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Abstract

Die Anwendung von Birkenblattern (Betulae folium) erfolgt zur Durchspulung
der Harnwege. In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkungsweise der
Birkenblatter auf verschiedenen Ebenen der Phytopharmakaforschung
untersucht. Zunachst wurde in-vitro die Beeinflussung der Metallopeptidasen
Neutrale Endopeptidase (NEP, EC 3.4.24.11), Angiotensin-Converting-Enzym
(ACE, EC 3.4.15.1) und Leucin-Aminopeptidase (LAP, EC 3.4.11.2) durch
Birkenblatterextrakte, -fraktionen und reine Naturstoffe untersucht. Die
Auftrennung eines Methanol- und eines Ethylacetatextraktes fuhrte nicht zur
Gewinnung einzelner, flr die Gesamtwirkungen der Extrakte verantwortlichen
Fraktionen bzw. Komponenten. Die Eigenschaft der Flavonoide als
wirksamkeitsmitbestimmende Inhaltsstoffe konnte jedoch bestatigt werden. Ein
systematisches Screening von Flavonoiden ergab u.a., dass das Ausmal} der
Enzymhemmung von der Anzahl der freien phenolischen OH-Funktionen
bestimmt wurde und dass Flavonoidaglyka starker die Enzyme hemmten, als
die im Pflanzenmaterial vorliegenden Glykoside (ICsoNEP: Myricetin 42 ymol/I,
Quercetin 192 umol/l). Die in der Birkenrinde vorkommenden Triterpene
Betulinsaure und Betulinol wurden als starke Inhibitoren der LAP erkannt
(ICs50 7,3 £ 1,4 bzw. 8,8 £ 1,78 umol/l). In einem nachsten Abschnitt der Arbeit
wurden die Absorptionseigenschaften von Hyperosid und Rutin mit einem In-
vitro-Perfusionsmodell am isolierten Rattendlinndarm untersucht. Sowohl Rutin
als auch Hyperosid traten unverandert als Glykoside durch den Darm in das
Akzeptorkompartiment Uber. Auch in Form eines Birkenblatterextraktes wurde
Hyperosid am Rattendunndarm absorbiert, der Extrakt veranderte jedoch nicht
die Absorptionsrate. Als Mechanismus wurde der passive Transport durch die
Poren der Tight junctions der Dunndarmzellen angenommen. Abschlieend
wurde eine Pilotstudie (n=14) durchgefuhrt, in der das ausgeschiedene
Harnvolumen nach einmaliger Einnahme eines Birkenblattertees im Vergleich
zu einer entsprechenden Menge Leitungswasser bestimmt wurde. Bei 50 % der
Probanden wurde innerhalb der vierstundigen Testphase eine Zunahme der
Harnproduktion beobachtet, bei den anderen 50 % stellte sich eine
gegensatzliche Reaktion auf Tee und Placebo ein. Eine signifikante Erhéhung
der Harnproduktion konnte somit, unter dem angegebenen Studiendesign, nicht

nachgewiesen werden.



Abstract

Irrigation of the urinary tract is the therapeutic indication for Birch leaf (Betulae
folium). In the present thesis, effects and efficacy of Birch leaves were
investigated in various fields of medicinal plant research. The effects of Birch
leaf extracts, their fractions, and pure natural compounds on the
metallopeptidases - Neutral Endopeptidase (NEP, EC 3.4.24.11), Angiotensin
Converting Enzyme (ACE, EC 3.4.15.1), and Leucine Aminopeptidase (LAP,
EC 3.4.11.2) - were investigated in vitro. Phytochemical separation of extracts
obtained by methanol and ethyl acetate did not result in more active fractions
compared to those of the whole extracts. The ability of flavonoids to contribute
to the efficacy reached by Birch leaf extracts, could be confirmed. A systematic
screening could show that the inhibitory potency of flavonoids is dependent on
the number of phenolic hydroxyl functions in their chemical structure. Aglycones
of flavonoids were more active than their corresponding glycosides occurring in
the plant material (ICso NEP: myricetin 42 ymol/l, quercetin 192 pmol/l). Betulinic
acid and betulinol, triterpenes of the bark of Betula, inhibited LAP strongly by
reaching an ICsy of 7,3+1,4 pmol/l and 8,8 £ 1,78 umol/l, respectively.
Furthermore, this thesis showed the absorption profiles of hyperoside and rutin
in an isolated small intestine model of the rat. Both glycosides were detected in
the acceptor compartment without being metabolised. Administration of
hyperoside by a Birch leaf extract did not influence the absorption rate. A
passive transport through the pores of the tight junctions, localized between the
intestinal cells, was considered to be the mechanism of absorption of the
flavonol glycosides. Finally, a human pilot study (n=14) was carried out. The
excreted urinary volume was determined after a single intake of a Birch leaf
infusion or tap water. An increased urine output after 4 hours of the test period
was found in 50% of the volunteers. In the contrary, an opposite effect was
determined in 50% of the volunteers after administration of the herbal infusion
and of a placebo solution. Thus, no significant increase of urine volume could

be observed under these test conditions.
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1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNGEN
1.1  Uberblick zu Birke und Birkenblittern (Betulae folium)
1.1.1 Botanik

