blindwert (["*C]Guanidinium-Influx ohne Zugabe von Serotonin) bestimmt

und von allen anderen Werten abgezogen.

Mit Hilfe des ["*C]Guanidinium-Assays wurden unterschiedliche Substanzen auf ihre
antagonistische Wirkung am 5-HT;-Rezeptor untersucht. Zu diesen gehdrte das
atherische Ingwerdl und dessen Hauptbestandteile sowie ein dliger Ingwer-Spezialextrakt
der Firma Finzelberg mit einem erhdhten Scharfstoffanteil von 25 %. Des Weiteren
wurden das bei Reizdarmsyndrom wirksame Pfefferminzél und sein Hauptbestandteil
(-)-Menthol auf einen 5-HT3;-Rezeptor-antagonistischen Effekt getestet, um zu Uberprifen,
ob dieser Mechanismus an der Wirkung des &therischen Ols beteiligt ist.

5.2.1.1 Effekte des atherischen Ingwerols und der Hauptinhaltsstoffe auf den
['“C]Guanidinim-Influx

Fir einige Ingwerinhaltsstoffe konnte in vorherigen Arbeiten im Arbeitskreis Verspohl
anhand dieses pharmakologischen Modells bereits eine 5-HT;-Rezeptorkanal-
antagonistische Wirkung nachgewiesen werden. Die durch Abdel-Aziz®” isolierten und
getesteten Scharfstoffe ([4]-, [6]-, [8]- und [10]-Gingerol, [6]- und [8]-Shogaol, [6]-
Gingerdiol, Diacetyl-[6]-gingerdiol und [6]-Gingeron) hemmten den durch Serotonin
induzierten [*C]Guanidinium-Influx in Konzentrationen zwischen 10 und 100 uM nahezu
vollstandig. Riyazi'" konnte auch fiir das &therische Ingwerdl, Fraktionen des
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atherischen Ols und die Terpene a-Phellandren, a-Copaen, B-Phellandren und Terpinolen
in Konzentrationen Uber 100 uM eine Inhibierung des Kationeninfluxes feststellen. Die
antagonistischen Effekte der Scharfstoffe und lipophiler Extrakte des Ingwerwurzelstocks
am 5-HT;-Rezeptorkanal sind allerdings den Effekten des &therischen Ols und den bisher
getesteten Bestandteilen des atherischen Ingwerdls gemessen an den benétigten
Konzentrationen Uberlegen. In lipophilen Gesamtextrakten kdnnte das atherische Ol aber
durchaus die antagonistische Wirkung der Scharfstoffe am 5-HT;-Rezeptorkanal
unterstitzen. Eine einzelne wirksamkeitsbestimmende Verbindung konnte bisher fiir das
atherische Ol nicht gefunden werden.

Daher wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit die als Hauptbestandteile des
atherischen Ingwerdls bekannten monozyklischen Sesquiterpenkohlenwasserstoffe ar-
Curcumen, [B-Sesquiphellandren, a-Zingiberen, [(-Bisabolen und das azyklische
a-Farnesen isoliert bzw. aufgereinigt und auf ihren Effekt am 5-HT;-Rezeptor untersucht.
In Abb. 5.16 sind die Wirkungen dieser Substanzen auf den ['“C]Guanidinium-Influx

dargestellt.
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Abb. 5.16 Effekt der Sesquiterpene auf den Serotonin-induzierten ['*C]Guanidinium-Influx
in N1E-115 Zellen

Gemessen wurde der durch 100 uM Serotonin induzierte Influx des [14C]Guanidinium-Kations
(5 uM fir 2,5 min). Vor Zugabe des Serotonins wurden die Zellen 20 Minuten mit den zu testenden
Substanzen inkubiert. 100 uM Tropisetron diente als Positivkontrolle; n = 3-5 + SEM.
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Die Sesquiterpene ar-Curcumen, B-Sesquiphellandren und B-Bisabolen/(E,E)-a-Farnesen
hemmen konzentrationsabhangig den durch Serotonin induzierten ["*C]Guanidinium-
Influx. a-Zingiberen besitzt in Konzentrationen zwischen 10 und 100 uM eine 5-HT;-
Rezeptor-agonistische Wirkung. Eine antagonistische Wirkung am 5-HT;-Rezeptorkanal
tritt erst in sehr hohen Konzentrationen Gber 100 uM ein. Fir die getesteten Substanzen
lasst sich folgende Reihenfolge der Wirkstarke feststellen: ar-Curcumen > [(3-Sesqui-
phellandren = B-Bisabolen/(E,E)-a-Farnesen > a-Zingiberen. Die 5-HT;-Rezeptorkanal-
antagonistische Wirkung der Sesquiterpene -Bisabolen und (E,E)-a-Farnesen kann nicht
abschlieRend beurteilt werden, da es sich hier um ein Gemisch der beiden Substanzen
handelt. Da der Effekt dieser Mischung aber nicht herausragend starker ist als der der
anderen Sesquiterpene, wurde auf eine vollstandige Isolierung der beiden Substanzen
verzichtet. Auch B-Sesquiphellandren ist nur bis zu einem Gehalt von 83,7 % angereichert
(neben 4,6 % a-Zingiberen und 11,7 % (E,E)-a-Farnesen/B-Bisabolen). Da ein starker
antagonistischer Effekt am 5-HT;-Rezeptorkanal auch bei einer nicht vollstandig reinen
Substanz deutlich werden misste, wurde auch hier, aufgrund der im Vergleich zu ar-
Curcumen schwacheren Wirkung, auf eine Isolierung verzichtet.

Die Wirkung des zur chromatographischen Isolierung und Anreicherung der
Sesquiterpene verwendeten atherischen Ingwerdls ist in Abb. 5.17 dargestellt. 0,04 pl/ml
atherisches Ol erniedrigen den ["C]Guanidinium-Influx auf 44,2 +6,8 % und 0,4 pl/ml
hemmen den Influx vollstandig. Zur Beurteilung des Anteils der Sesquiterpenfraktion an
der 5-HTj;-Rezeptorkanal-antagonistischen Wirkung des &therischen Ols wurden die
Substanzen in Konzentrationen aquivalent zu ihrer Konzentration im Ingwerdl getestet
(siehe Abb. 5.17). Je naher die Dosis-Wirkungs-Kurve einer Reinsubstanz der Kurve des
atherischen Ols liegt, desto groRer ist der Anteil dieser Substanz an der Gesamtwirkung
des Ingwerdls. Bei einer Konzentration von 0,04 pl/ml &therischem Ol zeigt nur ar-
Curcumen eine Hemmung des ['*C]Guanidinium-Influxes um 18,3 £ 5,1 %. Damit beruhen
theoretisch 32,8 % der Wirkung des atherischen Ols bei dieser Konzentration auf dem ar-
Curcumen-Anteil. Bei einer Atherisch-Ol-Konzentration von 0,4 pl/ml hemmen alle
Sesquiterpene einzeln in Konzentrationen entsprechend ihrem Anteil im atherischen Ol
den ["C]Guanidinium-Influx. Am deutlichsten ist auch hier die Hemmung des Kationen-
influxes durch ar-Curcumen um 68,3 £ 4,4 %. B-Bisabolen/(E,E)-a-Farnesen hemmen den
Influx um 35,1+ 9,8 %, a-Zingiberen um 26,4 £ 3,9 % und B-Sesquiphellandren um
16,5 £ 5,7 %. Zusatzlich zur Testung der isolierten Sesquiterpene wurde eine Mischung
(Mix 1-3) aus allen Sesquiterpenen entsprechend inrem Gesamtanteil im &therischen Ol
(insgesamt 79,5 %) getestet, um den Effekt der gesamten Sesquiterpenfraktion und
Wechselwirkungen innerhalb dieser Fraktion zu erfassen.
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Abb. 5.17 Anteil der Sesquiterpenkohlenwasserstoffe am Effekt des atherischen Ingweréls
auf den Serotonin-induzierten [*C]Guanidinium-Influx

Gemessen wurde der durch 100 uM Serotonin induzierte Influx des ['*C]Guanidinium-Kations
(5 UM fur 2,5 min). Vor Zugabe des Serotonins wurden die Zellen 20 Minuten mit den zu testenden
Substanzen inkubiert. Die Sesquiterpene wurden in einer Volumenkonzentration getestet, die
annahernd ihrem Anteil im atherischen Ingwerdl entspricht. Die Mix-Konzentrationen bestehen aus
allen Sesquiterpenen in Konzentrationen &quivalent zum atherischen Ol (Gesamteffekt der
Sesquiterpene); n = 3-5 + SEM.

Anhand Abb. 5.17 wird deutlich, dass der Mix der Sesquiterpene &aquivalent zum
biologischen Mischungsverhaltnis keine additiven Synergismen aufweist. Rechnerisch ist
die gesamte Sesquiterpenfraktion, bezogen auf 0,04 pl/ml &therisches Ol (in Abb. 5.17
dargestellt als Mix 2), nur zu 9,2 % und bezogen auf 0,4 pl/ml &therisches Ol (= Mix 3) nur
zu 46,2 % an der Wirkung des atherischen Ols beteiligt. In der Wirkung des Mix 3 zeigt
sich sogar, dass sich durch Mischung der Sesquiterpene die Einzeleffekte gegenseitig
abschwachen. Besonders der zuvor deutliche Effekt des ar-Curcumens wird mit
steigendem Anteil der anderen Sesquiterpenderivate vermindert.
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Ingwerdle mit citrusbetontem Aroma (z.B. Ole australischer Herkunft) weisen einen hohen
Gehalt des Monoterpens Citral auf. Ein hoher Citral-Gehalt ist meist verbunden mit einem
geringen Gehalt an Sesquiterpenkohlenwasserstoffen, weil sie dem gleichen
Biogeneseweg entstammen. Da im Rahmen dieser Arbeit vor allem die Wirkung der
Hauptbestandteile atherischer Ingwerdle am 5-HT;-Rezeptor untersucht werden sollte,
wurde auch Citral in die pharmakologischen Untersuchungen mit einbezogen. Das
Monoterpen Eucalyptol (1,8-Cineol) ist ebenfalls ein Bestandteil vieler Ingwerdle und
wurde im [*C]Guanidinium-Assay getestet. Beide Substanzen wurden unter Zusatz von
Ethanol als Losungsvermittler eingesetzt. 1 % Ethanol allein (entsprechend der im
Versuch maximal angewendeten Ethanolkonzentration) hatte keinen Effekt auf den
["*C]Guanidinium-Influx. Eucalyptol inhibiert selbst in hohen Konzentrationen von 1 mM
den Kationeninflux statistisch nicht signifikant und kann als Wirksubstanz im atherischen
Ingwerdl in Hinsicht auf den antagonistischen Effekt am 5-HT3;-Rezeptorkanal
ausgeschlossen werden. Citral hemmt den Serotonin-induzierten [**C]Guanidinium-Influx
konzentrationsabhangig. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.18 graphisch dargestellit.
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Abb. 5.18 Effekt von Citral und Eucalyptol auf den Serotonin-induzierten [14C]Guanidinium-
Influx in N1E-115 Zellen

Gemessen wurde der durch 100 uM Serotonin induzierte Influx des [14C]Guanidinium-Kations
(5 UM fur 2,5 min). Vor Zugabe des Serotonins wurden die Zellen 20 Minuten mit den zu testenden
Substanzen inkubiert. 100 uM Tropisetron diente als Positivkontrolle; n = 3-8 + SEM.
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Wahrend alle bisher getesteten Komponenten des atherischen Ingwerdls erst in
Konzentrationen von mehr als 100 uM einen hemmenden Effekt auf den Kationeninflux
zeigen, vermindert bereits 10 uM Citral den ["*C]Guanidinium-Influx auf 80,9 6,6 %.
250 uM Citral hemmt den Kationeninflux vollstandig. Citral ist ein Gemisch der
Stereoisomere Neral und Geranial. Citral wurde gaschromatographisch untersucht: die
Quantifizierung mittels Integration der Flachen ergab 46,98 % Neral (Retentionszeit:
15,93 min) und 53,02 % Geranial (Retentionszeit: 16,75 min). Der Neral/Geranial-Quotient
in atherischen Ingwerdlen lag in einer Studie relativ konstant bei 2/31°.,

In dem eigens destillierten und im ["“C]Guanidinium-Influx-Assay eingesetzten Ingwerdl
vietnamesischer Herkunft waren im Gaschromatogramm im Bereich der oben genannten
Retentionszeiten keine Peaks enthalten. Dieses &therische Ol weist somit maximal
Spuren der Stereocisomere Neral und Geranial auf. Zur Bewertung der Bedeutung eines
bestimmten Citralanteils im atherischen Ingwerdl in Bezug auf den 5-HT3-Rezeptorkanal-
antagonistischen Effekt des Ols wurde dieses mit 5 und 20 % (V/V) Citral versetzt. Ein
Zusatz von 5 % Citral zum &therischen Ol verandert den Effekt des Ingwerdls auf den
Kationeninflux nicht signifikant. Die auch ohne Citralzusatz bestehende Wirkung des
atherischen Ingwerdls in Konzentrationen zwischen 0,04-0,4 pl/ml wird durch 20 % Citral
tendenziell, aber nicht statistisch signifikant verstarkt. In besonderem Male macht sich
ein Citral-Gehalt von 20 % in niedrigen Testkonzentrationen von 0,004 pl/ml atherischem
Ol bemerkbar. Wahrend das citralfreie/-arme Ingwerdl in dieser Konzentration keine
Hemmung des Serotonin-induzierten ["“C]Guanidinium-Influxes bewirkt, vermindert das
atherische Ol mit 20 % Citralzusatz in einer Konzentration von 0,004 pl/ml den Influx auf
73,6 £ 4,6 % statistisch signifikant (p = 0,0273 verglichen mit dem Effekt des citralfreien/-
armen Ingwerdls). In Abb. 5.19 ist die Auswirkung eines erhohten Citralanteils im
atherischen Ingwerdl auf den ["*C]Guanidinium-Influx graphisch dargestellt.
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Abb. 5.19 Beeinflussung des Serotonin-induzierten [14C]Guanidinium-lnfluxes in N1E-115
Zellen durch atherisches Ol ohne Citral und versetzt mit 5 % und 20 % Citral

Gemessen wurde der durch 100 uM Serotonin induzierte Influx des ['*C]Guanidinium-Kations
(5 uM fir 2,5 min). Vor Zugabe des Serotonins wurden die Zellen 20 Minuten mit den zu testenden
Substanzen inkubiert. 100 uM Tropisetron diente als Positivkontrolle; n = 4-5 + SEM; *: p < 0,05.

5.2.1.2 Effekt eines Ingwer-Spezialextraktes auf den ['*C]Guanidinium-Influx

Neben den Bestandteilen des atherischen Ingwerdls wurde ein speziell angefertigter
oliger Ingwerextrakt der Firma Finzelberg mit mehr als 25 % Scharfstoffen (=
Spezialextrakt) bezlglich seiner Wirkung auf den durch Serotonin induzierten
['“C]Guanidinium-Influx getestet. Da die Scharfstoffe beziiglich der antagonistischen
Wirkung am 5-HT;-Rezeptorkanal die Hauptwirksubstanzen des Ingwerrhizoms
darstellen, sollte ein mit Scharfstoffen angereicherter Ingwerextrakt starker wirksam sein
als zuvor im Arbeitskreis Verspohl getestete natlrliche Ingwerextrakte. Der Spezialextrakt
hemmt den Serotonin-induzierten ["“C]Guanidinium-Influx konzentrationsabhangig. Bei
einer Extraktkonzentration von 0,04 mg/ml wird der [“C]Guanidinium-Influx um
81,6 £ 6,8 % vermindert. 0,4 mg/ml Extrakt hemmen den Kationeninflux vollstandig. Die
Ergebnisse sind in Abb. 5.20 dargestellt.
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Abb. 5.20 Beeinflussung des Serotonin-induzierten [14C]Guanidinium-lnfluxes in N1E-115
Zellen durch einen Ingwer-Spezialextrakt der Firma Finzelberg

Gemessen wurde der durch 100 uM Serotonin induzierte Influx des ['*C]Guanidinium-Kations
(5 uM fur 2,5 min). Vor Zugabe des Serotonins wurden die Zellen 20 Minuten mit den zu testenden
Substanzen vorinkubiert. 100 uM Tropisetron diente als Positivkontrolle; n = 4—-6 + SEM.

Der Effekt des Spezialextraktes wurde mit dem Effekt eines durch Riyazi!®® im
['*C]Guanidinium-Assay untersuchten ethanolischen Ingwer-Spissumextraktes verglichen.
Dieser inhibierte den Kationeninflux bereits in einer Konzentration von 1 ug/ml um ca.
55 %, wahrend der Spezialextrakt in der vierfach héheren Konzentration von 4 pug/ml nur
eine leichte Hemmung des Kationeninfluxes um ca. 16 % bewirkt. 0,1 mg/ml Ingwer-
Spissumextrakt hemmten den Serotonin-induzierten ['*C]Guanidinium-Influx vollstandig.
Diese Konzentration wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht getestet. Dem Kurvenverlauf in
Abb. 5.20 kann jedoch entnommen werden, dass auch der Ingwer-Spezialextrakt in einer
Konzentration von 0,1 mg/ml den Kationeninflux um ca. 90 % inhibiert. Trotz des hohen
Gehalts an Scharfstoffen ist der Spezialextrakt am 5-HT;-Rezeptorkanal nicht starker
antagonistisch wirksam als der Ingwer-Spissumextrakt. In Testkonzentrationen im
Mikrogrammbereich ist die Wirkung des Ingwer-Spezialextraktes sogar schwécher,
wahrend die Extrakte den Kationeninflux im Konzentrationsbereich von 0,1 mg/ml etwa

gleich stark hemmen.
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5.2.1.3 Effekt von Pfefferminzdl und (-)-Menthol auf den [**C]Guanidinium-
Influx

Pfefferminzdl, verabreicht als magensaftresistente Formulierung, ist ein anerkanntes
Therapeutikum zur Behandlung des Reizdarmsyndroms (RDS). Die Wirksamkeit wird zum
Teil der Ca**-Kanal-modulierenden Wirkung des Ols und vor allem des Hauptbestandteils
(-)-Menthol zugeschrieben. Das im Darmbereich in groRen Mengen vorkommende
Serotonin ist vermutlich unter anderem durch Wirkung an 5-HT3;-Rezeptoren an der
Pathogenese des RDS beteiligt. Zur Uberpriifung, ob neben der Modulation von Ca?*-
Kanalen ein antagonistischer Effekt am 5-HT3;-Rezeptor die Wirksamkeit des
Pfefferminzols beim RDS bedingen konnte, wurden Pfefferminzél und (-)-Menthol im
["“C]Guanidinium-Influx-Assay an N1E-115 Zellen getestet. Sowohl das &therische Ol als
auch die Hauptkomponente (-)-Menthol hemmen den ["“C]Guanidinium-Influx
konzentrationsabhangig. In Abb. 5.21 sind die Konzentrationen des (-)-Menthols (untere
X-Achse) aquivalent zu seinem Anteil im atherischen Pfefferminzdl aufgetragen. Je naher
die Dosis-Wirkungs-Kurve des (-)-Menthols der Kurve des Pfefferminzéls liegen wiirde,
desto groRer ware der Anteil des (-)-Menthols an der Wirkung des &therischen Ols.
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Abb. 5.21 Effekt von Pfefferminzél und (-)-Menthol auf den Serotonin-induzierten
["“C]Guanidinium-Influx in N1E-115 Zellen

Gemessen wurde der durch 100 uM Serotonin induzierte Influx des ['*C]Guanidinium-Kations
(5 uM fir 2,5 min). Vor Zugabe des Serotonins wurden die Zellen 20 Minuten mit den zu testenden
Substanzen inkubiert. 100 uM Tropisetron diente als Positivkontrolle; n = 4-7 + SEM.
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Der Effekt des Pfefferminzéls in Konzentrationen tber 0,1 pl/ml wird zu ca. 40-57 %
durch (-)-Menthol bedingt. Die Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve
des (-)-Menthols zeigt, dass neben diesem weitere Inhaltsstoffe an der hemmenden
Wirkung des &therischen Pfefferminzéls auf den ['*C]Guanidinium-Influx beteiligt sind.
Besonders in niedrigen Konzentrationen von 0,032 pl/ml &therischem Ol vermag dieses
den Kationeninflux bereits um 19,8 % £ 6,5 % zu vermindern, wahrend (-)-Menthol in
diesem Konzentrationsbereich noch keine 5-HT;-Rezeptor-antagonistischen Wirkungen
zeigt.

5.2.1.4 Priifung auf Unspezifitat (Versuche mit Veratridin)

Neben einem spezifischen Antagonismus am 5-HT3;-Rezeptor kénnen auch
unspezifische Mechanismen zu einer Verminderung des Kationeninfluxes flihren. Zum
einen kénnen unspezifische hydrophobe Interaktionen mit der Zellmembran oder mit
hydrophoben Bereichen des Rezeptorproteins Auswirkungen auf den ["*C]Guanidinium-
Influx ausliben. Zum anderen ist eine Hemmung des Kationeninfluxes auch durch
unspezifische Blockade von lonenkanélen allgemein moglich. Diese unspezifische lonen-
kanalblockade konnte zum Beispiel fiir Anasthetika!’®” und Steroide!'®® nachgewiesen
werden. Die neuronalen N1E-115 Zellen exprimieren neben 5-HT;-Rezeptoren auch
schnelle, spannungsabhangige Natriumkanale, die durch Veratridin aktiviert werden und
ebenso zu einem Influx von Kationen und auch des ["C]Guanidiniums fiihren. Diese
Zelllinie kann daher zur Untersuchung eines unspezifischen lonenkanaleffekts der in den
Kapiteln 5.2.1.1 und 5.2.1.3 getesteten Substanzen verwendet werden, indem die
hemmenden Effekte dieser Stoffe an 5-HT;-Rezeptoren mit denen an spannungs-
abhangigen Natriumkanalen verglichen werden. Die antagonistischen Effekte der
Testsubstanzen auf den Serotonin-induzierten ["C]Guanidinium-Influx wurden den
Effekten auf den Veratridin-induzierten Influx gegenulbergestellt (siehe Tab. 5.8). Von den
Bestandteilen des atherischen Ingwerdls wurden die Effekte von Citral und ar-Curcumen
getestet, da sie den durch Serotonin induzierten ['*C]Guanidinium-Influx am stérksten
inhibieren. Der Effekt des Ingwerdls auf den Veratridin-induzierten ['*C]Guanidinium-Influx
wurde bereits durch Riyazi'®® getestet. Das &therische Ol zeigte dort keine Veratridin-
antagonistischen Wirkungen. Wie in Tab. 5.8 dargestellt, inhibieren auch die im Ingwerél
enthaltenen  Substanzen ar-Curcumen und Citral den Veratridin-induzierten
['*C]Guanidinium-Influx nicht.

Das atherische Pfefferminzdl hingegen hemmt in einer Konzentration von 0,32 pl/ml den
durch Veratridin induzierten Influx gleich stark wie den Serotonin-induzierten Kationen-
influx. Dessen Hauptbestandteil (-)-Menthol zeigt in einer Konzentration von 1 mM jedoch
keine Hemmung des Veratridin-Effekts. In der Konzentration von 0,32 pl/ml Pfefferminzdl



106 5 Ergebnisse

sind ca. 750 uyM (-)-Menthol enthalten. (-)-Menthol ist also nicht an der unspezifischen
lonenkanalblockade des Pfefferminzdls beteiligt.

Parameter | Blank | Veratridin Citral ar-Curcu- | Pfefferminzél | Menthol Tropi-
(300 uM)/ | (250 uM) men (0,32 pl/ml) (1 mM) setron
Serotonin (x uM) (100 uM)
(100 pM)
Veratridin- 0 100 114,6 + 130,1 20,60 + 11,6 + 94,46
induzierter 16,48 27,25 7,59 13,76 23,71
Influx [%] (n=5) (n=3) (n=5) (n=6) (n=7)
x =320
Serotonin- 0 100 3,44 + 31,75 ¢ 21,23+ 35,74 0,83+
induzierter 8,50 4,43 7,78 4,24 2,49
Influx [%] (n=3) (n=4) (n=5) (n=4) (n=15)
x =430

Tab. 5.8 Inhibitorischer Effekt der Testsubstanzen auf den Veratridin- und Serotonin-
induzierten [**C]Guanidinium-Influx in N1E-115 Zellen

5.2.2 Bindungsstudien

Die Bindungsstelle der Ingwerinhaltsstoffe am 5-HT;-Rezeptorkanalkomplex wurde
bisher nicht identifiziert. Die Scharfstoffe konnten den selektiven 5-HT;-Rezeptor-
Antagonisten [’H]JGR65630 nicht von seiner Bindungsstelle am 5-HTs;-Rezeptor
verdrangen!’’. Sie vermitteln ihre Wirkung somit {iber eine andere Bindungsstelle als
Serotonin und die Setrone, die den Radioliganden kompetitiv verdrangen. Im Folgenden
wurde in einer Kompetitionsstudie untersucht, ob die im ['“C]Guanidinium-Assay
inhibierend wirkenden Inhaltsstoffe des atherischen Ingwerdls und des Pfefferminzdls mit
der Bindungsstelle von [*H]JGR65630 interagieren. Die unspezifische Bindung wurde
durch Zugabe von 10 mM Serotonin bestimmt und von der Gesamtbindung des
Radioliganden subtrahiert (= spezifische Bindung). Alle ermittelten Werte wurden
prozentual auf die spezifische Bindung von [?H]GR65630 als 100 %-Wert bezogen.

5.2.2.1 Effekt des Ingwerdls und seiner Hauptbestandteile auf die
spezifische Bindung von [’HJGR65630

Zur Untersuchung der Bindungsstelle wurden das é&therische Ingwerdl und die
Inhaltsstoffe ar-Curcumen und Citral, die zuvor im [*C]Guanidinium-Influx-Assay die
starkste Hemmung auf den Kationeninflux ausubten, getestet.
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Weder unterschiedliche Konzentrationen des atherischen Ols noch der Substanzen Citral
und ar-Curcumen verdrangen den Radioliganden [°H]GR65630 von seiner Bindungsstelle.
Im Vergleich dazu vermindert Tropisetron die spezifische Bindung des Radioliganden
konzentrationsabhangig. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.22 graphisch gezeigt.
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Abb. 5.22 Verdriangung von [3H]GR65630 von 5-HT;-Rezeptoren an N1E-115 Zellen durch
atherisches Ingwerdl, ar-Curcumen, Citral und Tropisetron

Die Zellen wurden 30 min bei Raumtemperatur mit 0,4 nM [3H]GR6563O und unterschiedlichen
Konzentrationen der Testsubstanzen inkubiert. Nach Waschen und Zelllyse wurde die spezifische
Bindung des Radioliganden bestimmt; n = 4-5 + SEM.

In vorherigen Arbeiten im Arbeitskreis Verspohl konnte Riyazil'>® einen antagonistischen
Effekt am 5-HTj3;-Rezeptorkanal fir Terpinolen, a-Copaen, B-Pinen und a-Phellandren,
weitere Komponenten des &therischen Ingweréls, belegen. Zur Uberpriifung, ob eine der
Substanzen mit der Bindungsstelle von [°HJGR65630 interagiert, wurden auch diese
Inhaltsstoffe des Ingwerdls in die Bindungsstudie mit einbezogen. Die Ergebnisse, in Abb.
5.23 graphisch dargestellt, belegen jedoch, dass diese Substanzen den Radioliganden
ebenso wenig von seiner Bindungsstelle verdrangen wie die bisher getesteten
Ingwerinhaltsstoffe.
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Abb. 5.23 Verdriangung von [3H]GR65630 von 5-HT;-Rezeptoren an N1E-115 Zellen durch
Bestandteile des Ingwerols

Die Zellen wurden 30 min bei Raumtemperatur mit 0,4 nM [3H]GR65630 und unterschiedlichen
Konzentrationen der Testsubstanzen inkubiert. Nach Waschen und Zelllyse wurde die spezifische
Bindung des Radioliganden bestimmt. Als Positivkontrolle diente 100 uM Tropisetron; n =4 + SEM.

5.2.2.2 Effekt des Pfefferminzols und des (-)-Menthols auf die spezifische
Bindung von [P'HJGR65630

Trotz eines offenbar unspezifischen lonenkanaleffekts des Pfefferminzols wurde in
den folgenden Untersuchungen Uberprift, ob dieses Naturstoffgemisch und der
Hauptbestandteil (-)-Menthol mit der Bindungsstelle des selektiven 5-HT;-Rezeptor-
Liganden [*H]GR65630 interagieren. Wie in Abb. 5.24 graphisch dargestellt, hemmt
(-)-Menthol die spezifische Bindung des Radioliganden nicht. Pfefferminzdl verringert
statistisch signifikant in hohen Konzentrationen von 1 ul/ml die spezifische Bindung von
[*HIGR65630 auf 85,4 + 4,8 % (p = 0,0322). Diese Wirkung kann durch die Interaktion von
einer im Pfefferminzdl enthaltenen Substanz mit dem Radioliganden bedingt sein. Des
Weiteren kénnte die Bindung von [°HJGR65630 auch durch die hohe Konzentration des
atherischen Pfefferminzols und damit verbundene lipophile Effekte vermindert sein.
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Abb. 5.24 Verdrangung von [’HIGR65630 von 5-HT;-Rezeptoren an N1E-115 Zellen durch
Pfefferminzol und seinen Hauptbestandteil (-)-Menthol

Die Zellen wurden 30 min bei Raumtemperatur mit 0,4 nM [3H]GR65630 und unterschiedlichen
Konzentrationen der Testsubstanzen inkubiert. Nach Waschen und Zelllyse wurde die spezifische
Bindung des Radioliganden bestimmt. Als Positivkontrolle diente 100 uM Tropisetron; n = 4-5 +
SEM.

5.2.3 Versuche am lleum der Ratte

Zusatzlich zu den in vitro-Untersuchungen an N1E-115 Zellen wurden die anti-
serotonergen Effekte des Pfefferminzdls und des (-)-Menthols sowie des Ingwer-Spezial-
extraktes am isolierten Rattenileum getestet. Sowohl die Beeinflussung der Serotonin-
induzierten Spontankontraktion durch unterschiedliche Testsubstanzkonzentrationen als
auch der nach einer definierten Vorinkubationszeit von 6 bzw. 4 Minuten eingetretene
Eigeneffekt der Testsubstanzen wurden erfasst. Alle Effekte wurden auf die vor jedem
Versuch durch Zugabe von Serotonin ausgeldste Kontraktion als 100 %-Wert bezogen.

5.2.3.1 Antiserotonerge Wirkung von Pfefferminzol und (-)-Menthol am lleum
der Ratte

Sowohl das atherische Pfefferminzél als auch sein Hauptbestandteil (-)-Menthol
hemmen konzentrationsabhangig die durch Serotonin induzierte Spontankontraktion des
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lleums. Beide Substanzen vermindern konzentrationsabhangig wahrend der
Vorinkubation den Basistonus des isolierten Organs. In Abb. 5.25 sind die anti-
serotonergen und direkt relaxierenden Wirkungen von Pfefferminzél und (-)-Menthol
dargestellt, wobei (-)-Menthol in dieser Abbildung aquivalent zur Konzentration im
Pfefferminzol aufgetragen ist. Als Lésungsmittel wurde in den Versuchen Ethanol
eingesetzt. Die im Versuch maximal eingesetzte Ethanolkonzentration von 0,16 %
(entsprechend der Konzentration bei 0,32 ul/ml Pfefferminzél) zeigt keinen Eigeneffekt am

Rattenileum.
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Abb. 5.25 Effekt von Pfefferminzol und (-)-Menthol auf die Serotonin-induzierte Kontraktion
am isolierten Rattenileum

Die Serotonin-Zugabe (10 uM) erfolgte nach 6-minltiger Vorinkubation mit unterschiedlichen
Konzentrationen der Testsubstanzen. Der Eigeneffekt der Substanzen wahrend der Vorinkubation
wurde erfasst (direkter Effekt); n = 4-8 + SEM.