Die Gattung Betula ist in den gemaligten bis subarktischen Zonen der
Nordhalbkugel verbreitet, die meisten der etwa 60 Arten sind in Zentral- und
Ostasien heimisch. In Deutschland sind vier Arten heimisch, haufig anzutreffen
sind die Hange-Birke (Betula pendula Roth) und die an feuchtere Standorte
gebundene Moor-Birke (Betula pubescens Ehrh.). Seltenere, geschutzte Arten
sind die Zwerg-Birke (Betula nana L.) und die Niedrige Birke (Betula humilis
Schrank). Birken neigen zu Bastardisierung, Zwischenformen der Hange- und
Moorbirke kommen vor, ebenso sind zahlreiche Gartenformen gezlchtet
worden. Eine weitere heimische Gattung der Birkengewachse (Betulaceae) ist
die Erle (Alnus). Pflanzen der Familie Betulaceae sind einhdusige Baume oder
Straucher mit eingeschlechtigen Bliten in Katzchen. Das Perianth ist stark
reduziert oder fehlend, da die Bestaubung durch den Wind erfolgt. Frichte sind
gefligelte NUsse. Die beiden haufigsten Birken-Arten lassen sich von einander
durch die folgenden Merkmale unterscheiden. Betula pendula Roth hat einen
geraden Stamm und Uberhangende Zweige, die Blatter sind dreieckig-
rautenfdrmig mit kaum abgerundeten Seitenecken, die Aste von Betula
pubescens Ehrh. wachsen hingegen aufsteigend, die Blatter sind eiformiger und
wie die jungen Zweige samtig behaart. Eine weille Rinde ist fur beide Arten
charakteristisch (Schubert et al. 1994, Czygan 1989, Steinecke und Schubert
2001, Schutzgemeinschaft Deutscher Wald e.V. 2001).

1.1.2 Pharmazeutische Anwendung

Die Birke ist wegen ihrer weiten Verbreitung eine traditionelle Arzneipflanze in
vielen europaischen Landern. Volksmedizinisch genutzt werden die Blatter
(Betulae folium), die Rinde (Betulae cortex) zur Gewinnung des Birkenteers
(Betulae pix), die Knospen (Betulae gemmae) und der durch Bohrungen in den
Stammen ausgetretene Blutungssaft (Betulae succus) (Gorecki und Seiz 1992,
Czygan 1989).



Abbildung 1: Zweige von Betula pendula Roth, unten mit ¢ und & Blitenstanden,
oben mit Frichtstanden (nach Volak und Stodola 1983)
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Abbildung 2: Hyperosid, das Hauptflavonoid der Birkenblatter
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Seit dem Erscheinen des DAB 7 (1968), ohne die Ubernahme des Birkenteers
(Pix betulina DAB 6), ist nur noch die Droge Birkenblatter mit einer
Monographie im Arzneibuch vertreten. 1998 wurde die Monographie neu in die
Ph.Eur. aufgenommen. Als drogenliefernde Arten sind Betula pendula Roth und

B. pubescens Ehrh., sowie Hybriden beider Arten zugelassen.

In der Blattdroge sind Flavonoide vom Flavonoltyp, hauptsachlich Quercetin-
und Myricetinglykoside enthalten. Einen Mindestgehalt von 1,5 % Flavonoide,
berechnet als Hyperosid, fordert die Definition der Droge nach Ph. Eur., der
Gehalt der getrockneten Blatter liegt normalerweise bei 2-3 %. Weitere
phenolische Inhaltsstoffe sind Phenolcarbonsauren, Gallussaurederivate und
Proanthocyanidine. Die Droge enhalt entgegen friheren Angaben keine
Saponine. Die Identifizierung von Triterpenestern und nicht von -glykosiden war
das Resultat der Suche nach den hamolytisch wirksamen Komponenten der
Birkenblatter. Weiterhin sind Ascorbinsaure, atherisches Ol und mineralische
Bestandteile, insbesondere Kaliumsalze, in den getrockneten Blattern enthalten
(Hansel und Hérhammer 1954, Rickling und Glombitza 1993, Gorecki und Seiz
1992, Czygan 1989, Wichtl 1999).

(0]

1Ri=H R;=H

2R{=0H R,=H

Abbildung 3: Dammaranverbindungen in Birkenblattern (nach Rickling und Glombitza 1993)
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In der Volksmedizin werden Birkenblatter als Tee wegen ihrer harntreibenden
Wirkung zur ,Blutreinigung® in Fruhjahrskuren, bei Gicht und Rheuma, sowie
weiterhin bei Haarausfall und Hautausschlag angewendet (Gorecki und Seiz
1992, Czygan 1989).

Die Kommission E des BGA bewertete 1986 die Droge positiv und beschrankte
die wissenschaftlich akzeptierte Anwendung auf die Durchspulung bei
bakteriellen und entzindlichen Erkrankungen der ableitenden Harnwege und
bei Nierengrie, sowie zur unterstitzenden Behandlung rheumatischer
Beschwerden. Auf europaischer Ebene wurden die Birkenblatter 1996 von der
ESCOP ebenfalls positiv monographiert. Als Indikation wurde die Durchspulung
der Harnwege bei Entzindungen und Nierengriel3, sowie die Anwendung als
Adjuvans bei der Behandlung bakterieller Infektionen der Harnwege
angegeben. Als Dosierung wird die mehrmalige tagliche Einnahme von 2-3 g
Droge empfohlen, die Anwendung kann als Drogenaufguss, Trockenextrakt,

Tinktur oder Frischpflanzenpresssaft erfolgen.

In der Praxis werden Birkenblatter Uberwiegend in Form von Arzneitees
angewendet, haufig als Blasen-und-Nieren-Tee in der Kombination mit anderen
Drogen, z.B. Goldrutenkraut, = Schachtelhalmkraut, = Hauhechelwurzel,
Orthosiphonblattern und Barentraubenblattern. Fertigarzneimittel enthalten
Trockenextrakte aus Birkenblattern, die ebenfalls mit Wasser als Auszugmittel

hergestellt werden.