Die Dosis-Wirkungs-Kurven der Substanzen in Abb. 5.25 zeigen im Vergleich miteinander
bei Betrachtung beider Effekte einen annahernd parallelen Verlauf. Dies deutet darauf hin,
dass (-)-Menthol zu einem grof3en Teil die antiserotonerge und auch die tonussenkende
Wirkung des Pfefferminzdls bewirkt. Die leichte Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-
Kurve des (-)-Menthols zeigt aber, dass auch andere im atherischen Pfefferminzdl
enthaltene Substanzen an den Effekten des Ols beteiligt sind. Neben dem Basistonus
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werden auch die Eigenkontraktionen des lleums mit zunehmenden Pfefferminzol-
Konzentrationen vermindert, bis sie schliefldlich bei einer Konzentration von 0,32 pl/ml
vollstandig ausbleiben (Daten nicht gezeigt).

Der relaxierende Eigeneffekt des Pfefferminzéls wurde bis hierher stets nach der
Vorinkubation von 6 Minuten durch die Zugabe von Serotonin unterbrochen. Daher wurde
in einer weiteren Versuchsreihe die tonussenkende Wirkung des Pfefferminzdls am
isolierten lleum der Ratte untersucht. Pfefferminzél bewirkt konzentrationsabhangig am
isolierten Rattenileum eine Senkung des Basistonus. Je hoéher die Dosis, desto langer
dauert es bis zur Einstellung einer neuen Basislinie (siehe Abb. 5.26).

0 0,032 0,056 0,1 0,32 PFEFFERMINZOL [pl/mI]

-20 1

40
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-80 4
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-160

T T T T
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+2,27 +1,78 +2,63 +2,16 bis zur maximalen
Relaxation + SEM

Abb. 5.26 Eigeneffekt von Pfefferminzél auf den Basistonus des isolierten Rattenileums

Das lleum wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen Pfefferminzdl inkubiert. Das Ausmald der
Relaxation und die Zeit bis zur maximalen Relaxation wurden bestimmt. Die durch 1 yM ACh
hervorgerufene Kontraktion vor jedem Versuch diente jeweils als Bezugswert; n =9 + SEM.

5.2.3.2 Testung des Ingwer-Spezialextraktes am Rattenileum

Der bereits im [*C]Guanidinium-Assay getestete 6lige Ingwer-Spezialextrakt der
Firma Finzelberg mit einem erhdhten Scharfstoff-Gehalt von > 25 % wurde zur weiteren
Charakterisierung am lleum der Ratte getestet. Die Wirkung des Spezialextraktes auf die
durch Serotonin induzierte Kontraktion des Rattenileums wurde anschlieend mit zuvor im
Arbeitskreis untersuchten Ingwerextrakten verglichen. Wie in Abb. 5.27 graphisch
dargestellt, vermindert der olige Spezialextrakt konzentrationsabhangig sowohl die
Serotonin-induzierte Kontraktion als auch den Basistonus des lleums wahrend der
4-mindtigen Vorinkubation. Ein leichter direkt relaxierender Effekt (-16,8 + 4,1 %) tritt
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bereits in niedrigen Konzentrationen von 0,04 mg/ml auf. Die durch Serotonin induzierte
Kontraktion wird in dieser Konzentration noch nicht beeinflusst. Durch 0,4 mg/ml Extrakt
wird diese bis zu einer Restkontraktion von 8,2 + 2,5 % vermindert. Zur Verbesserung der
Loslichkeit des Extraktes wurden maximal 0,15 % Ethanol zugesetzt, die in einer
Parallelbestimmung keinen Eigeneffekt zeigten.
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Abb. 5.27 Effekt eines Ingwer-Spezialextraktes der Firma Finzelberg auf die Serotonin-
induzierte Kontraktion des Rattenileums

Die Serotonin-Zugabe (10 uM) erfolgte nach 4-minltiger Vorinkubation mit unterschiedlichen
Extraktkonzentrationen. Der Eigeneffekt des Extraktes vor Zugabe des Serotonins wurde erfasst
(direkter Effekt); n = 4-8 + SEM.

Der bereits im ['“C]Guanidinium-Assay fiir die Wirkung des Ingwer-Spezialextraktes als
Vergleichsextrakt herangezogene Ingwer-Spissumextrakt wurde auch hier zur Bewertung
verwendet. Der Spissumextrakt wurde in vorherigen Arbeiten im Arbeitskreis Verspohl
(Daten nicht veroffentlicht) in einer Konzentration von 0,5 mg/ml am Rattenileum getestet
und verminderte nach einer Inkubationszeit von 5 min die Serotonin-induzierte Kontraktion
um 58 %. Im Vergleich dazu bewirken 0,4 mg/ml Spezialextrakt eine Hemmung der
Serotonin-induzierten Spontankontraktion um 91,8 %. Der Spezialextrakt zeigt am
Rattenileum also eine starkere antiserotonerge Wirkung als der Ingwer-Spissumextrakt.
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5.2.4 Pharmakologische Untersuchung zum antidiabetischen
Wirkungsmechanismus von Ingwerextrakten

Durch Verabreichung von Serotonin und Serotonin-Rezeptoragonisten wurden in
unterschiedlichen in vivo-Versuchen an Ratten und Mausen Hyperglykdmien induziert'®*
721 zawalich et al!'™ zeigten 2001, dass 500 uM Serotonin die durch 8 und 15 mM
Glucose stimulierte Insulinsekretion aus isolierten, perfundierten [(-Zellen der Ratte
statistisch signifikant inhibieren. Eine 3-stiindige Vorinkubation der -Zellen mit 500 uM
Serotonin resultierte in einer noch starkeren Hemmung der durch 15 mM Glucose
induzierten Insulinsekretion. In einer in vivo-Studie von Akhani et al. (2004)"""? wurde die
Auswirkung des antiserotonergen Effekts eines Ingwer-Presssaftes an gesunden Ratten
und an Ratten mit Streptozotocin-induziertem Typ 1-Diabetes getestet. Die bei
normoglykdmischen Ratten durch  Serotonin induzierte  Hyperglykdmie und
Hypoinsulinamie wurde durch den Ingwer-Saft inhibiert. Der Ingwer-Saft allein zeigte
keine Effekte auf den Glucose- und Insulinspiegel. Die Behandlung der diabetischen Tiere
fuhrte zu einer signifikanten Zunahme der Insulinspiegel und zu einer Abnahme des
Nlchtern-Glucose-Spiegels. Diese Ergebnisse weisen auf einen eventuellen
antidiabetischen Effekt hin, an dem mdglicherweise antiserotonerge Wirkungen der
Ingwerinhaltsstoffe beteiligt sind. Inwieweit 5-HT;-Rezeptoren in diesem Kontext eine
Rolle spielen, ist bisher nicht geklart. In einem in vivo-Experiment durch Goyal et al.
(2003)""“ inhibierten jedoch der 5-HT;-Rezeptor-Antagonist Ondansetron und der 5-HTa-
Rezeptor-Antagonist Sarpogrelat eine Serotonin-induzierte Hyperglykamie.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt von zwei unterschiedlichen
antiserotonerg wirkenden Ingwerextrakten auf die durch Serotonin verminderte
Insulinsekretion an INS-1 Zellen getestet. In weiteren Insulinsekretions-Versuchen wurde
die Rolle des 5-HT;-Rezeptors an der Wirkung des Serotonins untersucht. Die
Insulinsekretion der Zellen unter einem Glucosestimulus von 5,6 mM ohne Zusatz
weiterer Substanzen diente als Referenzwert (100 %-Wert). Alle ermittelten Ergebnisse
wurden prozentual auf diesen Wert bezogen. Als Kontrollwerte wurden die Basalsekretion
bei 3,0 mM Glucose und die Insulinsekretion unter Einfluss von Glibenclamid erfasst.



114 5 Ergebnisse

5.2.4.1 Effekt von Serotonin auf die Insulinsekretion

Zunéchst wurde Uberpriift, ob und in welchem AusmaR die durch Zawalich et al.!'™

beschriebene Hemmung der Insulinsekretion an isolierten B-Zellen der Ratte auf die
Insulinomazelllinie INS-1 Gbertragbar ist. Daher wurde die Wirkung von Serotonin auf die
durch 5,6 mM Glucose stimulierte Insulinsekretion an INS-1 Zellen bestimmt. Serotonin
hemmt in Konzentrationen zwischen 32 und 500 pM statistisch signifikant die Glucose-
induzierte Insulinsekretion. Die Insulinsekretionshemmung durch 100-500 uM Serotonin
liegt zwischen 27,9+ 8 % (durch 250 yM Serotonin) und 36,1 £ 4,2 % (durch 500 pM
Serotonin). Die Insulinsekretion wird durch 100 uM Serotonin etwas starker gehemmt als
durch 250 uM Serotonin. Dieser Unterschied weist allerdings keine statistische Signifikanz
auf. Die Ergebnisse sind graphisch in Abb. 5.28 dargestellt.
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Abb. 5.28 Effekt von Serotonin auf die Glucose-induzierte Insulinsekretion an INS-1 Zellen

Die Zellen wurden 90 min bei 37 °C mit unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanzen
inkubiert. Die Bestimmung des sezernierten Insulins erfolgte mittels Radioimmunoassay; n = 5-14
+ SEM; *: p < 0,05; **: p < 0,01.

Serotonin bewirkt an INS-1 Zellen in Konzentrationen Uber 32 uyM eine Hemmung der
Insulinsekretion. Durch Riyazi'®® wurden bereits im gleichen Testsystem Serotonin-
konzentration ab 10 fM eingesetzt, die allerdings zu keiner Hemmung der Insulinsekretion
fUhrten.
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5.2.4.2 Beeinflussung der durch Serotonin verminderten Insulinsekretion
durch zwei Ingwerextrakte

Die antiserotonerge und vor allem die 5-HT;-Rezeptor-antagonistische Wirkung von
Ingwerextrakten wurde in zahlreichen in vitro-Studien und im Rahmen dieser Arbeit durch
Testung des Ingwer-Spezialextraktes im [*C]Guanidinium-Influx und am Rattenileum
belegt. Unter Verwendung von zwei Ingwerextrakten wurde getestet, ob ein Effekt auf die
Serotonin-induzierte Hemmung der Insulinsekretion ausgelibt wird. Da das Inhaltsstoff-
Spektrum von Ingwerextrakten nicht standardisiert ist, wurden zwei unterschiedliche
antiserotonerg wirkende Ingwerextrakte eingesetzt. Bei dem einen Ingwerextrakt handelt
es sich um den bereits in den Kapiteln 5.2.1.2 und 5.2.3.2 getesteten o&ligen
Spezialextrakt mit einem erhdhten Scharfstoff-Gehalt > 25 % (= Spezialextrakt). Der
zweite Ingwerextrakt ist ein ethanolischer Ingwer-Spissumextrakt (= Spissumextrakt), der
bereits im Rahmen dieser Arbeit zum Vergleich der durch den Ingwer-Spezialextrakt
ausgeibten Effekte verwendet wurde. Neben der Bestimmung der antiserotonergen
Wirkung wurde der Eigeneffekt oder direkte Effekt der Ingwerextrakte auf die
Insulinsekretion der INS-1 Zellen untersucht.

Wie die Abb. 5.29 und Abb. 5.30 graphisch verdeutlichen, bewirken beide Ingwerextrakte
in einer Konzentration von 1 ug/ml eine statistisch signifikante Steigerung der
Insulinsekretion um 43 £ 11,7 % (Spissumextrakt) bzw. 41,2 £ 12,8 % (Spezialextrakt).
Bei Anwendung von Extraktkonzentrationen zwischen 10 und 20 ug/ml konnte keine
signifikante Steigerung der Insulinsekretion beobachtet werden. Die mikroskopische
Betrachtung der Zellen fiihrte jedoch zu dem Ergebnis, dass sich bei 10 ug/ml Extrakt die
Form der Zellen und ihre Adhasion am Boden der Wells verandert. Bei einer Extrakt-
konzentration von 20 ug/ml war das Abldsen der Zellen bereits mit bloRem Auge sichtbar.
In Konzentrationen bis 1 ug/ml Extrakt waren mikroskopisch keine Veranderung der INS-1

{[153]

Zellen sichtbar. In der Arbeit von Riyaz zeigte ein Ingwer-Hexanextrakt in

Konzentrationen bis 0,004 ul/ml keinen Effekt auf die Insulinsekretion.



116 5 Ergebnisse

3,0 5,6 mM Glucose
160 -
Serotonin Serotonin Serotonin ok
100 pM 250 uM 500 uM
< 140 I 1T
3 ++ ++
3 120 ++ :|: _—|__
O T
=
o % 100
= © B ]
W 5 T 1 T
Y C
we 80r L I
25 T
=0 T
35 60l
7] g *%
Z = L
D a0t
[}
§e}
S 20}
0

o o001t 1 0O 1 0O01 1 0 01 1 Glibenclamid
1 pg/ml
SPISSUMEXTRAKT [ug/ml]

Abb. 5.29 Beeinflussung der durch Serotonin verminderten Insulinsekretion durch einen
Ingwer-Spissumextrakt

Die Zellen wurden 90 min bei 37 °C mit unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanzen
inkubiert. Die Bestimmung des sezernierten Insulins erfolgte mittels Radioimmunoassay; n = 4-16
+ SEM;**: p < 0,01 (verglichen mit Glucose 5,6 mM); "*: p < 0,01 (verglichen mit dem zugehérigen
Serotonin-Wert ohne Extraktzusatz).

Durch Zusatz von 1 pg/ml der beiden Extrakte wird die durch 100 und 500 uM Serotonin
induzierte Hemmung der Insulinsekretion vollstandig aufgehoben. Dabei kommt es sogar
zur Steigerung der Insulinsekretion Gber den 100 %-Wert (5,6 mM Glucose) hinaus (siehe
Abb. 5.29 und Abb. 5.30). Die Zunahme der Insulinsekretion kommt vermutlich einerseits
durch den Eigeneffekt der Ingwerextrakte, andererseits aber auch durch einen direkten
Antagonismus zustande, da die Steigerung der Sekretion Uber den Eigeneffekt der
Ingwerextrakte hinausgeht. Nur bei einer Serotoninkonzentration von 250 uM entspricht
die Zunahme der Insulinsekretion durch 1 pg/ml der Extrakte ungeféhr den Eigeneffekten.
Fir einen Antagonismus der Wirkung des Serotonins spricht aber des Weiteren, dass
0,1 yg/ml des Spissumextraktes die durch 100-500 uM induzierte Hemmung der
Insulinsekretion vermindert, obwohl der Extrakt in dieser Konzentration keinen direkten
steigernden Effekt auf die Insulinsekretion aufweist. Die Ergebnisse zur Wirkung von
0,1 yg/ml Spissumextrakt waren zwar nicht statistisch signifikant, die Tendenz ist anhand
Abb. 5.29 aber deutlich erkennbar.
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Abb. 5.30 Beeinflussung der durch Serotonin verminderten Insulinsekretion durch einen
Ingwer-Spezialextrakt

Die Zellen wurden 90 min bei 37 °C mit unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanzen
inkubiert. Die Bestimmung des sezernierten Insulins erfolgte mittels Radioimmunoassay; n = 4-25
+ SEM; **: p < 0,01 (verglichen mit Glucose 5,6 mM); **: p < 0,01 (verglichen mit dem zugehdrigen
Serotonin-Wert ohne Extraktzusatz).

5.2.4.3 Effekt der Ingwerextrakte auf die Insulinsekretion im calciumfreien
Medium

Wie zuvor beschrieben, verandern sich die INS-1 Zellen bei Zugabe von Extrakt-
Konzentrationen Gber 10 pg/ml morphologisch. Die durch 1 pg/ml Extrakt hervorgerufene
Steigerung der Insulinsekretion kdnnte theoretisch also auch durch eine mikroskopisch
nicht sichtbare Schadigung der Zellen und speziell der Insulingranula bedingt sein. Auch
dadurch kann es zu einer massiven Insulinfreisetzung kommen. Zur Uberpriifung dieses
Aspektes wurde die Insulinsekretion der INS-1 Zellen in calciumfreiem Medium (mit
5,6 mM Glucose) unter Zusatz von jeweils 1 ug Extrakt pro ml untersucht. Das calcium-
freie Medium wurde gewihlt, da die Glucose-induzierte Insulin-Freisetzung nur Ca?*-
abhangig verlauft, wahrend eine durch toxische Einflisse bedingte Insulinfreisetzung auch
unabhangig von Ca?*-lonen erfolgen kann.
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In den Versuchen wurde gezeigt, dass INS-1 Zellen in calciumfreiem Medium weder unter
Einfluss des Spissumextrakies noch des Spezialextraktes groRere Mengen an Insulin
sezernieren. Bezogen auf die durch 5,6 mM Glucose in calciumhaltigem Medium
sezernierte Insulinmenge belduft sich die Insulinsekretion in diesen calciumfreien
Experimenten auf 12 % (Spissumextrakt) bzw. 14,3 % (Spezialextrakt). Dies bedeutet,
dass die unter Extrakt-Einfluss gesteigerte Insulinsekretion auf etwa 140 % nicht durch
toxische Einflisse, sondern durch eine Stimulierung der calciumabhangigen Insulin-
sekretion bewirkt wird.

5.2.4.4 Bindungsstudie zum Nachweis von 5-HT3;-Rezeptoren auf INS-1
Zellen

Die Existenz von 5-HT3;-Rezeptoren in pankreatischen (-Zellen der Ratte wurde
bisher nicht nachgewiesen. Um eine Rolle der 5-HT;-Rezeptoren an der durch Serotonin
induzierten Hemmung der Insulinsekretion untersuchen zu kénnen, musste zunachst
belegt werden, dass die INS-1 Zellen 5-HT;-Rezeptoren exprimieren. In einem
Bindungsexperiment mit dem selektiven 5-HT3;-Rezeptor-Antagonisten [*H]JGR65630
konnte die Anwesenheit von 5-HT;-Rezeptoren in INS-1 Zellen belegt werden. Die durch
Zugabe von 10 mM Serotonin ermittelte unspezifische Bindung betragt 14,8 % der
Maximalbindung (total binding). 100 uM Tropisetron verdrangt 34,2 % des an INS-1 Zellen
spezifisch gebundenen [?PHJGR65630 von seiner Bindungsstelle am 5-HT;-Rezeptor.

5.2.4.5 Wirkungen der Ingwerextrakte auf die spezifische Bindung von
[*H]JGR65630 an INS-1 Zellen

Die in den Insulinsekretionsversuchen verwendeten Extrakte vermitteln ihre Wirkung
maoglicherweise Uber einen Antagonismus an 5-HT;-Rezeptoren. Im Rahmen der
Bindungsstudien an N1E-115 Zellen wurde bereits gezeigt, dass die Ingwerinhaltsstoffe
den selektiven 5-HTs;-Rezeptor-Antagonisten [°H]JGR65630 nicht von seiner
Bindungsstelle verdrangen. Zur Absicherung wurde der Effekt der beiden Extrakte auf die
spezifische Bindung von [*H]JGR65630 zusitzlich an INS-1 Zellen untersucht. Wie
erwartet, verdrangt keiner der beiden Extrakte in einer Konzentration von 1 ug/ml den
Radioliganden von seiner Bindungsstelle am 5-HT3;-Rezeptor.

5.2.4.6 Untersuchungen zur Rolle des 5-HT3;-Rezeptors an der durch
Serotonin induzierten Hemmung der Insulinsekretion

Bisher ist unklar, Gber welche Rezeptoren Serotonin die Hemmung der Insulin-
sekretion induziert. Durch Zugabe unterschiedlicher Serotonin-Antagonisten wurde
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Uberprift, welche serotonergen Rezeptoren an der Verminderung der Insulinsekretion
durch Serotonin beteiligt sind. Ein besonderes Augenmerk liegt auch hier auf einer
madglichen Involvierung von 5-HT3;-Rezeptoren, um einen Bezug zur 5-HT3;-Rezeptorkanal-
antagonistischen Wirkung der Ingwerextrakte herstellen zu kénnen. Als Serotonin-
Antagonisten wurden der 5-HT3/(5-HT,)-Rezeptor-Antagonist Tropisetron, der unselektive
5-HT,57-Rezeptor-Antagonist  Methysergid und der 5-HToa.c-Rezeptor-Antagonist
Ketanserin verwendet.

Zur Bestimmung des Serotonin-antagonistischen Effekts wurden die INS-1 Zellen jeweils
gleichzeitig mit Serotonin und dem jeweiligen Antagonisten versetzt. Der direkte Effekt der
Substanzen auf die Insulinsekretion wurde ebenfalls erfasst.

Tropisetron selbst bewirkt in einer Konzentration von 100 uM eine statistisch signifikante
Steigerung der Insulinsekretion auf 176,3 + 8,2 %. Bereits 10 uM Tropisetron steigert die
Sekretion auf 122,5 + 12,7 %. Dieser Wert ist zwar ohne statistische Signifikanz, bestarkt
aber die Tendenz der konzentrationsabhangigen Steigerung der Insulinsekretion durch
diesen Antagonisten. Anhand Abb. 5.31 wird deutlich, dass 100 uM Tropisetron den die
Insulinsekretion hemmenden Effekt von 100-500 uyM Serotonin aufhebt und insgesamt zu
einer Steigerung der Insulinsekretion fiihrt. Die durch 100 und 500 yuM Serotonin
induzierte Sekretionshemmung wird bereits durch 10 uM Tropisetron statistisch signifikant
inhibiert.

Im Fall des Tropisetrons kann nicht eindeutig beurteilt werden, ob die verstarkte
Insulinsekretion durch eine Antagonisierung der Serotonin-Wirkung oder allein durch den
Eigeneffekt hervorgerufen wird, da bis auf eine Ausnahme die Steigerung der Sekretion
nicht Gber den Eigeneffekt des Tropisetrons hinausgeht. AusschlieBlich die Wirkung von
10 yM Tropisetron auf die durch 100 yM Serotonin induzierte Hemmung der Insulin-
sekretion deutet auf einen direkten Antagonismus hin, da diese den direkten Effekt des
Tropisetrons Ubersteigt. 5-HT;-Rezeptoren und mdglicherweise in geringem Malke auch
5-HT4-Rezeptoren sind offenbar an der Regulation der Insulinsekretion an INS-1 Zellen
beteiligt, da Tropisetron als reiner Antagonist imstande ist, eine verstarkte Insulinsekretion

zu bewirken.
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Abb. 5.31 Beeinflussung der durch Serotonin verminderten Insulinsekretion durch
Tropisetron

Die Zellen wurden 90 min bei 37 °C mit unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanzen
inkubiert. Die Bestimmung des sezernierten Insulins erfolgte mittels Radioimmunoassay; n = 5-10
+ SEM; **: p < 0,01 (verglichen mit Glucose 5,6 mM); *: p < 0,05; **: p < 0,01 (verglichen mit dem
zugehorigen Serotonin-Wert ohne Tropisetron-Zusatz).

Als nachstes wurde die Wirkung des unselektiven 5-HT..;57-Rezeptor-Antagonisten
Methysergid auf die durch 100-500 uM Serotonin verminderte Insulinsekretion untersucht.
Auf diese Weise wurde uberprift, ob neben 5-HT3;-Rezeptoren weitere Serotonin-
rezeptoren an der Serotonin-inuzierten Hemmung der Insulinsekretion beteiligt sind.
Methysergid selbst zeigt nur in einer Konzentration von 100 uM einen geringen, aber
statistisch signifikanten Anstieg der Insulinsekretion auf 115,1 £ 4 % (siehe Abb. 5.32).
100 yM Methysergid inhibiert die durch 100-500 uM Serotonin verminderte Insulin-
sekretion vollstandig und Uber den Eigeneffekt des Methysergids hinaus. Durch 10 uM
Methysergid wird die Wirkung von 100 und 500 uM Serotonin inhibiert. Der Effekt von
250 uM bleibt durch 10 uM Methysergid unbeeinflusst. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.32
graphisch dargestellt.
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Abb. 5.32 Beeinflussung der durch Serotonin verminderten Insulinsekretion durch
Methysergid

Die Zellen wurden 90 min bei 37 °C mit unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanzen
inkubiert. Die Bestimmung des sezernierten Insulins erfolgte mittels Radioimmunoassay; n = 4—7 +
SEM; *: p < 0,05; **: p < 0,01 (verglichen mit Glucose 5,6 mM); *: p <0,05; *: p < 0,01 (verglichen
mit dem zugehdrigen Serotonin-Wert ohne Methysergid-Zusatz).

Die durch 100 uM Methysergid leicht gesteigerte Insulinausschittung deutet darauf hin,
dass einer oder mehrere der antagonisierten Rezeptoren in geringerem Malie wie auch
5-HT3- und eventuell 5-HT,-Rezeptoren an der Regulation der Insulinsekretion an INS-1
Zellen beteiligt sind. Da die Steigerung der durch Serotonin verminderten Insulinsekretion
durch Methysergid in den meisten Fallen Uber den Eigeneffekt des Antagonisten
hinausgeht, ist von einem direkten Antagonismus der Serotoninwirkung auszugehen.

Um den Effekt des Methysergids naher zu charakterisieren, wurde die Wirkung des
5-HT.a+c-Rezeptor-Antagonisten Ketanserin auf die Serotonin-vermittelte Hemmung der
Insulinsekretion untersucht (siehe Abb. 5.33). Zusatzlich wurde der direkte Effekt des
Ketanserins bestimmt. Die Insulinsekretion der INS-1 Zellen wird durch Zusatz von
100 uM Ketanserin statistisch signifikant auf 117,7 £ 5,5 % gesteigert. Durch 10 yM
Ketanserin wurde die Insulinsekretion bereits leicht auf 108,6 + 5,8 % erhoht (ohne
statistische Signifikanz). Die durch 100 und 500 yM Serotonin verminderte Insulin-
sekretion wurde durch 10 und 100 uM Ketanserin in gleichem Male vollstandig inhibiert,



122 5 Ergebnisse

wobei die resultierende Insulinsekretion etwa dem Bezugswert der Insulinausschittung
bei 5,6 mM Glucose (100 %) entspricht. Wie in den vorherigen Versuchen stellt hier
wieder die Konzentration von 250 yM Serotonin eine Ausnahme dar. 10 yM Ketanserin
steigert die durch 250 uM Serotonin gehemmte Insulinsekretion tber den direkten Effekt
des Antagonisten hinaus. Im Gegensatz dazu wird die Wirkung von 250 uM Serotonin
durch 100 uM Ketanserin nur leicht gehemmt. Diese Hemmung entspricht etwa dem
Eigeneffekt von 100 uM Ketanserin. Auffallig ist, dass 10 uM Ketanserin einen gleichen
oder sogar starkeren Effekt zeigt als 100 uM dieser Substanz.
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Abb. 5.33 Beeinflussung der durch Serotonin verminderten Insulinsekretion durch
Ketanserin

Die Zellen wurden 90 min bei 37 °C mit unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanzen
inkubiert. Die Bestimmung des sezernierten Insulins erfolgte mittels Radioimmunoassay; n = 4—
12 + SEM; *: p <0,05; **: p < 0,01 (verglichen mit Glucose 5,6 mM); *": p < 0,01 (verglichen mit
dem zugehdrigen Serotonin-Wert ohne Ketanserin-Zusatz).

Der direkte Effekt bei 100 uM Ketanserin entspricht ungefdhr dem von 100 uM
Methysergid. Dies bedeutet, dass an der Regulation der Insulinsekretion neben 5-HT;-
Rezeptoren auch 5-HT.-Rezeptoren beteiligt sind. Auch beim Ketanserin kann von einem
Antagonismus der Serotonin-Wirkung ausgegangen werden, da der Effekt des
Ketanserins Uber seinen Eigeneffekt hinausgeht. Die eine Ausnahme bei 250 uM
Serotonin wurde in die Auswertung nicht mit einbezogen, da in den Versuchen bei dieser
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Serotoninkonzentration haufig schwer zu reproduzierende Effekte auftraten. Die
Ergebnisse unter Verwendung von Ketanserin zeigen, dass die hemmende Wirkung des
Methysergids auf die Serotonin-induzierte Verminderung der Insulinsekretion zu einem
groflien Teil durch Antagonisierung von 5-HT,-Rezeptoren bedingt ist.
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6 Diskussion

6.1 Ingwer

Ingwer wird seit vielen Jahrhunderten in der Volksmedizin zur Behandlung von
Ubelkeit und Erbrechen eingesetzt. In klinischen Studien wurde die antiemetische
Wirkung des Ingwers nur teilweise belegt; zur endgiiltigen Bewertung sind weitere Studien
erforderlich"?". Zur Aufklarung des Wirkungsmechanismus des Ingwers wurden sowohl
Ingwerextrakte als auch isolierte Ingwerinhaltsstoffe auf ihre antiserotonergen Effekte
untersucht. Abdel-Aziz et al’” %! belegten den antagonistischen Effekt am 5-HTs-
Rezeptorkanal von Ingwerextrakten, Gingerolen, Shogaolen und &therischem Ol durch
Kationeninflux-Versuche und Kontraktionsversuche am Meerschweinchenileum. Die
Scharfstoffe werden als die wirksamen Substanzen des Ingwers angesehen. Auch das
atherische Ol und einzelne Komponenten des Ingwerdls weisen einen antagonistischen
Effekt am 5-HT;-Rezeptorkanal auf. Gemessen an den eingesetzten Konzentrationen sind
die Komponenten des Ingwerdls schwacher wirksam als die Scharfstoffe. Das atherische
Ol kann aber durchaus an der Gesamtwirkung lipophiler Ingwerextrakte beteiligt sein.
Riyazi'"®® testete unterschiedliche Fraktionen eines Ingwerdls und einige Reinsubstanzen
des atherischen Ols im ["“C]Guanidinium-Influx-Assay. Die im Ol enthaltenen Terpene
Terpinolen, B-Pinen, a-Phellandren und a-Copaen weisen in Konzentrationen zwischen
100 und 1000 uM eine antagonistische Wirkung am 5-HT3;-Rezeptorkanal auf, sind aber
haufig jeweils nur zu maximal 1 % im Ingwerdl enthalten. Unter den durch Riyazi
getesteten Fraktionen des &atherischen Ingwerdls im ['“C]Guanidinium-Assay war eine
Fraktion mit einem hohen Sesquiterpen-Gehalt von etwa 82 % besonders wirksam. Die
Sesquiterpenkohlenwasserstoffe ar-Curcumen, a-Zingiberen, (E,E)-a-Farnesen, [(-Bisa-

el In

bolen und B-Sesquiphellandren sind Hauptinhaltsstoffe vieler atherischer Ingwerél
Ingwerdlen australischer Herkunft ist Citral das dominierende Terpen. Ziel der pharmako-
logischen Untersuchung war, die Hauptbestandteile atherischer Ingwerdle auf ihre 5-HT;-
Rezeptorkanal-antagonistische Wirkung zu testen und die an der Wirkung des Ingwerdls

beteiligten Substanzen zu identifizieren.