Grundlage der positiven Aufbereitungsmonographien von BGA und ESCOP war
insbesondere der Wirkungsnachweis fur alkoholische und wasserige
Birkenblatterauszige an Ratten durch Schilcher und Rau (1988).
Vorhergehende Untersuchungen erfolgten ebenfalls als Tierversuche und lagen
mehrere Jahrzehnte zurlick. Durch Schilcher wurde auch der Begriff der
Aquarese eingefuhrt. Pflanzliche Zubereitungen fuhrten nach Bilanzrechnung
der Elektrolyte bei einer Steigerung der Harnausscheidung, im Unterschied zu
den synthetischen Diuretika (Saluretika), zu keiner vermehrten Ausscheidung
von Na’-, K*- oder Cl-lonen. Deshalb sollten pflanzliche ,Diuretika“, so auch die
Birkenblatter, korrekter als Aquaretika oder Durchspulungsmittel bezeichnet
werden (Schilcher 1992).
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Die wirksamen Drogeninhaltsstoffe der Birkenblatter sind nicht genau bekannt,
einerseits korrelierte der aquaretische Effekt mit der Flavonoidkonzentration,
andererseits konnen auch die Elektrolyte in der Droge einen Beitrag zur
harntreibenden Wirkung leisten. Fir die Birkenblatter muss daher die Droge
bzw. der Gesamtextrakt als Wirkstoff angesehen werden. Der geforderte Gehalt
an Flavonoiden in der Droge ist demnach ein Mal fur die Drogenqualitat. Bei
der Zubereitung von Tees oder der Einnahme von Fertigarzneimitteln sollten die
Dosierungshinweise nach ESCOP hinsichtlich der Drogenmenge Birkenblatter
eingehalten werden (Schilcher und Rau 1988, Gorecki und Seiz 1992,
Nahrstedt 1993, Betulae folium (ESCOP-Monographie), Dingermann 2000).

1.2 Metallopeptidasen — Begriffsdefinition, Molekularbiologie

Etwa ein Drittel der bekannten Enzyme bendtigt Metallionen, um eine optimale
bzw. vollstandige katalytische Aktivitat zu besitzen. Metallionen dienen
einerseits der Bildung und Stabilisierung der aktiven Enzymstruktur, sehr haufig
(ibernehmen Ca**-lonen diese Funktion, andererseits sind insbesondere die
lonen von Nebengruppenelementen unmittelbar an der Katalysefunktion
beteiligt. Der bedeutendste dieser Cofaktoren in der Natur ist das Zn?*-lon
(Schellenberger 1989).

Metallopeptidasen bzw. —proteasen sind Peptidasen, die fur ihre
Katalysefunktion Metallionen, in der Regel Zink, als Cofaktoren bendtigen. Das
Kation wird durch Chelatstrukturen an das Protein gebunden, das Substrat und
ein Wassermolekll bilden weitere Liganden. Durch die Eigenschaft des
Zentralatoms des Chelatkomplexes als Lewissaure wird das Substrat
polarisiert, d.h. der Carbonylsauerstoff wird elektrophil. Das Wassermolekul
wird ebenfalls durch die Wechselwirkung mit dem Metallion aktiviert, es reagiert
nucleophil. Das Ergebnis der Reaktion zwischen elektrophilem und
nucleophilem Partner ist die hydrolytische Spaltung einer Peptidbindung des
Substrates (Schellenberger 1989, Hooper 1996). Alle Metallopeptidasen bzw.
-proteasen werden bei der EC-Klassifizierung der Enzymklasse 3.4.
zugeordnet, wobei an Peptidasen die Codierungen 3.4.11 bis 3.4.19 vergeben
werden. Innerhalb der Proteasen bilden die Metallo-Proteasen die eigene
Gruppe 3.4.24 (Teuscher 1997).
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In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Naturstoffen auf die Aktivitat
der Metallo-Protease Neutrale Endopeptidase (NEP; EC 3.4.24.11), der
Peptidyl-Dipeptidase Angiotensin-Converting-Enzym (ACE; EC 3.4.15.1) und
der Aminopeptidase Leucin-Aminopeptidase (LAP; EC 3.4.11.2) untersucht.
Trotz verschiedener EC-Klassifizierung, aufgrund der Aminosaurezahl der
Spaltungsprodukte, besitzen die drei Enzyme grofe Ahnlichkeit im Aufbau des
aktiven Zentrums. Nach Art der zinkbindenden Liganden (hier His, His, Glu),
deren Anordnung in der Aminosauresequenz sowie der Beteiligung weiterer
Aminosauren (hier Glu) an der Katalyse, wurden alle drei Enzyme der Familie
,Gluzincins®  zugeordnet (Hooper 1994). Bei der Entwicklung von
Enzyminhibitoren wurden Substanzen synthetisiert, die als ,mixed inhibitors®
mehrere Metallopeptidasen in ihrer Aktivitat hemmen. Als Beispiele seien fur
eine  NEP-LAP-Kombination Kelatorphan und als NEP-ACE-Inhibitoren
Mixanpril und Omapatrilat aufgefiihrt (Beaumont et al. 1996, Trippodo et al.
1998).

Eine weitere Gemeinsamkeit der in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Enzyme ist ihre Lokalisation in bzw. an der Zelle. Als Ektoenzyme sind sie an
der AulRenseite der Zellmembran lokalisiert. Neben einem kurzen intrazellularen
Bereich und einer Trans-Membran-Region ragt deren Hauptteil, einschlieRlich
des aktiven Zentrums, in den Extrazellularraum hinein (Vlahovic und Stefanovic
1998, Konkoy und Davis 1996).

1.3 Physiologische Bedeutung der untersuchten Enzyme

NEP, ACE und LAP sind als Peptidasen fur die Spaltung von Peptidhormonen
bzw. Neuropeptiden verantwortlich, je nach Substrat kann dieser Abbau
Aktivierung oder Inaktivierung des entsprechenden Hormons bedeuten.
Peptidhormone sind hydrophil und daher nicht in der Lage, die Zellmembran zu
passieren, deshalb wird ihr Hormonsignal Uber Rezeptoren an der Zellmembran
vermittelt. Auch ihr Abbau erfolgt durch an der Zelloberflache lokalisierte
Ektoenzyme. Uber die Hormonausschiittung und die Expression dieser
Rezeptoren und Enzyme reguliert der Organismus auf drei Ebenen die

verschiedensten physiologischen Parameter.
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Die physiologische Bedeutung und die gezielte pharmakologische Nutzbarkeit
von Inhibitoren der einzelnen, fur den Peptidabbau verantwortlichen Enzyme

ergibt sich aus deren Substratspezifitat und Gewebeverteilung.

1.3.1 NEP (EC 3.4.24.11)

Durch NEP werden Oligopeptide auf der N-terminalen Seite von hydrophoben
Aminosauren (Phe, Met, Leu) gespalten, wichtige Substrate sind die
natriuretischen Peptide, Enkephaline und Bradykinin. Das Enzym ist im
Organismus in vielen Geweben nachweisbar, in der Peripherie sind besonders
die Burstensaummembranen von Niere und Darm durch starke NEP-Aktivitat
gekennzeichnet. Da im ZNS die NEP als synaptische Peptidase wesentlich zum
Abbau der opioiden Peptide beitragt, erhielt sie auch die Bezeichnung
,Enkephalinase®. Weiterhin stellte sich heraus, dass die Antigene KELL
(Oberflachen-Antigen von Erythrocyten), CALLA (common acute lymphoblastic
leukaemia antigen) und CD10 (Cluster-Diffenzierungs-Antigen an Leukozyten)
mit NEP identisch sind (Kenny 1986, Beaumont et al. 1996, Turner und
Tanzawa 1997, Koehne 1997, Walter et al. 1997).

NEP-Inhibitoren wurden anfanglich mit dem Ziel entwickelt, durch eine
Halbwertszeitverlangerung der endogenen Opioide eine physiologische
Analgesie zu erzeugen. Bislang haben die Untersuchungen auf diesem Gebiet,
auch mit neu entwickelten dualen NEP-LAP-Inhibitoren, das Stadium der
pharmakologischen Testungen im Tierversuch noch nicht Gberschritten (Chipkin
1986, Beaumont et al. 1996, Chen et al. 2001). Durch chemische
Strukturveranderungen der NEP-Inhibitoren wurden pharmakologische
Wirkungen in anderen Geweben erreicht. So kann die Erhohung der
Enkephalinkonzentration im Darm durch NEP-Hemmstoffe therapeutisch
genutzt werden. Der antidiarrhoische Effekt des NEP-Inhibitors Racecadotril
(syn. Acetorphan, Tiorfan®) ist vergleichbar mit der Wirkung von Loperamid,
einem in der Praxis bewahrten Opiat-Rezeptor-Agonisten (Beaumont et al.
1996, Schwartz 2000).

Die Funktion der renalen NEP im Burstensaum des proximalen Tubulus besteht
in der Inaktivierung von zirkulierendem Atrialen Natriuretischen Peptid (ANP)
sowie dessen Homologen, B- und C-Typ-natriuretisches Peptid und Urodilatin.

ANP, ein zyklisches Peptid aus 28 Aminosauren, wird von den Myozyten der
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Herzvorhofe als Antwort auf den Stimulus von Dehnungsrezeptoren freigesetzt.
Speicherform ist ein Prekursor mit einer Kettenlange von 126 Aminosauren,
deshalb wird ANP auch mit der Zahlung (99-126) aufgefuhrt. Die Effekte, die
von ANP ausgeldst werden, wirken der Ursache der Freisetztung, d.h. der
erhohten Volumenbelastung entgegen. ANP steigert die renale Natrium- und
Wasserausscheidung durch Erhdhung der glomerularen Filtrationsrate und
Hemmung der tubuldren Rickresorption von Na*-lonen. Auf das GefaRsystem
hat ANP eine vasodilatierende Wirkung (s. Abbildung 4). Die Inaktivierung des
Hormons erfolgt durch NEP durch die Spaltung der Cys'®-Phe'®-Bindung

105 121

unter Aufhebung der Ringstruktur, die durch die Sulfidbriicke Cys ™-Cys

gebildet wurde.

Durch die Verlangerung der Wirkung von endogenem ANP leitete sich die
mogliche Anwendung von NEP-Inhibitoren als neuartige Diuretika bzw.
Antihypertonika ab. Nach Versuchen an verschiedenen Hypertonie-
Tiermodellen mit NEP-Inhibitoren wurden insbesondere mit Candoxatril
klinische Studien durchgeflhrt, die eine diuretische und natriuretische
Wirksamkeit belegten. Da aber keine signifikante Blutdrucksenkung durch NEP-
Inhibitoren zu erzielen war, verursacht durch einen kompensatorischen Anstieg
des Angiotensin-1I-Spiegels, wurde die Entwicklung neuer Arzneistoffe auf die
Erforschung dualer NEP-ACE-Inhibitoren verlagert (s. Abbildung 4). Als erster
Vertreter dieser neuen Arzneistoffklasse wird Omapatrilat (Vanlev®) zugelassen
werden. Weitere Substanzen befinden sich bereits in der klinischen Prufung,
wie z.B. Fasidotril oder Sampatrilat (Schwartz et al. 1990, Good et al. 1995,
Koehne 1997, Walter et al. 1997, Forssmann et al. 1998, Trippodo et al. 1998,
Wallis et al.1998, Laurent et al. 2000, Rouleau et al. 2000, Béhm 2001).

1.3.2 ACE (EC 3.4.15.1)

Das bekannteste Enzym der drei in dieser Arbeit untersuchten
Metallopeptidasen ist ACE, es katalysiert vorrangig die Abspaltung von
Dipeptiden vom C-terminalen Ende des Substrates. Die pharmakologisch
bedeutendste Funktion ist die Bildung des potenten Vasokonstriktors
Angiotensin Il aus dem Dekapeptid Angiotensin | innerhalb des blutdruck-
regulierenden Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (s. Abbildung 4). Die

Hemmung von ACE bedingt die Verminderung der Angiotensin-ll-Bildung mit



—9-—

nachfolgender Gefaldilatation und Blutdrucksenkung. ACE-Inhibitoren haben
einen festen Platz in der Behandlung von Hypertonie und Herzinsuffizienz.
Nach dem ersten ACE-Hemmer Captopril wurden neue Substanzen mit
verbesserten pharmakokinetischen Eigenschaften entwickelt und in die

Therapie eingefuhrt.