Zusatzlich zu den Untersuchungen zum antiemetischen Wirkungsmechanismus des
atherischen Ingwerdls wurde der Effekt antiserotonerg wirkender Ingwerextrakte auf die
durch Serotonin verminderte Insulinsekretion an INS-1 Zellen untersucht. Die Versuche
sollten Informationen zu einem mdglichen antidiabetischen Effekt des Ingwers liefern,
auch hier unter besonderer Berticksichtigung des 5-HT3-Rezeptors.
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6.1.1 Gewinnung des Ingwerdls und Isolierung der Sesquiterpen-
kohlenwasserstoffe

Fir die pharmakologische Untersuchung der Sesquiterpenkohlenwasserstoffe
wurden diese zunachst aus wasserdampfdestilliertem Ingwerdl isoliert. Die Wasserdampf-
destillation ist eine geeignete und haufig genutzte Methode zur Gewinnung atherischer
Ole aus pflanzlichen Materialien. In der Literatur untersuchte Ingwerdle wurden ebenfalls
meist durch Wasserdampfdestillation gewonnen und anschlieRend analysiert”® "> 76 164,
Das zur Destillation eingesetzte getrocknete Ingwerrhizom aus Vietnam enthalt 1,5 %
atherisches Ol. Der im EuAB 6 geforderte Gehalt an &therischem Ol von mindestens
1,5 % ist somit erfilllt'?®®!. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich durch die
Trocknung des Rhizoms die Zusammensetzung des atherischen Ingweréls im Vergleich
zum frischen Ingwer veradndert hat. Gong et al'™ beschrieben zwar, dass sich das
atherische Ingwerdl von frischem und getrocknetem Ingwer nicht unterscheidet; allerdings
gibt es in der Literatur”™ " Hinweise, dass durch Trocknung des Ingwers vor der
Wasserdampfdestillation der Gehalt des Monoterpens Citral um bis zu 74 % abnimmt. Ein
Grund flur diese unterschiedlichen Angaben kann sein, dass Gong et al. ein citralarmes
Ingwerrhizom zur Untersuchung einsetzten. Das analysierte Ingwerdl enthielt selbst in
frischem Zustand nur einen Citral-Gehalt von 0,04 %, so dass ein Verlust an Citral nicht
deutlich werden konnte. Auch das Ingwerdl aus eigener Herstellung enthalt laut GC/MS-
Daten kein oder nur Spuren an Citral. Ob dies an der Trocknung oder einer citralarmen
Ausgangsdroge liegt, wurde nicht untersucht. Fir eine citralarme Droge spricht jedoch der
hohe Gehalt an Sesquiterpenkohlenwasserstoffen von 79,5%, da sich die
Konzentrationen an Sesquiterpenen und Citral in atherischen Ingwerdlen aufgrund des
gleichen Biogeneseweges haufig umgekehrt proportional zueinander verhalten’". Da das
atherische Ol als Ausgangssubstanz fiir die Gewinnung der Sesquiterpene diente, war der
hohe Gehalt dieser Stoffe von Vorteil. Das atherische Ingwerdl wurde bis zum Abschluss
der Isolierung und der pharmakologischen Untersuchung ca. zehn Monate bei -20 °C

r"®1 beschriebene Umsetzung von a-Zingiberen

gelagert. Die in der Literatur durch Germe
zu ar-Curcumen bei einer Lagerung Uber acht Monate bei +8 °C wurde nicht beobachtet.

Vermutlich hangt dies mit der tieferen Lagerungstemperatur zusammen.

Da das atherische Ingwerdl ein komplexes Vielstoffgemisch darstellt, ist es trotz hoher
Trennleistung der GC- und HPLC-Analytik nicht mdglich, die einzelnen Komponenten des
atherischen Ols in einem einzigen Arbeitsgang zu isolieren. Daher waren zur Isolierung
der Sesquiterpene mehere chromatographische Schritte notwendig. Zunachst wurde die

al152

Trockensaulenchromatographie nach Kubeczkal'®? durchgefiihrt, um eine Vortrennung

der Inhaltsstoffe entsprechend ihrer Polaritdt vorzunehmen. Durch diese Art der
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Saulenchromatographie wurden mit wenig Aufwand finf Fraktionen mit Inhaltsstoffen
unterschiedlicher Polaritdt gewonnen. Die erste Fraktion mit 88 % unpolaren Sesqui-
terpenen eignete sich als Ausgangsmaterial zur weiteren Isolierung dieser Stoffe. Vorteil
dieser Methode war, dass durch die Abtrennung vieler und vor allem unbekannter polarer
Inhaltsstoffe die nun gewonnene Sesquiterpen-Fraktion mittels GC/MS-Analytik
wesentlich besser charakterisiert werden konnte als das atherische Ol ohne Vortrennung.
Zur Gewinnung der Fraktionen 3-5 wurde das Kieselgel in drei Teilen mit einem Loffel
aus der Saule entnommen. Bei dieser Methode kann der Verlust an Kieselgel mitsamt
adsorbierten Substanzen zu verminderten Ausbeuten fuhren. Da die Fraktionen 3-5
jedoch aufgrund des Fehlens an Sesquiterpenen nicht weiter verwendet wurden, wurde
dieser Aspekt aulRer acht gelassen. Wahrend bei der Trockensaulenchromatographie die
Trennung der unterschiedlichen Stoffgruppen voneinander im Vordergrund stand, sollte
durch die FCPC (Fast Centrifugal Partition Chromatography) die Trennung der
Sesquiterpene voneinander erreicht werden. Bei der FCPC wird die Vielstoffprobe mittels
Flissig/Flussig-Verteilungschromatographie aufgetrennt. Ein Vorteil dieser Methode im
Vergleich zur HPLC ist, dass sowohl die mobile als auch die stationare Phase fraktioniert
werden kénnen. Dadurch treten keine irreversiblen Adsorptionen auf und es kommt zur
100 %igen Wiederfindung der eingesetzten Probe. Weitere Vorteile sind die Mdglichkeit
der Injektion von Rohextrakten ohne Probenvorbereitung und die Kostenersparnis
aufgrund der nur geringen erforderlichen L&ésungsmittelqualitdt. Diese Art der
Chromatographie steht nicht in Konkurrenz zur HPLC, sondern beschleunigt in
Kombination mit dieser besonders bei Auftrennung von komplexen Naturstoffgemischen
den gesamten chromatographischen Prozess bis hin zur isolierten Reinsubstanz. Auch im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die FCPC vor Durchfiihrung der HPLC
angewendet und erwies sich, wie die dinnschicht- und gaschromatographische
Auswertung der FCPC-Subfraktionen in Kapitel 5.1.2 zeigt, als geeignete Methode zur
Auftrennung der Sesquiterpene. Drei der finf Sesquiterpenderivate (ar-Curcumen und
(E,E)-a-Farnesen/B-Bisabolen) sind in einzelnen FCPC-Fraktionen bis zu einem Gehalt
von ca. 93 % angereichert. Eine weitere Fraktion (SF 27 + 28) besteht neben wenigen
Begleitsubstanzen zu etwa gleichen Teilen aus den Sesquiterpenkohlenwasserstoffen a-
Zingiberen und B-Sesquiphellandren, die daraufhin mittels HPLC isoliert wurden. Nach
Durchfiihrung der HPLC und Analyse der getrennt eluierten Substanzen durch GC/MS-
Analytik wurde deutlich, dass neben p-Sesquiphellandren, der Hauptsubstanz des zweiten
Hauptpeaks, mit dem ersten Hauptpeak anstelle des a-Zingiberens ar-Curcumen eluiert
worden war. Wahrend der Lagerung Uber einige Tage bei -20°C hatte die bereits
beschriebene Oxidation von a-Zingiberen zu ar-Curcumen stattgefunden. Im atherischen
Ol wurde diese Reaktion bei gleichen Lagerungsbedingungen selbst nach 10 Monaten
nicht beobachtet. Ein Grund fir die sehr schnell stattfindende Umsetzung in der FCPC-
Fraktion kann zum einen eine zu hohe Warmebelastung beim Verdampfen des
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Lésungsmittels nach der FCPC sein. Des Weiteren konnen eventuell vorhandene
Lésungsmittelreste in Verbindung mit Sauerstoff zu einer Instabilitat der FCPC-Fraktion
wahrend der Lagerung flihren. Die Reaktion hatte durch Einleiten von Stickstoff in das
Gefal® vor der Lagerung eventuell unterbunden werden kénnen. Zusammenfassend
konnte aufgrund dieser Umsetzungsreaktion a-Zingiberen chromatographisch nicht isoliert
werden.

1'%l peschriebene

Daher wurde zur lIsolierung dieses Sesquiterpens die durch Milla
Methode gewahlt, bei der das Dien a-Zingiberen aus einer durch Vakuumdestillation
angereicherten Sesquiterpenfraktion Uber eine Derivatisierungsreaktion mit einem
Dienophil (Diels-Alder-Reaktion) isoliert wird. Diese Methode eignet sich besonders zur
Isolierung des a-Zingiberens aus atherischem Ingwerdl, da a-Zingiberen in vielen
Ingwerdlen als Hauptkomponente enthalten ist und somit genligend Material fir die
Isolierung zur Verfigung steht. Als Ausgangsmaterial fiir diese Methode sollte mdglichst
frisches Ingwerdl verwendet werden, da der a-Zingiberen-Gehalt bei gelagertem Ingwerél
abnehmen kann'"®.. Das im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte atherische Ingwerdl weist
einen hohen a-Zingiberen-Gehalt von 31 % auf und ist damit gut zur Durchfuhrung dieser
Isolierung geeignet. Neben der hohen Konzentration an a-Zingiberen ist fir die Isolierung
von Vorteil, dass gaschromatographisch keine oder nur wenige weitere cis-konfigurierte
Substanzen im Ol detektierbar sind. In Spuren vorkommende Diene wie zum Beispiel -
Phellandren werden durch die vor der Diels-Alder-Reaktion durchgefihrten
Vakuumdestillation entfernt. Diese Methode zur Isolierung eines Diens aus einem
Vielstoffgemisch wie dem atherischen Ingwerdl war in der Durchfihrung der reinen
chromatographischen Isolierung Uberlegen. Von Vorteil waren die Zeitersparnis, die
Unkompliziertheit der Methode und die hohe Ausbeute des reinen Endproduktes.
Besonders im Fall des instabilen a-Zingiberens war vorteilhaft, dass alle Schritte, bei
denen a-Zingiberen ungekoppelt vorlag, unter Ausschluss von Sauerstoff durchgefiihrt
werden konnten. So wurde die Oxidation des isolierten a-Zingiberens zu ar-Curcumen
verhindert. Ein Nachteil kdnnte eventuell das Entstehen von Stereoisomeren des a-
Zingiberens sein. Millar geht nicht darauf ein, ob nach Retro-Diels-Alder-Reaktion
unterschiedliche Stereoisomere des a-Zingiberens entstehen. Der Vergleich des '*C-
NMR-Spektrums des a-Zingiberens mit Literaturdaten!'® zu a-Zingiberen (7S-konfiguriert)
und dem in wilder Tomate vorkommenden Epizingiberen (7R-konfiguriert) zeigt jedoch,
dass die Tieffeldverschiebungen eher denen des a-Zingiberens gleichen.
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6.1.2 Pharmakologische Untersuchung zum Antagonismus der Haupt-
inhaltsstoffe des Ingwerols am 5-HT;-Rezeptorkanal

6.1.2.1 ["*C]Guanidinium-Influx-Assay

Die antagonistische Wirkung des atherischen Ingwerdls am 5-HT;-Rezeptorkanal
wurde bereits durch Abdel-Aziz®” und Riyazi'®® mit Hilfe der Testung im
['“C]Guanidinium-Influx-Assay belegt. Zur Identifizierung der fir die Wirkung
verantwortlichen Substanzen des Ingwerdls wurden die Sesquiterpenkohlenwasserstoffe
ar-Curcumen, a-Zingiberen, (E,E)-a-Farnesen, B-Bisabolen, B-Sesquiphellandren und die
oxidierten Monoterpene Citral und 1,8-Cineol im gleichen Testsystem untersucht.

Bezlglich der antagonistischen Wirkung am 5-HT;-Rezeptorkanal ergibt sich innerhalb
der Gruppe der Sesquiterpene folgende Reihenfolge der Wirkstarke: ar-Curcumen >
B-Sesquiphellandren = B-Bisabolen/(E,E)-a-Farnesen. a-Zingiberen wirkt in Konzen-
trationen zwischen 10 und 100 uM 5-HT3;-Rezeptorkanal-agonistisch und erst in
Konzentrationen tber 100 yM antagonistisch. Beim Vergleich der Wirkung der einzelnen
Sesquiterpene in Konzentrationen, die ihrem Anteil im Ingwerdl entsprechen, mit der
Wirkung des atherischen Ingwerdls, wird deutlich, dass ar-Curcumen an der Wirkung des
atherischen Ols am stérksten beteiligt ist (siehe Abb. 5.17). Der Vergleich der rdumlichen
Struktur der monozyklischen Sesequiterpene in dem Molecular-Modelling-Programm
MOE zeigt, dass ar-Curcumen innerhalb dieser Gruppe als einziges Derivat ein planares
Ringsystem aufweist. Dies kdnnte eine Erklarung dafir sein, dass ar-Curcumen trotz
ahnlicher Summenformel eine starkere Wirkung als die weiteren Sesquiterpene aufweist.

Auffallig ist, dass durch Vereinigung der Sesquiterpene aquivalent zu ihrer Konzentration
im Ingwerdl eine Abschwachung des Effekts des ar-Curcumens eintritt. Trotz eines hohen
Gehalts der Sesquiterpenfraktion von fast 80 % im &therischen Ol macht diese bei einer
Ingwerdl-Konzentration von 0,4 ul/ml nur 46 % der Wirkung des é&therischen Ols aus.
0,1 pl/ml ar-Curcumen allein, entsprechend einem Gehalt von ca. 25 % im &therischen Ol,
hemmt den Kationeninflux bereits um etwa 65 %. Der verminderte Effekt kdnnte dadurch
erklart werden, dass alle Sesquiterpenderivate ihren antagonistischen Effekt am 5-HT;-
Rezeptorkanal Uber die gleiche, bisher nicht identifizierte Bindungsstelle ausiiben. Das
starker antagonistisch wirksame ar-Curcumen wird durch Sesquiterpene mit geringerer
antagonistischer Wirkung verdrangt und erreicht dadurch in der gleichen Konzentration
bei Anwesenheit weiterer Sesquiterpene nicht die erwartete antagonistische Wirkung. Da
alle Sesquiterpene eine gewisse antagonistische Wirkung am 5-HT3;-Rezeptorkanal
aufweisen, wird trotz der Verdrangung des ar-Curcumens eine Verminderung des
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Kationeninfluxes erzielt. Riyazi!'®® kommt nach Untersuchung einiger Monoterpene des
Ingwerdls zu dem Schluss, dass keine der Reinsubstanzen die Wirksamkeit eines
chemischen Antagonisten erreicht, dass aber viele Substanzen des Ingwerdls zur
antagonistischen Gesamtwirkung am 5-HT3;-Rezeptorkanal beitragen. Die Ergebnisse zur
Wirkung der Sesquiterpene des Ingwerdls bestatigen diese Annahme insofern, dass alle
Sesquiterpene eine 5-HT;-Rezeptorkanal-antagonistische Wirkung aufweisen und damit
zum Gesamteffekt des atherischen Ols beitragen, diesen jedoch nicht allein bewirken. ar-
Curcumen ist als Reinsubstanz eine der wirksamsten Substanzen innerhalb des
atherischen Ingwerdls. Die Ergebnisse aus dem ['“C]Guanidinium-Influx-Assay
verdeutlichen aber auch, dass Wechselwirkungen innerhalb des atherischen Ols nicht nur
additiv sind. Der pharmakologische Effekt einzelner Substanzen wird durch die
Vereinigung mehrerer Komponenten innerhalb des Ols auch abgeschwacht. Trotz dieser
Interaktionen innerhalb der mengenmalRig Uberwiegenden Sesquiterpenfraktion bewirkt
0,4 ul/ml Ingwerdl eine vollstandige Hemmung des Kationeninfluxes. Dies bedeutet, dass
der antiserotonerge Effekt des Ingwerdls entweder durch andere in geringeren Mengen
enthaltene Komponenten oder durch das &therische Ol als Vielstoffgemisch verursacht
wird. Auch die mittels GC/MS-Analytik im Ingwerdl identifizierten Monoterpene Camphen
und a-Pinen bewirken bei Riyazi!" nur in einer hohen Konzentration von 1 mM eine
leichte Hemmung des Kationeninfluxes. Das ebenfalls in dem getesteten &therischen Ol
vorliegende oxidierte Monoterpen 1,8-Cineol inhibiert den [**C]Guanidinium-Influx nicht
und tragt damit als Reinsubstanz nicht zum antagonistischen Gesamteffekt der Ingweréle
am 5-HTs-Rezeptorkanal bei. Die Wirkung des &therischen Ols am 5-HTs;-Rezeptor
kommt also vermutlich durch die Gesamtheit aller Komponenten des &therischen Ols
zustande und nicht durch die Wirkung von wenigen Inhaltsstoffen. Einzelne Substanzen,
wie ar-Curcumen tragen jedoch entscheidend zur Wirkung bei. Wie bereits beschrieben,
ist a-Zingiberen in atherischen Ingwerdlen ein ,Frischeindikator®, der bei Lagerung des
Ols zu ar-Curcumen umgesetzt wird. Bezogen auf den Antagonismus am 5-HTs-
Rezeptorkanal ist ein ar-Curcumen-reiches &therisches Ol anzustreben. Aus
pharmakologischer Sicht ist eine kontrollierte ,Alterung“ des Ingwerdtls daher sogar
vorteilhaft.