Die Beeinflussung des Blutdruckes erfolgt vor allem durch das ACE der
GefalRendothelzellen, andere Verbreitungsschwerpunkte sind Niere, Lunge und
ZNS. Dort besitzt das Enzym die Funktion der Angiotensin-lI-Bildung und der
Inaktivierung von Bradykinin und Enkephalinen. Neben dem zellstandigen ACE,
dem Ektoenzym, existiert eine humorale Form, deshalb sind hohe ACE-
Aktivitaten auch im Serum, in der Zerebrospinalflissigkeit und im
Seminalplasma nachweisbar. Die |6sliche Form des Enzyms entsteht durch
proteolytische Prozesse aus dem Ektoenzym. Im Unterschied zu NEP and LAP
besitzt ACE zwei aktive Zentren mit dem zinkbindenden Motiv der Gluzincin-
Metallopeptidasen. Beide Zentren arbeiten unabhangig voneinander und
unterscheiden sich in ihrer Affinitdt zu einzelnen ACE-Inhibitoren und in der
Abhangigkeit ihrer Aktivitat von der Chloridionen-Konzentration. Das germinale
ACE dagegen stellt eine Isoenzym des somatischen Enzyms mit nur einem
aktiven Zentrum dar. Neben der gut untersuchten Beeinflussung vasoaktiver
Peptide greift ACE auch in Prozesse des Immunsystems, der Fortpflanzung und
Angiogenese ein, wobei noch viele Zusammenhange ungeklart sind,
insbesondere die Rolle der beiden aktiven Zentren (Siems und Halle 1982,
Skidgel et al. 1987, Williams et al. 1996, Forstermann 2001, Lingham et al.
1990, Volpert et al. 1996).
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Enzym:
NEP ACE
Neutrale Endopeptidase Angiotensin-Converting-Enzym
Funktion:
Abbau von Bildung von
ANP Angiotensin Il
Atriales Natriuretisches Peptid aus Angiotensin |

+

Gefalk- Aldosteron- Vasopressin- Renin- Na'- Glomerulare

kontraktion Freisetzung Freisetzung Freisetzung Retention Filtrationsrate

¢

Abbildung 4: Pharmakologische Beziehungen von NEP und ACE, unter Hervorhebung der

Effekte auf die Na*-Retention bzw. Harnausscheidung

—» Steigerung = - ¥ Absenkung

Die Effekte von ANP und Angiotensin Il sind gegenséatzlich. Eine Hemmung der Enzyme NEP und
ACE bedeutet Wirkungsverstarkung von ANP und Verminderung der Angiotensin-ll-Effekte.
Resultat ist eine geringere Na-Rickresorption am spatdistalen Tubulus und Sammelrohr,
verbunden mit erhéhter Wasserausscheidung (Diurese).

1.3.3 LAP (EC 3.4.11.2)

Die Leucin-Aminopeptidase, auch als Aminopeptidase N oder M und Membran-
Alanyl-Aminopeptidase bezeichnet, besitzt im Vergleich zu NEP und ACE die
geringste Substratspezifitat. Das Enzym spaltet wie alle Aminopeptidasen
einzelne Aminosauren von der N-terminalen Seite des Substrates ab und
bevorzugt dabei neutrale Aminosauren. LAP wird von einer Vielzahl von
Geweben und Zelltypen exprimiert, ist aber in Niere, Leber und Darm
besonders angereichert. Im ZNS hat LAP, wie auch NEP, u.a. die Funktion der
Enkephalin-Inaktivierung. Als  weitere  Substrate seien  Substanz P,

Cholecystokinin, Somatostatin, der chemotaktische Faktor f-Met-Leu-Phe
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aufgefliihrt. LAP entspricht dem CD13-Antigen und befindet sich an der
Oberflache verschiedenener Zelltypen wahrend der Hamatopoese und dient

somit als enzymatischer Marker von bestimmten Leukamieformen.

Die Wirkung vieler Inhibitoren von Aminopeptidasen, wie z.B. Bestatin und
Amastatin, sind nicht auf ein Enzym beschrankt. Daher ist die Suche nach
selektiven Inhibitoren eine wichtige Forschungsaufgabe. Ziel ist dabei weniger
die Entwicklung von Arzneistoffen, sondern immer noch die Aufklarung der
physiologischen bzw. pathophysiologischen Rolle einzelner Enzyme. Gegen die
Anwendung von LAP-Inhibitoren als Pharmaka spricht vor allem die geringe
Spezifitat des Enzyms, so konnten sich, bis auf die Anwendung von Bestatin als
Zytostatikum (s. Kapitel 3.5), noch keine weiteren Anwendungsgebiete
herauskristallisieren (Taylor 1993, Wang und Cooper 1996, Vlahovic und
Stefanovic 1998, Schalk et al. 1994).
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1.4 Zielsetzungen der vorliegenden Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkungsweise der traditionellen
europaischen Droge Birkenblatter auf den verschiedenen Betrachtungsebenen
der  Phytopharmakaforschung  zu untersuchen. Nach molekular-
pharmakologischen  In-vitro-Testungen  sollte  die  Resorption  von
Birkeninhaltsstoffen untersucht werden. AbschlieRende Aufgabe war die
Uberprifung der pharmakologischen Wirksamkeit der Droge als angewandtes

Arzneimittel in einer Pilotstudie.

Phytochemisch war die Droge bereits zu Beginn der Arbeit gut untersucht, das
genaue Flavonoidspekirum bekannt und die Strukturen der enthaltenen
Triterpenverbindungen aufgeklart. Ebenso war durch Tierversuche eine

aquaretische Wirkung belegt worden.

Durch molekular-pharmakologische Untersuchungen mit Drogenextrakten und
daraus gewonnenen Fraktionen sollte ein Bindeglied zwischen den beiden
Forschungsansatzen lIsolation bzw. Strukturaufklarung von Naturstoffen und

Wirkungsnachweis des Phytopharmakons hergestellt werden.