Von allen bisher im [*C]Guanidinium-Influx-Assay getesteten Komponenten &atherischer
Ingwerdle inhibiert der Monoterpenaldehyd Citral den Kationeninflux am starksten. Citral
weist zwar, gemessen an den eingesetzten Konzentrationen, nicht die Wirkstarke der
Gingerole auf, kann aber fur die Wirkung des atherischen Ingwerdls durchaus von
Bedeutung sein. Da Citral nicht in allen Ingwerdélen enthalten ist, wurde die Auswirkung
eines bestimmten Citral-Gehalts auf die 5-HT;-Rezeptorkanal-antagonistische Wirkung
des Ingwerdls untersucht. Dazu wurden dem citralarmen/-freien Ingwerdl aus eigener
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Herstellung 5 und 20 % Citral zugesetzt und im [**C]Guanidinium-Influx-Assay getestet.
Diese Konzentrationen entsprechen natirlich vorkommenden Citral-Gehalten in
atherischen Ingwerdlen. Fir Ingwerdle von australischem Ingwer wurden sogar Citral-
Gehalte bis zu 71 % beschrieben™. Ein Gehalt von 20 % entspricht ungefahr den
durchschnittlichen Angaben fiir citralreiche Ingwerdle’". Die Ergebnisse des
["*C]Guanidinium-Influx-Assays zeigen, dass ein Citral-Gehalt von 20 % besonders in
niedrigen Testkonzentrationen von 0,004 pl/ml Ingwerdl die 5-HT3;-Rezeptorkanal-
antagonistische Wirkung des Ols verstarkt. Citral ist ein Gemisch der Sterecisomere Neral
und Geranial. Das fur die Versuche verwendete Citral hat einen Neral/Geranial-Quotient
von 0,88. Wohlmuth et al.”® ermittelten in den von ihnen untersuchten australischen
Ingwerdlen einen relativ konstanten Neral/Geranial-Quotient zwischen 0,55 und 0,64. In
der Literatur variieren die Angaben zum Neral/Geranial-Quotient in weiteren Ingwerdélen
zwischen 0,3 und 0,97 Da der Quotient des verwendeten Citrals in diesem Rahmen
liegt, wurde es fiir die pharmakologischen Untersuchungen im [*C]Guanidinium-Influx-
Assay verwendet. Zur Uberpriifung, ob beide Stereoisomere eine antagonistische
Wirkung am 5-HT3-Rezeptorkanal aufweisen oder ob nur eines der Stereoisomere fir die
Wirkung des Citrals verantwortlich ist, bedarf es weiterer Untersuchungen.

Von den Hauptinhaltsstoffen atherischer Ingweréle weisen Citral und ar-Curcumen die
starkste 5-HTs-Rezeptorkanal-antagonistische Wirkung auf. Riyazi!®® weist darauf hin,
dass als Ausgangsdroge flr die arzneiliche Verwendung Ingwerarten mit einem hohen
Gehalt an atherischem Ol gewahlt werden sollten, weil dieses zur Gesamtwirkung von
Ingwerextrakten beitragt. Die Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit unterstiitzen diese
Aussage. Zusatzlich sollte das atherische Ingwerdl reich an Citral und ar-Curcumen sein,
um die antagonistische Wirkung des Ols am 5-HT;-Rezeptorkanal zu férdern. Der Citral-
Gehalt kann zum einen durch Auswahl citralreicher Ingwerarten und zum anderen durch
schonende Trocknungsmafinahmen erhéht werden. Der ar-Curcumen-Gehalt im Extrakt
ist vermutlich nicht so einfach beeinflussbar wie der des Citrals. Die Oxidation von
a-Zingiberen zu ar-Curcumen wurde bisher nur fir das gelagerte atherische Ol
beschrieben. Ob diese Reaktion auch in gelagerten Rhizomen oder Extrakten stattfindet,
wurde bisher nicht beschrieben. Um einen entsprechenden Gehalt der beiden Substanzen
in einem Extrakt sicherzustellen, kénnten diese auch nachtraglich zugesetzt werden. Die
Verstarkung der 5-HTj;-Rezeptorkanal-antagonistischen Wirkung des Ingwerdls durch
Zusatz von Citral wurde im Rahmen dieser Arbeit bereits gezeigt. Es sollte jedoch noch
einmal betont werden, dass das atherische Ingwerél die Scharfstoffe als Haupt-
wirksubstanzen des Ingwers nur in ihrer Wirkung unterstitzt. Die Auswahl der Ingwerart
zur antiemetischen Therapie sollte also vor allem abhangig vom Scharfstoff-Gehalt
erfolgen. Die richtige Zusammensetzung des é&therischen Ols kénnte den
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antagonistischen Effekt des Gesamtextraktes am 5-HT;-Rezeptorkanal zuséatzlich
verstarken. Aus den Ergebnissen des ['*C]Guanidinium-Influx-Assays kann man
schlussfolgern, dass zur antiemetischen Therapie ein citralreiches Ingwerrhizoms mit
hohem Scharfstoffgehalt angewendet werden sollte.

6.1.2.2 Untersuchung der Rezeptor-Bindungsstelle

Die Bindungsstelle von Inhaltsstoffen des Ingwers wurde bisher nicht identifiziert.
Bindungsstudien durch Abdel-Aziz""! mit dem selektiven 5-HTs;-Rezeptor-Antagonisten
[’H]GR65630 belegen, dass Gingerole und Shogaole den Radioliganden nicht von seiner
Bindungstelle an N1E-115 Zellen und humanen 5-HT3s-Rezeptor-Membranpraparationen
verdrangen. Wie die Ergebnisse der Bindungsstudien in Abb. 5.22 und Abb. 5.23 zeigen,
inhibieren auch die im [*C]Guanidinium-Influx-Assay als wirksam getesteten Inhaltsstoffe
des &therischen Ingwerdls die spezifische Bindung von [*H]JGR65630 nicht. Die
Substanzen scheinen somit allosterisch modulatorisch an einem von der Serotonin- und
Tropisetron-Bindestelle abweichenden Ort am Rezeptor anzugreifen. Die Existenz von
allosterischen Bindungsstellen am 5-HT;-Rezeptor wurde bereits friiher diskutiert. Barann
et all' zeigten 2002, dass Cannabinoid-Rezeptor-Agonisten humane 5-HTsa-
Rezeptoren antagonisieren ohne jedoch die spezifische Bindung des Radioliganden
[’H]GR65630 zu beeinflussen. Des Weiteren wurden an mehreren Rezeptoren innerhalb
der ,Cys-loop“-Superfamilie der Liganden-gesteuerten lonenkanale, zu denen auch der
5-HT;-Rezeptor zahlt, allosterisch modulatorische Bindungsstellen identifiziert: Zum
Beispiel greifen Benzodiazepine, Barbiturate und Ethanol allosterisch an GABAa-
Rezeptoren an'"”l. Auch nicotinerge Acetycholinrezeptoren werden durch endogene
Substanzen wie Steroide, Fettsduren, Serotonin oder Substanz P!"® oder andere
Liganden wie Kristallviolett!”® (iber Angriff an allosterischen Bindungsstellen moduliert.
Eine allosterische Modulation von 5-HT;-Rezeptorkandlen durch die Komponenten des
atherischen Ingwerols ware somit maoglich.

Neben dem Angriff an einer allosterischen Bindungsstelle kénnten auch unspezifische
Effekte der getesteten Substanzen eine Blockade des Kationeninfluxes im
['*C]Guanidinium-Influx-Assays bewirken. Ein unspezifischer Effekt kann nach Barann et
al"® in einer allgemeinen unspezifischen Blockade von lonenkanalen bestehen. Dieser
Effekt kann bestimmt werden, indem man anstelle des Serotonins im [*C]Guanidinium-
Influx-Assay an N1E-Zellen das Alkaloid Veratridin einsetzt, das spannungsabhangige
lonenkanale offnet und so ebenfalls zu einem Kationeninflux fiuhrt. Der Serotonin-
induzierte Kationeninflux wird dann mit dem Veratridin-induzierten Influx verglichen.
Riyazil"®® berichtete im Jahr 2006, dass das &therische Ingwerdl den Veratridin-
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induzierten Kationeninflux nicht beeinflusst. Wie die Versuchsergebnisse in Tab. 5.8
zeigen, inhibieren auch die Komponenten Citral und ar-Curcumen nur den Serotonin-
induzierten ['“C]Guanidinium-Influx, wahrend der Veratridin-induzierte Kationeninflux
statistisch nicht signifikant verandert wird. Diese Ergebnisse zeigen, dass die 5-HT;-
Rezeptorkanal-antagonistisch wirkenden Inhaltsstoffe des Ingwerdls ihren Effekt nicht
Uber allgemeine unspezifische Mechanismen an lonenkanalen vermitteln. Wie bei den
Scharfstoffen des Ingwers kann von einer allosterischen Modulation des 5-HT3-Rezeptors
ausgegangen werden. Ob die Scharfstoffe und die Substanzen des atherischen Ingwerols
an der gleichen Bindungsstelle des Rezeptors angreifen, obliegt weiteren Unter-
suchungen.

6.1.3 Bestimmung der 5-HT;-Rezeptorkanal-antagonistischen Wirkung
eines Ingwer-Spezialextraktes

Ein dliger Ingwer-Spezialextrakt der Firma Finzelberg mit mehr als 25 %
Scharfstoffen wurde im ["C]Guanidinium-Influx-Assay und am Rattenileum getestet und
mit einem zuvor im Arbeitskreis Verspohl untersuchten ethanolischen Ingwer-
Spissumextrakt verglichen. Die Auswirkung des erhohten Scharfstoff-Gehalts auf die
antiserotonerge Wirkung des Extraktes sollte bestimmt werden. Der Scharfstoff-Gehalt
des Spissumextraktes wurde vor Anwendung des Extraktes nicht bestimmt. Somit sind die
beiden Extrakte nur eingeschrankt vergleichbar. Fir methanolische Ingwerextrakte
ermittelten Rai et al.l"®” 2006 mittels HPTLC einen durchschnittlichen [6]-Gingerol-Gehalt
von 6,4 %. In einer weiteren Studie!’®"! enthalt ein methanolischer Ingwerextrakt 3 % und
ein mit Ethylacetat gewonnener Extrakt 1,6 % [6]-Gingerol. Da [6]-Gingerol das
Hauptderivat der Scharfstoffgruppe darstellt, reprasentiert der Gehalt dieses Derivats
ungefahr den Gesamtgehalt an Scharfstoffen. Auch wenn zur Gewinnung des Ingwer-
Spissumextraktes Ethanol anstelle von Methanol oder Ethylacetat verwendet wurde, kann
davon ausgegangen werden, dass der Scharfstoff-Gehalt des Ingwer-Spissumextraktes
bei weitem nicht so hoch ist wie der des Ingwer-Spezialextraktes. Das Ergebnis aus dem
['“C]Guanidinium-Influx-Assay im Kapitel 5.2.1.2 zeigt im Vergleich mit dem von Riyazil'>*!
getesteten Ingwer-Spissumextrakt, dass der Spezialextrakt trotz des hohen Gehalts an
Scharfstoffen nicht starker 5-HT;-Rezeptorkanal-antagonistisch wirksam ist als der
Vergleich. In Testkonzentrationen im Mikrogrammbereich ist die Wirkung des Ingwer-
Spezialextraktes sogar schwacher, in héheren Konzentrationen von 100 pg/ml hemmen
beide Extrakte den Kationeninflux anndhernd gleich stark. Im Gegensatz dazu vermindert
der Spezialextrakt die Serotonin-induzierte Spontankontraktion am lleum der Ratte bereits
in niedrigeren Dosen als der Ingwer-Spissumextrakt und weist damit in diesem Testmodell
eine starkere antiserotonerge Wirksamkeit auf (siehe Kapitel 5.2.3.2). Die
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pharmakologische Testung am isolierten lleum der Ratte stellt ein wesentlich komplexeres
Modell dar als die Testung des Kationeninfluxes an N1E-115-Zellen. Wie in Kapitel 1.1.4
beschrieben, wird die Wirkung des Serotonins im Gastrointestinaltrakt Gber mehrere
Serotoninrezeptoren vermittelt, deren Aktivierung zum Teil zur Ausschittung weiterer
Transmitter wie ACh, CGRP und Substanz P fuhrt, die ihrerseits die Kontraktion des
lleums beeinflussen. Obwohl der Spezialextrakt im ["“C]Guanidinium-Assay den
Kationeninflux nicht starker hemmt als der Spissumextrakt, ist der hemmende Effekt des
Spezialextraktes auf die Serotonin-induzierte Kontraktion des Rattenileums starker. Dies
bedeutet, dass der Spezialextrakt neben der 5-HT;-Rezeptorkanal-antagonistischen
Wirkung starker als der Spissumextrakt mit anderen Rezeptoren interagiert, Uber die
Serotonin eine Kontraktion auslést. Abdel-Aziz!*” zeigte, dass Gingerole und Shogaole
auch die ACh- und Substanz P-induzierten Kontraktionen am isolierten Meer-
schweinchenileum hemmen, was auch hier in Betracht gezogen werden konnte.
Insgesamt zeigt der Spezialextrakt also eine starkere antiserotonerge Wirkung am
isolierten lleum der Ratte als der Spissumextrakt, die Uber andere Mechanismen als die
antagonistische Wirkung am 5-HT;-Rezeptorkanal induziert wird. Warum der
Spezialextrakt trotz eines hdoheren Scharfstoff-Gehalts keine starkere Wirkung auf den
Serotonin-induzierten Kationeninflux an N1E-115 Zellen auslibt als der Spissumextrakt,
konnte nicht geklart werden.

Generell eignet sich das isolierte Rattenileum nur bedingt zur Untersuchung von
Wirkungen an 5-HT3;-Rezeptoren, da Agonisten wie SR57227A und 2-Methyl-5-
hydroxytryptamin nicht oder nur in geringem AusmaR kontrahierend wirken. Riyazil'*®
beschreibt jedoch, dass 100 uM Ondansetron das isolierte Rattenileum leicht relaxieren
und dass die ohne Auswaschen des Antagonisten vorgenommene Maximalkontraktion
des lleums mit Serotonin deutlich schwacher ausfallt als die Kontrollkontraktion. Wie die
Ergebnisse in Abb. 5.27 zeigen, reduziert auch der Spezialextrakt sowohl den Basistonus
vor Serotonin-Zugabe als auch die durch Serotonin induzierte Kontraktion und zeigt somit
eine dem Ondansetron ahnliche, also 5-HT3;-Rezeptor-antagonistische Wirkung am lleum
der Ratte. Das lleum des Meerschweinchens ist zur genauen Untersuchung der Wirkung
von Testsubstanzen an 5-HT;-Rezeptoren besser geeignet als das der Ratte!®”.
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6.1.4 Wirkung von Ingwerextrakten auf die Serotonin-induzierte
Hemmung der Insulinsekretion

Die antidiabetische Wirkung von Ingwerextrakten ist durch in vivo-Studien an Ratten

[83, 172, 182-185] Neben

[183]

mit Streptozotocin-induziertem Diabetes mellitus ausflihrlich belegt
hypoglykamischen Effekten wirken Ingwerextrakte im Tierversuch insulinotrop
induzieren eine Verringerung von Gesamtcholesterol- und Triglycerid-Spiegeln sowie eine

s und sind blutdrucksenkend!'’?. Diese Wirkungen

Steigerung des HDL-Cholesterol
koénnten zur Verbesserung einer diabetischen Stoffwechsellage beitragen. Moglicherweise
ist die antiserotonerge Wirkung von Ingwerextrakten an den antidiabetischen Effekten
beteiligt. Auf die 5-HT3;-Rezeptorkanal-antagonistische Wirkung der Ingwerinhaltsstoffe in
Bezug auf die antiemetische Therapie wurde im Rahmen dieser Arbeit bereits ausfihrlich
eingegangen. Auch weitere Effekte von Ingwerextrakten wie z.B. die anxiolytische

Wirkung werden der 5-HT;-Rezeptorkanal-antagonistischen Wirkung zugeschrieben!'®®..