Als mogliche Angriffspunkte fur Pflanzeninhaltsstoffe sind Enzyme zu
betrachten, deren Hemmungen zur Verschiebung des Gleichgewichts zwischen
regulatorischen Peptidhormonen fuhren. Aufgrund der Anwendung der
Birkenblatter als harntreibende Arzneidroge wurde die Neutrale Endopeptidase
als Testsystem fur eine bioaktivitatsgeleitete Fraktionierung ausgewanhlt.
Inhibitoren dieses Enzyms bewirken durch Anstieg der Konzentration an
Atrialem Natriuretischen Peptid eine gesteigerte Harnausscheidung. Als
Arbeitshypothese wurde die Vermutung aufgestellt, dass die Wirksamkeit der
traditionellen Arzneidroge Birkenblatter auch auf diesen Wirkmechanismus

zuruckzufihren sein konnte.

Da bei der Entwicklung und der pharmakologischer Testung von synthetischen
Inhibitoren der Metallopeptidasen eng verwandte Enzyme gemeinsam
untersucht werden, wurden auch in dieser Arbeit die Testungen auf zwei
weitere Metallopeptidasen (Angiotensin-Converting-Enzym und Leucin-Amino-

peptidase) ausgeweitet. Entscheidend fur die Enzymauswahl war ebenfalls das
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physiologische Zusammenwirken von NEP und ACE bei der Regulation von
Blutdruck und Wasserhaushalt (s. Abbildung 4).

In-vitro-Testungen sind effektive Screeningmethoden auf der Suche nach
Wirkstoffen. Fir die Ubertragung der Ergebnisse auf In-vivo-Bedingungen
mussen jedoch Fragestellungen zur Bioverflgbarkeit der aktiven Verbindungen
geklart werden. Gerade fiur Naturstoffe wurde die Bedeutung von Absorption,
Verteilung und Umwandlung im Korper erst in neuerer Zeit erkannt. In der
vorliegenden Arbeit sollte deshalb an einem In-vitro-Perfusionsmodell das
Absorptionsverhalten von Hyperosid, dem Hauptflavonoid der Birkenblatter,
sowie der Einfluss der Applikation eines Birkenblatterextraktes auf die

Absorption von Hyperosid untersucht werden.

Mit der 5. Novelle des AMG Il (1994) werden flr die Nachzulassung von
Arzneimitteln Wirksamkeitsnachweise gefordert, alternativ kann ein Praparat
vom Hersteller als ,traditionell” eingestuft werden, gleichbedeutend mit dem
Verzicht auf die Apothekenpflicht und Einschrankungen zur Indikationsangabe.
Von diesen Regelungen sind insbesondere auch Phytopharmaka betroffen. Fur
viele Drogen und Zubereitungen wird nun versucht, durch klinische Studien eine
Wirksamkeit zu belegen. Auch bei dieser Problematik ist die Birke eine typische
Arzneipflanze, obwohl seit Jahrhunderten traditionell angewendet, fehlt bis zum
jetzigen Zeitpunkt der klinische Wirksamkeitsnachweis. Deshalb sollte in einer
Pilotstudie der Effekt von Birkenblattertee im Vergleich zu Wasser auf das

Harnvolumen und den zeitlichen Verlauf der Ausscheidung untersucht werden.
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2 ERGEBNISSE

2.1 Effekte von Birkenblatterextrakten auf die Aktivitit von

Metallopeptidasen

2.1.1 Herstellung und phytochemische Charakterisierung der Extrakte

Unter zwei verschiedenen Gesichtspunkten wurden aus den getrockneten
Blattern von Betula pendula Roth, die mit 2,2 % Gesamtflavonoidgehalt den
Anforderungen des Arzneibuches entsprachen, Extrakte gewonnen. Einerseits
wurde sich an der praktischen Anwendung der Droge als Aufguss orientiert und
das Pflanzenmaterial mit siedendem Wasser extrahiert (Heillwasserextrakt,
HWEXtr), andererseits wurde ein Verfahren zur Anreicherung glykosidischer
Verbindungen (Al-Tawha 1997) durch stufenweise Extraktion des
Pflanzenmaterials mit Losungsmitteln abnehmender Lipophilie und steigender
Polaritat eingesetzt. Hierbei wurde nach Entfettung der Droge mit Petrolether
ein Ethylacetatextrakt (EthacExtr.) und ein Extrakt mit 80%igem Methanol
(MeOHEXxtr.) hergestellt.

Eine erste phytochemische Charakterisierung nach DC der Extrakte

(s. Kapitel 4.4) liel3 sich wie folgt zusammenfassen:

Tabelle 1: Zusammenfassung von DC der verschiedenen Birkenblatterextrakte

Hyperosid Quercetin Triterpene
FlieRmittel | ! v
Detektion Naturstoffreagenz Naturstoffreagenz ~ Anisaldehyd-Reagenz
HWEXtr. + - -
EthacExtr. + + +
MeOHEXtr. + - -

+ enthalten, = nicht erkennbar, Methoden s. Kapitel 4.4

Von dem HWEXxtr. wurde analog zur  Ausgangsdroge der
Gesamtflavonoidgehalt nach Arzneibuch bestimmt. Mit 3,7 % lag ein hoherer
Gehalt als in der Ausgangsdroge vor, der Vergleich mit dem Droge-Extrakt-
Verhaltnis (DEV 4,8 : 1) ergab, dass keine vollstandige Flavonoidextraktion der

Droge mit Wasser erzielt wurde.
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Mittels HPLC wurde das Flavonoidspektrum der Extrakte untersucht und der
Gehalt des Hauptflavonoids Hyperosid bestimmt. Neben Hyperosid konnten die
Quercetinglykoside Quercetin-3-glucuronid, Guajaverin und Quercitrin Uber
Vergleich der Chromatogramme von Referenzsubstanzen identifiziert werden.
Den Literaturangaben folgend (Schneider-Leukel 1994, Keinanen et al. 1998),
lieRen sich zwei weitere Peaks anhand ihres Retentionsverhaltens an RP-18-
Phasen im Vergleich zu den anderen Flavonolglykosiden Myricetin-3-galactosid

bzw. Avicularin zuordnen.