Serotonin scheint bei der Insulinsekretion aus Insulin-sezernierenden Pankreaszellen eine
besondere Rolle zu spielen. Das Monoamin wird in pankreatische 3-Zellen aufgenommen

(871 Eine Insulinsekretion resultiert

und in den Granula zusammen mit Insulin gespeichert
damit auch in der Ausschiitung von Serotonin®. An INS-1 Zellen wurde mit
*H-Serotonin die Verwendung von Serotonin als Marker fiir die Insulinsekretion
validiert"®. Welche genaue Funktion Serotonin in der B-Zelle hat, ist bisher unklar.
Zawalich et al."™ zeigten in ihrer Untersuchung an isolierten B-Zellen, dass Serotonin in
Konzentrationen von 500 uM die Glucose-induzierte Insulinsekretion inhibiert. Wie bereits
beschrieben, induzierten Serotonin und Serotonin-Rezeptor-Agonisten in unter-
schiedlichen in vivo-Versuchen an Ratten und Mausen Hyperglykamien!'®*""?  Die
Ergebnisse in Kapitel 5.2.4.1 zeigen, dass die von Zawalich et al. beobachtete Hemmung
der Insulinsekretion durch Serotonin auch an INS-1 Zellen eintritt. Serotonin in
Konzentrationen von 32-500 yM hemmt die durch 5,6 mM Glucose stimulierte Insulin-
freisetzung (siehe Abb. 5.28). Riyazi!"®® zeigte, dass niedrigere Serotoninkonzentrationen
zwischen 10 fM und 10 uM keinen Effekt auf die Glucose-stimulierte Insulinsekretion
ausuben. Plasmaserotoninkonzentrationen von 32-500 uM wirden Intoxikationen
bewirken. Man muss aber zwischen systemischen (Blutkreislauf) und lokalen
Konzentrationen (hier: in der Nahe der Insulin-sezernierenden Zellen) unterscheiden.
Lokale Konzentrationen in diesem Bereich koénnten aufgrund der hohen
Serotoninaufnahme-Kapazitat der B-Zellen bei entsprechender Insulinausschittung
auftreten und zu einer Verminderung der weiteren Insulinsekretion flhren.
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In einer in vivo-Studie von Akhani et al.!"? inhibierte ein Ingwer-Presssaft die Serotonin-
induzierte Hyperglykdmie und Hypoinsulinamie an gesunden Ratten und fihrt bei
diabetischen Tieren zu einer signifikanten Zunahme des Insulinspiegels und zu einer
Abnahme des Nichtern-Glucose-Spiegels. Diese Ergebnisse weisen auf einen
antidiabetischen Effekt des Ingwers hin, an dem mdglicherweise antiserotonerge
Wirkungen der Ingwerinhaltsstoffe beteiligt sind. Goyal et al!'® beobachteten nach
Serotonin-Gabe (1-2 mg/kg i.p.) eine dosisabhangige Hyperglykdmie bei normo-
glykdmischen Wistar-Ratten, die durch Gabe des 5-HT,s-Rezeptor-Antagonisten
Sarpogrelat und des 5-HT;-Rezeptor-Antagonisten Ondansetron inhibiert wurde. An der
Wirkung des Serotonins scheinen also 5-HT.4 und 5-HT3-Rezeptoren beteiligt zu sein.

An INS-1 Zellen wurde der Effekt von zwei Ingwerextrakten auf die durch Serotonin
verursachte Hemmung der Insulinsekretion getestet, um den Einfluss der 5-HTs-
Rezeptorkanal-antagonistischen Wirkung des Ingwers auf die Insulinsekretion weiter zu
untersuchen. Dazu wurde durch Bindungsstudien mit dem selektiven SHT;-Rezeptor-
Antagonisten [?HJGR65630 zunachst nachgewiesen, dass der 5-HT;-Rezeptor von dieser
Zelllinie exprimiert wird. In der Literatur ist die Existenz von 5-HT3;-Rezeptoren an (3-Zellen
bisher nicht beschrieben. Die Bindungsstudien an INS-1 und N1E-115 Zellen wurden
unter identischen Bedingungen durchgefiihrt. Die INS-1 Zellen weisen wie erwartet,
gemessen an den cpm-Werten (counts per minute), eine wesentlich geringere Dichte an
5-HT;-Rezeptoren auf als die neuronale N1E-115 Zelllinie. Es findet jedoch durchaus eine
spezifische Bindung des Radioliganden an den Zellen statt, die durch 100 uM Tropisetron
um ca. 35 % verringert wird. Die antagonistische Wirkung der beiden in den Insulin-
sekretionsversuchen eingesetzten Ingwerextrakte am 5-HT;-Rezeptorkanal wurde bereits
im ["“C]Guanidinium-Influx-Assay in dieser Arbeit und bei Riyazi!"® belegt. Wie die
Ergebnisse in Abb. 5.29 und Abb. 5.30 zeigen, inhibieren beide Ingwerextrakte in einer
Konzentration von 1 ug/ml an INS-1 Zellen die durch 100-500 yuM Serotonin induzierte
Hemmung der Insulinsekretion. Zur Uberpriifung, welche Serotoninrezeptoren an der
Serotoninwirkung und somit auch am Effekt der Extrakte beteiligt sind, wurde der Effekt
der Serotonin-Rezeptor-Antagonisten Tropisetron (5-HT3,), Methysergid (5-HT4/257) und
Ketanserin (5-HT.a:+2c) untersucht. Alle drei Antagonisten (siehe Abb. 5.31, Abb. 5.32,
Abb. 5.33) heben in einer Konzentration von 100 uM die durch 100-500 uM Serotonin
induzierte Hemmung der Insulinsekretion auf. Auffallig ist, dass alle Antagonisten
einschlieBlich der Ingwerextrakte in der héheren der jeweils getesteten Konzentrationen
einen signifikanten die Insulinsekretion steigernden  Eigeneffekt aufweisen.
Pharmakologisch gesehen hat ein reiner Antagonist keine eigene Wirkung. In der in vivo-
Studie durch Akhani et al.l"? wurde kein Eigeneffekt des Ingwer-Presssaftes beobachtet.
Der Eigeneffekt der Substanzen ist vermutlich in einem ,Serotonin-Tonus“ der INS-1
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Zellen begriindet. Wie zuvor beschrieben, wird Serotonin gemeinsam mit Insulin aus der
B-Zelle des Pankreas sezerniert. Deeney et al.l"®! validierten die Serotoninfreisetzung als
Marker der Insulinsekretion an der INS-1 Zelllinie und zeigten, dass die Zelllinie im Stande
ist, Serotonin in ihren Granula zu speichern. Die Freisetzung des Serotonins kdnnte
daraufhin eventuell eine Limitierung der Insulinsekretion bewirken. Die eingesetzten
Antagonisten verhindern durch Blockade der jeweiligen Serotoninrezeptoren eine
Verminderung der Insulinsekretion. Bei der Auswertung der Daten muss also beachtet
werden, dass zum einen die Wirkung des endogenen Serotonins der Zellen und zum
anderen die des zugesetzten Serotonins antagonisiert wird.

Der Eigeneffekt der Ingwerextrakte in einer Konzentration von 1 ug/ml entspricht ungefahr
der Steigerung der Insulinsekretion durch 1 ug/ml Glibenclamid. Eine noch starkere
Steigerung der Insulinsekretion wird nur durch 100 uM Tropisetron erreicht. Durch 100 uM
Methysergid und Ketanserin wird nur eine leichte Verstarkung der Insulinsekretion
induziert. Dies zeigt, dass an dem ,Serotonin-Tonus“ der INS-1 Zelle vor allem 5-HT;-
Rezeptoren beteiligt sind. Eventuell spielen in geringem Ausmal} auch 5-HT4-Rezeptoren
eine Rolle, da Tropisetron in hohen Konzentrationen auch 5-HT,-Rezeptoren blockiert. Da
Methysergid und Ketanserin annahernd gleiche Eigeneffekte bewirken, obwohl
Methysergid neben dem 5-HT, Rezeptor noch drei weitere Serotoninrezeptoren blockiert,
kann davon ausgegangen werden, dass 5-HT,-Rezeptoren fir eine leichte Steigerung der
Insulinsekretion verantwortlich sind. Neben 5-HT;-Rezeptoren sind also auch 5-HT,-
Rezeptoren an der Wirkung des Serotonins auf die Insulinsekretion der INS-1 Zelle
beteiligt. Diese Ergebnisse bestatigen somit die Beobachtungen von Goyal et al.!'!.
Betrachtet man die Effekte der Antagonisten auf die durch Zusatz von 100-500 uM
Serotonin verminderte Insulinsekretion, wird deutlich, dass auch hier die Steigerung der
Insulinsekretion durch Tropisetron und die Ingwerextrakte starker ausfallt als durch
Methysergid und Ketanserin. In den meisten Fallen geht die Steigerung der
Insulinsekretion Uber den zuvor bestimmten Eigeneffekt der Substanzen hinaus. Dies
bedeutet, dass neben dem ,Serotonin-Tonus® der Zelle auch die Wirkung des exogen
zugefihrten Serotonins antagonisiert wird. Nur im Fall von 100 uM Tropisetron entspricht
die Steigerung der Insulinsekretion etwa dem Eigeneffekt. Eine Erklarung hierfir kénnte
sein, dass der Eigeneffekt bereits so stark ist, dass keine weitere Steigerung der
Insulinsekretion Uber den Eigeneffekt hinaus mehr moglich ist. Die Ergebnisse zeigen,
dass auch an der durch Serotonin induzierten Hemmung vor allem 5-HT3- und eventuell
5-HT4-Rezeptoren beteiligt sind. Auch in diesem Fall sind die Effekte von Methysergid und
Ketanserin nicht signifikant unterschiedlich, so dass neben dem 5-HT;-Rezeptor-
Antagonismus offensichtlich auch eine 5-HT,-Rezeptor-antagonistische Wirkung zur
Steigerung der Insulinsekretion fuhrt.
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Vergleicht man das Wirkprofil der Extrakte mit dem der chemischen Antagonisten, deutet
vor allem das Ausmal} der Steigerung der Insulinsekretion auf eine dem Tropisetron
ahnliche Wirkung hin, die nur etwas schwacher ausfallt. Dass Ingwerextrakte etwas
schwacher 5-HT;-Rezeptorkanal-antagonistisch wirksam sind als Tropisetron, wurde
bereits im ["“C]Guanidinium-Influx-Assay gezeigt. Des Weiteren konnen auch
antagonistische Wirkungen der Inhaltsstoffe der Ingwerextrakte an 5-HT,-Rezeptoren zur
Wirkung beitragen. Ein toxischer Effekt der Ingwerextrakte, der durch Zerstérung der
Granula zu einer erhdhten Insulinfreisetzung fihren wirde, wurde durch Insulin-
sekretionsversuche in calciumfreiem Medium ausgeschlossen.

Die Ergebnisse des Zellassays bestatigen also die durch Akhani et al.!"”? beschriebene
Hypothese, in der die antiserotonerge Wirkung des Ingwers zur antidiabetischen Wirkung
beitragt. Bisher liegen zur antidiabetischen Wirkung des Ingwers am Menschen keine
Studien vor. Diese sind notwendig, um zu Uberprifen, ob die Ergebnisse des Zellassays
und der in vivo-Versuche an der Ratte auf den menschlichen Organismus Ubertragbar
sind.

6.2 Pfefferminzol

Pfefferminzdl wird in magensaftresistent verkapselter Arzeiform zur Behandlung des
Reizdarmsyndroms eingesetzt. Praparate wie Colpermin® sind bereits im Handel und mit
dieser Indikation zugelassen. Die Mehrzahl der durchgeflihrten klinischen Studien
belegen, dass durch Pfefferminzdl eine statistisch signifikante Verbesserung der RDS-
Symptome erzielt wird (siehe Kapitel 1.4.4). Als Wirkungsmechanismus wird der
konzentrationsabhangige antispasmodische Effekt des Pfefferminzéls und des
(-)-Menthols auf die glatte Muskulatur des Gastrointestinaltrakts beschrieben!'?®!. Dieser
wird zum Teil durch den Calcium-Kanal-modulierenden Effekt des (-)-Menthols bewirkt!"**
31 Neben antispasmodischen Substanzen werden in der Therapie des Reizdarm-
syndroms 5-HT3-Rezeptor-Antagonisten eingesetzt. Wie in Kapitel 1.2.2 beschrieben, ist
eine Rolle des Serotonins an der Pathogenese des RDS wahrscheinlich. Auf die
Involvierung von 5-HT3;-Rezeptoren deutet vor allem die beim RDS auftretende viszerale
Sensibilitat hin, da diese Rezeptoren an der Weiterleitung der Reize vom ENS ans ZNS
entscheidend beteiligt sind. Des Weiteren regulieren 5-HT;-Rezeptoren auch im
Darmnervensystem neben anderen Rezeptoren die Motilitat, die ebenfalls beim RDS
gestort ist. Zur Untersuchung weiterer Wirkungsmechanismen des Pfefferminzéls wurde
im Rahmen dieser Arbeit die 5-HT3;-Rezeptor-antagonistische Wirkung des atherischen
Ols und des (-)-Menthols getestet.
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6.2.1 Pharmakologische Untersuchung zur antagonistischen Wirkung
von Pfefferminzol und (-)-Menthol am 5-HT;-Rezeptorkanal

6.2.1.1 ["*C]Guanidinium-Influx-Assay

Die Ergebnisse des ["“C]Guanidinium-Influx-Assays in Kapitel 5.2.1.3 zeigen, dass
sowohl Pfefferminzél als auch (-)-Menthol den Serotonin-induzierten Kationeninflux in
N1E-115 Zellen konzentrationsabhangig inhibieren. In Konzentrationen Utber 0,1 pl/ml
Pfefferminzél wird der Effekt des atherischen Ols etwa zur Halfte durch (-)-Menthol
verursacht. Am Gesamteffekt des Ols sind also neben (-)-Menthol noch weitere
Komponenten beteiligt. Das Pfefferminzél weist somit eine 5-HT3;-Rezeptorkanal-
antagonistische Wirkung auf, die mdglicherweise die gestoérte Motilitat und viszerale
Sensibilitat beim RDS positiv beeinflusst und neben weiteren Wirkungsmechanismen zum
Gesamteffekt des Pfefferminzdls beitragt.

6.2.1.2 Untersuchung der Rezeptor-Bindungsstelle

Zur Untersuchung der Bindungsstelle des Pfefferminzdls und des (-)-Menthols am
5-HT3;-Rezeptor wurde wie zuvor mit den Substanzen des Ingwerdls eine Bindungsstudie
mit dem selektiven 5-HT;-Rezeptor-Antagonisten [°PH]GR65630 durchgefiihrt (siehe
Kapitel 5.2.2.2). Die spezifische Bindung des Radioliganden wird durch (-)-Menthol in
Konzentrationen bis zu 1 mM nicht verringert. Das Pfefferminzdl zeigt nur in einer hohen
Konzentration von 1 yl/ml eine leichte, wenn auch signifikante Verminderung der
spezifischen Bindung von [°H]GR65630. Eventuell interagiert eine andere Substanz im
Pfefferminzol mit der Bindungsstelle des Radioliganden. Wahrscheinlicher ist aber, dass
durch die hohe Olkonzentration die Bindung des 5-HTs-Rezeptor-Antagonisten aufgrund
lipophiler Effekte beeinflusst wird. Ahnlich wie beim &therischen Ingwerdl scheint der
5-HT;-Rezeptorkanal-antagonistische Effekt des Pfefferminzéls (ber eine allosterische
modulierende Bindungsstelle am 5-HT3;-Rezeptor zu erfolgen. In einigen Literaturstellen
wird beschrieben, dass (-)-Menthol mit lonenkanal-Rezeptoren interagiert. Hall et al."*”
zeigten in Zelltests, dass (-)-Menthol ein potenter positiv allosterischer Modulator an
GABAa-und Glycinrezeptoren ist, die zur gleichen Familie gehéren wie der 5-HT;-
Rezeptor. Des Weiteren wirkt (-)-Menthol lokalanasthetisch!™ und antinozizeptiv!'®'.
Diese Wirkungen werden laut Haeseler et all" eventuell durch Blockade
spannungsabhangiger neuronaler Natrium-Kanale verursacht. (-)-Menthol aktiviert
TRPMB8-Kanale aus der Gruppe der Vanilloid-Rezeptoren und induziert Uber den
folgenden Kationeneinstrom ein Kéltegefiihl''*?.