E0
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Abbildung 5: HPLC-Chromatogramm des Heillwasserextraktes

a: Myr-gal, b: Hyperosid, ¢: Q-glucA, d: Guajaverin, e: Avicularin, f: Quercitrin. Saule:
LiChrospher 100 RP-18 (5um) 250-4, 30°C, Flussrate: 1 ml/min, FlieBmittel A: 90%(V/V) 0,45N
H3PO4; 10%(V/V) ACN, Flieimittel B: 10%(V/V) 0,45N H3POy4; 90%(V/V) ACN, Gradient: 0 min
5% B, 40 min 40% B, 45 min 5% B, Detektion: 254 nm
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Abbildung 6: HPLC-Chromatogramm des Ethylacetatextraktes

b: Hyperosid, d: Guajaverin, e: Avicularin, f: Quercitrin, g: Quercetin. Saule: LiChrospher 100
RP-18 (5um) 250-4, 30°C, Flussrate: 1 ml/min, FlieBmittel A: 90%(V/V) 0,45N H3PO4; 10%(V/V)
ACN, FlieBmittel B: 10%(V/V) 0,45N H3POy4; 90%(V/V) ACN, Gradient: 0 min 5% B, 40 min
40% B, 45 min 5% B, Detektion: 254 nm
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Abbildung 7: HPLC-Chromatogramm des 80%Methanol-Extraktes

a: Myr-gal, b: Hyperosid, ¢: Q-glucA, d: Guajaverin, e: Avicularin, f. Quercitrin. Saule:
LiChrospher 100 RP-18 (5um) 250-4, 30°C, Flussrate: 1 ml/min, FlieBmittel A: 90%(V/V) 0,45N
H3POy4; 10%(V/V) ACN, FlieBmittel B: 10%(V/V) 0,45N H3;PO4; 90%(V/V) ACN, Gradient: 0 min
5% B, 40 min 40% B, 45 min 5% B, Detektion: 254 nm
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In Tabelle 2 sind die Ergebnisse der Hyperosidbestimmungen in den Extrakten
aufgefuhrt. Mit 80%igem Methanol wurde das Flavonoid erwartungsgemall am
starksten angereichert, da beim geringsten Droge-Extrakt-Verhaltnis der

hochste Gehalt bestimmt wurde.

Tabelle 2: Hyperosidgehalt der Birkenblatterextrakte (HPLC)*

DEV Hyperosid (%)
HWExtr. 48:1 34+0,28
EthacExtr. 8,5:1 1,1 £ 0,07
MeOHEXxtr. 42:1 6,2+0,43

* Methode s. Abbildung 5, n=5

2.1.2 Beeinflussung der Enzymaktivitaten durch Extrakte

Die Effekte der Extrakte auf die Enzyme wurden zunachst im

Konzentrationsbereich von 1,25 mg/ml bis 0,1 mg/ml untersucht (s. Tabelle 3).

Der wasserige Extrakt hemmte die Aktivitat von NEP und ACE in der
maximalen Konzentration Uber 50 %, auf LAP konnte keine Beeinflussung
registriert werden. Fur den Ethylacetatextrakt konnte fur NEP eine ICso von
0,40 mg/ml bestimmt werden, ACE wurde in den héheren Konzentrationen etwa
zu 20 % gehemmt. Fur LAP wurden auch bei diesem Extrakt keine
Interaktionen festgestellt. Der methanolische Extrakt erwies sich als starkster
Inhibitor fur alle drei Metallopeptidasen. Fur NEP wurden die Konzentrationen
an Extrakt in den Untersuchungen bis auf 5 ug/ml verringert und flr den

methanolischen Extrakt wurde eine ICso von 55 ug/ml berechnet.
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Tabelle 3: Beeinflussung von NEP, ACE und LAP durch Birkenblatterextrakte

Extraktkonzentration Enzymhemmung in %
in mg/mi
HWEXxtr. EthacExtr. MeOHEXtr.
NEP: 1,25 56 R=8 88 R=10 100 R=6
1,0 49 R=6 72 R=4 n.b.
0,5 34 R=4 61 R=10 98 R=6
0,1 12 R=6 18 R=12 70 R=8
ACE: 1,25 57 R=4 25 R=11 54 R=7
1,0 49 R=10 n.b. n.b.
0,5 36 R=3 23 R=6 23 R=17
0,1 k.H k.H. k.H.
LAP: 1,25 k.H. k.H. 79 R=3
1,0 n.b. n.b. 71 R=4
0,5 n.b. n.b. 56 R=3
0,1 n.b. n.b. k.H.

n.b.: nicht bestimmt; k.H.: keine Hemmung, Methoden s. Kapitel 4.8, n=4
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Abbildung 8: Beeinflussung der Aktivitdt der NEP durch verschiedene Birkenblatterextrakte
(Konzentration 5 - 1250ug/ml, n=4, Methode s. Kapitel 4.8.3)

2.1.3 Auftrennung des methanolischen Extraktes und Beobachtung der NEP-

Beeinflussung durch die hergestellten Fraktionen

Da der methanolische Extrakt die Enzyme am starksten hemmte, wurde
zunachst ein Teil dieses Extraktes weiter aufgetrennt, um die fur die Wirkung
verantwortlichen Komponenten herauszufinden. Hierbei wurde wieder nach
dem Prinzip von Al-Tawha (1997) verfahren. Nach der Aufnahme des Extraktes
in Wasser wurden durch Ausschitteln mit n-Butanol starker polare
Verbindungen von Glykosiden getrennt. Mittels DC wurde das Trennverfahren
hinsichtlich des Verbleibs der Flavonoide kontrolliert. Die anschlieRende
Etherfallung diente der Abtrennung restlicher apolarer Begleitstoffe, Ergebnis
dieses Aufreinigungsprozesses war ein pulveriges, flavonoidreiches

Rohglykosidgemisch.
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Tabelle 4: NEP-Hemmung (%) der eingeengten Phasen bei der Gewinnung des RGG

Konzentration  MeOHExtr. (Vgl.) Butanolphase wasserige Phase RGG
in ug/ml DEV 4,2 1 DEV 12: 1 DEV 7,2:1 DEV 22: 1
200 86 94 83 95
100 73 82 68 81
50 45 64 51 65
10 16 23 20 4

Methode s. Kapitel 4.8.3, n=2

Die Untersuchungen hinsichtlich der NEP-Beeinflussung zeigten, dass trotz der
Reinigungsschritte keine Zunahme der inhibitorischen Eigenschaften zu
beobachten war. Die Hemmung des RGG verblieb in der gleichen

Grollenordnung wie die des methanolischen Extraktes.