Zur Uberprifung eines unspezifischen lonenkanaleffekts des Pfefferminzdls und des
(-)-Menthols wurde zusétzlich zum Serotonin-induzierten ["“*C]Guanidinium-Influx an
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N1E-115 Zellen auch der Veratridin-induzierte Kationeninflux bestimmt. Entgegen der
zuvor beschriebenen Wirkung des (-)-Menthols an unterschiedlichen lonenkanalen wird
der Veratridin-induzierte Kationeninflux an spannungsabhangigen Natrium-Kanalen selbst
durch 1 mM (-)-Menthol nicht beeinflusst. Pfefferminzél hingegen hemmt in einer
Konzentration von 0,32 pl/ml sowohl den Serotonin- als auch den Veratridin-induzierten
["“C]Guanidinium-Influx gleich stark um etwa 80 %. Dies bedeutet, dass die
5-HT;-Rezeptorkanal-antagonistische Wirkung des Pfefferminzdls zum einen durch eine
negative allosterische Modulation des 5-HT3;-Rezeptors durch (-)-Menthol erfolgt. Zum
anderen konnten weitere Komponenten des Pfefferminzdls durch eine unspezifische
Blockade von lonenkanalen zum antagonistischen Effekt des &therischen Ols am 5-HT-
Rezeptorkanal beitragen.

6.2.1.3 Antiserotonerge Wirkung von Pfefferminzol und (-)-Menthol am lleum
der Ratte

Die spasmolytische und antispasmodische Wirkung des Pfefferminzdls wurde in
zahlreichen Untersuchungen an isolierten Organen belegt. Eine Ubersicht dieser Studien
wird in einem Review von Grigoleit et al!'”® zur Pharmakologie und praklinischen
Pharmakokinetik des Pfefferminzéls gegeben. Wie die Ergebnisse in Kapitel 5.2.3.1
zeigen, hemmt 0,01-0,32 ul/ml Pfefferminzdl konzentrationsabhangig die durch Serotonin
induzierte Spontankontraktion am lleum der Ratte. Aulerdem (bt Pfefferminzdl einen
konzentrationsabhangigen relaxierenden Eigeneffekt auf den Basistonus des isolierten
Organs aus. Sowohl der hemmende Effekt auf die Kontraktion als auch der relaxierende
Eigeneffekt des Pfefferminzdls werden zum gréften Teil durch (-)-Menthol verursacht. Die
leichte Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve des Menthols im Vergleich zur
Pfefferminzél-Kurve zeigt aber, dass weitere Komponenten des Ols zur Gesamtwirkung
beitragen (siehe Abb. 5.25). Wie bereits beschrieben, wird die spasmolytische Wirkung
des Pfefferminzdls durch die Calcium-Kanal-modulierende Wirkung des (-)-Menthols und
die dadurch induzierte Hemmung des Ca®*-Influxes in glatte Muskelzellen verursacht. Hill
et all"® stellten in Kontraktionsstudien an der isolierten Taenie des Meerschweinchens
fest, dass die durch Serotonin, Histamin und Substanz P induzierte Kontraktion durch
Pfefferminzol nicht-kompetitiv gehemmt wird. Pfefferminzél inhibiert die durch Serotonin
induzierte motorische Antwort wesentlich starker als die der anderen Stimuli. Die im
Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Experimente am isolierten Rattenileum zeigen nur,
dass die Serotonin-induzierte Kontraktion durch Pfefferminzdl inhibiert wird und in
welchem Ausmal (-)-Menthol an der Wirkung des Ols beteiligt ist. Vermutlich ist sowohl
an der antispasmodischen als auch an der spasmolytischen Wirkung des Ols der
Calcium-Kanal-modulatorische Effekt des (-)-Menthols beteiligt. Aufgrund der Ergebnisse
aus dem ["“C]Guanidinium-Influx koénnte aber eine 5-HTs-Rezeptor-antagonistische
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Wirkung ebenfalls an dem Effekt des &therischen Ols beteiligt sein. Ein relaxierender
Eigeneffekt wurde, wie zuvor beschrieben, auch bei dem 5-HT;-Rezeptor-Antagonisten
Ondansetron beobachtet. Weitere Untersuchungen zum Beispiel am isolierten
Meerschweinchenileum mit selektiven 5-HT3;-Rezeptor-Antagonisten und -Agonisten
kénnten mehr Aufschluss Uber eine antagonistische Wirkkomponente des Pfefferminzéls
am 5-HT3-Rezeptorkanal in einem komplexeren Modellen als dem Zell-Assay liefern.

6.2.1.4 Biologische Relevanz der eingesetzten Konzentrationen des
Pfefferminzols

Die in den Untersuchungen eingesetzten Konzentrationen an Pfefferminzdl lagen
zwischen 0,01 und 1 pl/ml. In der RDS-Therapie liegt die Dosierungsempfehlung bei
dreimal taglich 0,2-0,4 ml Pfefferminzdl. Bei Anwendung der hdchsten Dosierung werden
taglich 1,2 ml Pfefferminzél eingenommen. Geht man von einem Verteilungsvolumen von
701 und einer vollstadndigen Resorption der Substanzen des &therischen Ols aus, so
erhalt man eine Konzentration an atherischem Ol von 0,017 pl/ml Kérpervolumen. Diese
Konzentration liegt im unteren Bereich der eingesetzten Konzentrationen und
reprasentiert einen Effekt an 5-HT3;-Rezeptoren auflerhalb des enterischen
Nervensystems wie zum Beispiel den Afferenzen zum ZNS. Die héheren getesteten
Konzentrationen zeigen mdgliche Effekte im Darmnervensystem. Aufgrund der
magensaftresistenten Formulierung der Pfefferminzdl-Praparate ergeben sich im
Darmbereich wesentlich héhere Konzentrationen des Wirkstoffs als im Plasma.
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7 Zusammenfassung
Ingwer

Pharmakologische Untersuchung zur antiemetischen Wirkung des Ingwers

Das &atherische Ol des Ingwerwurzelstocks (Zingiberis rhizoma) weist eine
antagonistische Wirkung am 5-HT;-Rezeptorkanal auf und tragt damit in einem
Gesamtextrakt zur antiemetischen Wirksamkeit des Ingwers bei. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob und in welchem Ausmal} die im Ingwerdl als
Hauptbestandteile enthaltenen Sesquiterpenkohlenwasserstoffe ar-Curcumen, a-Zingi-
beren, (E,E)-a-Farnesen, B-Bisabolen und B-Sesquiphellandren und der Monoterpen-
aldehyd Citral an der antiserotonergen Wirkung des atherischen Ingwerdéls maf3geblich
beteiligt sind. In einem in vitro-Assay wurde durch Bestimmung des Kationeninfluxes in
N1E-115 Zellen die antagonistische Wirkung der zuvor aus dem atherischen Ingwerdl
isolierten Hauptinhaltsstoffe am 5-HT;-Rezeptorkanal getestet. Mittels Bindungsstudien
wurde die Rezeptorbindungsstelle untersucht.

Ergebnisse

e Jede der getesteten Substanzen hemmt den Kationeninflux konzentrations-
abhangig.

e Gemessen an den eingesetzten Konzentrationen weist Citral, gefolgt von
ar-Curcumen, den starksten antagonistischen Effekt am 5-HT3;-Rezeptorkanal auf,
wahrend a-Zingiberen die schwachste antagonistische Wirkung zeigt.

e Die gesamte Sesquiterpenfraktion verursacht trotz eines hohen Anteils am Ol von
80 % nur ca. 46 % der Wirkung des Ingwerdls.

e Citral, das abhangig von der Herkunft des Ingwers als Hauptbestandteil im
Ingwerdl vorkommen kann, verstarkt nach Zusatz zu einem citralfreien Ingwerél
dessen 5-HT;-Rezeptorkanal-antagonistische Wirkung.

e In Bindungsstudien mit dem selektiven 5-HTj;-Rezeptor-Antagonisten
[’H]GR65630 vermindern weder das &therische Ingwerdl, noch die Rein-
substanzen Citral und ar-Curcumen die spezifische Bindung des Radioliganden.



142 7  Zusammenfassung

Schlussfolgerungen

e Die Gesamtwirkung des &therischen Ols kommt zum einen durch additive
Wirkungen einzelner Hauptkomponenten zustande. Das Monoterpen Citral und die
Sesquiterpenkohlenwasserstoffe, hier vor allem ar-Curcumen, sind bedeutend an
der antagonistischen Wirkung des Ingwerdls am 5-HT;-Rezeptor beteiligt. Zum
anderen tragen auch Inhaltsstoffe mit geringer Konzentration oder Interaktionen
der Substanzen im Vielstoffgemisch des Ingweréls zur Gesamtwirkung bei.

e ar-Curcumen, das bei Lagerung aus a-Zingiberen gebildet wird, weist eine
starkere antagonistische Wirkung am 5-HT;-Rezeptorkanal auf als a-Zingiberen.
Eine kontrollierte Lagerung des Ols zur Erhéhung des ar-Curcumen-Anteils ware
bezlglich der antiserotonergen Wirkung von Vorteil.

o Die 5-HT3;-Rezeptorkanal-antagonistischen Komponenten des Ingwerdls wirken
nicht Gber einen kompetitiven Mechanismus an der Bindungsstelle des Serotonins.

e Eventuell modulieren die Ingwerdlbestandteile den 5-HT;-Rezeptorkanal lber eine
allosterische Bindungsstelle. Die ldentifizierung dieser Bindungsstelle kénnte zur
weiteren Aufklarung des Wirkungsmechanismus der Substanzen beitragen.

e Bei der Auswahl von Ingwer zur antiemetischen Therapie sollte auf einen
moglichst hohen Gehalt an atherischem Ol geachtet werden. Ideal wére ein citral-
reicher Ingwer mit hohem Scharfstoff-Gehalt.

e Zur besseren Vergleichbarkeit klinischer Studien zur antiemetischen Wirkung des
Ingwers sollten diese mit standardisierten Extrakten durchgefiihrt werden. Neben
einem ausreichenden Scharfstoff-Gehalt sollte auch der Gehalt des atherischen
Ols und bestimmter Komponenten wie ar-Curcumen und Citral standardisiert

werden.

Pharmakologische Untersuchungen zum antidiabetischen Wirkungs-
mechanismus des Ingwers

In in vivo-Tierversuchen wurde eine positive Wirkung von Ingwer bei einer
diabetischen Stoffwechsellage belegt. Der Wirkungsmechanismus wurde bisher nur wenig
untersucht. Durch Insulinsekretionsversuche an INS-1 Zellen wurde getestet, ob die
antagonistische Wirkung am 5-HT;-Rezeptorkanal flr die antidiabetische Wirkung des
Ingwers von Bedeutung sein kdnnte.

Ergebnisse

e Der selektive 5-HT;-Rezeptor-Antagonist ["H]JGR65630 bindet spezifisch an INS-1
Zellen; 35 % der spezifischen Bindung ist durch Tropisetron antagonisierbar.
e Serotonin vermindert die durch Glucose stimulierte Insulinsekretion.
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e Ingwerextrakte bewirken als Eigeneffekt eine Steigerung der Insulinsekretion, die
nicht gering ist im Vergleich zu Glibenclamid.

e Die chemischen Serotoninrezeptor-Antagonisten  Tropisetron  (5-HTga),
Methysergid (5-HT4257) und Ketanserin (5-HT,a+oc) Uben einen die Insulin-
sekretion steigernden Eigeneffekt aus. Tropisetron steigert die Sekretion Gber die
Wirkung des Glibenclamids hinaus. Methysergid und Ketanserin bewirken eine nur
geringe Verstarkung der Insulinsekretion in ungefahr gleichem Ausmal.

e Ingwerextrakte inhibieren die Hemmung der Insulinsekretion durch Serotonin und
steigern die Sekretion tber den Eigeneffekt hinaus.

e Tropisetron, Methysergid und Ketanserin inhibieren die durch Serotonin
verminderte Insulinsekretion.

o Methysergid und Ketanserin steigern die Sekretion iber den Eigeneffekt hinaus.
Die Effekte dieser beiden Serotoninrezeptor-Antagonisten unterscheiden sich nicht
statistisch signifikant voneinander.

Schlussfolgerungen

o INS-1 Zellen verfiigen tber 5-HT3;-Rezeptoren.

e Serotonin, das in den Granula mit Insulin gespeichert ist, wird gemeinsam mit
Insulin sezerniert und inhibiert vor allem Uber die Aktivierung von 5-HT;-
Rezeptoren und in geringerem MalRe von 5-HT,-Rezeptoren eine weitere
Insulinsekretion. Dies zeigen die Eigeneffekte der Serotoninrezeptor-Antagonisten.

o Exogen zugesetztes Serotonin fiuhrt vermutlich Uber die zuvor genannten
Serotoninrezeptoren zu einer verminderten Insulinsekretion.

o Diese verminderte Insulinsekretion wird durch Zugabe der Ingwerextrakte inhibiert.
Die dem Tropisetron ahnliche Wirkung der Extrakte zeigt, dass die Steigerung der
Insulinsekretion vor allem Uber die 5-HT;-Rezeptorkanal-antagonistische Wirkung
erfolgt; in geringerem Malie kann auch ein 5-HT,-Rezeptor-antagonistischer Effekt
zur Steigerung der Insulinsekretion durch die Ingwerextrakte beitragen.

e Eine antidiabetische Wirkung des Ingwers koénnte durchaus in seiner
antiserotonergen Wirkung begriindet sein.
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Pfefferminzol

Pfefferminz6él vermindert die Symptome des Reizdarmsyndroms. Serotonin ist

vermutlich unter anderem Uber die Wirkung an 5-HT3;-Rezeptoren an der Pathogenese

des Reizdarmsyndroms beteiligt. Zur Untersuchung einer mdglichen antagonistischen

Wirkung des Pfefferminzéls am 5-HT;-Rezeptorkanal wurden Kationeninflux-Versuche,

Bindungsstudien und Kontraktionsversuche am lleum der Ratte durchgefihrt.

Ergebnisse

Pfefferminzél und sein Hauptbestandteil (-)-Menthol hemmen konzentrations-
abhangig den Kationeninflux an N1E-115 Zellen. (-)-Menthol bewirkt ungefahr die
Halfte der Wirkung des atherischen Ols.

Beide Substanzen verdrangen nicht den 5-HT;-Rezeptor-Antagonisten
[’H]GR65630 von seiner Bindungsstelle.

Pfefferminzol zeigt unspezifische lonenkanaleffekte, (-)-Menthol dagegen nicht.
Am isolierten lleum der Ratte vermindern sowohl das &therische Ol als auch
(-)-Menthol die durch Serotonin induzierte Spontankontraktion; beide Substanzen
Uben einen relaxierenden Eigeneffekt auf den Basistonus des Organs aus. Die
Wirkung des &therischen Ols wird zu einem groBen Teil durch (-)-Menthol
verursacht, daneben sind jedoch weitere Komponenten des Pfefferminzdls an der
Gesamtwirkung beteiligt.

Schlussfolgerungen

Pfefferminzol weist eine antagonistische Wirkung am 5-HT;-Rezeptorkanal auf, die
zum einen durch einen unspezifischen lonenkanaleffekt und zum anderen durch
die antagonistische Wirkung des (-)-Menthols am 5-HT3;-Rezeptorkanal zustande
kommt.

Pfefferminzol und (-)-Menthol greifen nicht an der Bindungsstelle des Serotonins
an, sondern modulieren den Rezeptor mdéglicherweise Uber eine allosterische
Bindungsstelle, die bisher nicht identifiziert wurde.

Die antispasmodischen und relaxierenden Effekte des Pfefferminzdls und des
(-)-Menthols am lleum der Ratte sind vermutlich zu einem grofRRen Teil durch die
bereits bewiesene Calcium-Kanal-modulierende Wirkung der Testsubstanzen
begriindet. Eventuell tragt zusatzlich auch ein antagonistischer Effekt am 5-HT,-
Rezeptorkanal zur Wirkung bei.

Die Wirksamkeit des Pfefferminzéls in der Therapie des Reizdarmsyndroms
kdnnte also neben weiteren Wirkungsmechanismen auch auf einer 5-HT,-
Rezeptorkanal-antagonistischen Wirkung des Ols und des (-)-Menthols beruhen.
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