Um zu Uberprifen, welchen Anteil die Flavonoide an der Gesamtwirkung des
methanolischen Extraktes bzw. des RGG besalien, wurde das RGG mittels
Saulenchromatographie an Sephadex LH-20 aufgetrennt und das Eluat
hinsichtlich des Flavonoidspektrums in Fraktionen aufgeteilt (s. Kapitel 4.5.1).
Durch HPLC wurden in den Fraktionen die Flavonoide identifiziert (Tabelle 5),
sowie durch Enzymbestimmungen die NEP-Hemmwirkungen kontrolliert
(Tabelle 6).

Tabelle 5: Charakterisierung der Flavonoid-Fraktionen der SC (Sephadex LH-20) des RGG

Zuordnung durch DC  Flavonoididentifizierung durch HPLC

C Chlorogensaure Chlorogensaure

D Hyperosid Hyperosid, gut aufgereinigt

E 3 Flavonoide Myr-gal > Hyperosid > Guajaverin

F 2 Flavonoide Myr-gal > Q-glucA

G 2 Flavonoide Q-glucA > Myr-gal

H 1 Flavonoid Mischung aus 4 Flavonoiden: Myr-gal + 2x unbekannt

+ Q-glucA

Methoden DC s. Kapitel 4.4, HPLC s. Kapitel 4.7
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Tabelle 6: NEP-Hemmung (%) durch Fraktionen des RGG nach SC (Sephadex LH-20)

Konzentration in pg/mil:

200 100 50 10
A 52 26 n.b. n.b.
B 43 20 n.b. n.b.
Cc 84 62 35 11
D 74 52 29 8
E 74 55 31 13
F 90 77 47 19
G 87 71 53 19
H 91 78 65 31
J 100 96 88 48

n.b.: nicht bestimmt, Methode s. Kapitel 4.8.3, n=2

Die  Auswertung der NEP-Testungen ergab, dass durch die
Saulenchromatographie keine exakte Trennung aktiver und nicht aktiver
Verbindungen erzielt werden konnte. Die flavonoidreichen Fraktionen D - H
hemmten das Enzym starker als die Vorfraktionen A und B. Besonders auffallig
war allerdings die starke Wirkung der Fraktion J, die im Anschluss an die
Flavonoide von der Saule eluiert wurde. Aufgrund dieser Tatsache wurden nun
die Untersuchungen in zwei Richtungen fortgefuhrt. Zum einen wurden
Enzymtestungen mit reinen Flavonoiden durchgeflhrt (s. Kapitel 2.2.1), da
dieses effektiver erschien, als die bereits bekannten Flavonoide der
Birkenblatter aus den Fraktionen der Saulenchromatographie selbst weiter zu
isolieren. Zum anderen war die Fragestellung zu klaren, zu welcher Stoffklasse

sich der Inhalt des sogenannten Nachlaufes einordnen lassen konnte.
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2.1.4 Untersuchung zur wirksamsten Fraktion des methanolischen Extraktes

Die eingeengte Fraktion J, sowie deren Losung in Methanol besalien eine
dunkle rotbraune Farbung. Nach der DC wund der Detektion mit
Naturstoffreagenz handelte es sich um eine flavonoidfreie Fraktion, dagegen
ergab die Vanillin-Phosphorsaure-Detektion eine positive Reaktion, d.h. eine
Rotverfarbung des Substanzfleckes, die auf das Vorkommen von

Proanthocyanidinen schliel3en liel3.

Der Einsatz verschiedener DC-Laufmittel zeigte, dass ein schwer zu trennendes
Stoffgemisch vorlag, dessen Laufverhalten stark pH-abhangig war. In keinem
Fall konnten Banden mit scharfen Rg-Werten erhalten werden (Tabelle 34 und
Tabelle 35, S.93).

Mit der Fraktion J wurde nicht weitergearbeitet, da diese durch den
Extraktionsprozess erhalten wurde, der nicht auf die Isolation von
Proanthocyanidinen ausgerichtet war. Da Proanthocyanidine sehr leicht
oxidieren und zur Polymerisation neigen, wurde direkt das Ausgangsmaterial
Birkenblatter und der methanolische Extrakt auf das Vorkommen von
Gerbstoffen untersucht, so wie deren Einfluss auf die Metallopeptidasen

Uberprift.

2.1.5 Gerbstoffeigenschaften von Birkenblattern und Birkenblatterextrakten

Nach der Hautpulvermethode des Arzneibuches (s. Kapitel 4.3.2) wurde fur die
getrocknete Droge ein Gerbstoffgehalt von 4,51 % ermittelt. Entsprechend dem
DEV wurde fur die aquivalente Menge methanolischen Extraktes ein Gehalt von
21,1 % bestimmt. Damit wurde nachgewiesen, dass schon in der Droge
Polyphenole, die an Hautpulver binden und Wolframatophosphorsaure
reduzieren, enthalten waren. Durch die Behandlung mit 80%igem Methanol

wurden diese Verbindungen um fast das flinffache angereichert.

Auch Uber DC sollte zusatzlich zur Gerbstoffbestimmung das Vorhandensein
von Proanthocyanidinen in der Ausgangsdroge kontrolliert werden. Einerseits
wurden die Birkenblatter der Identitatsprifung von Tormentillwurzelstock
(DAB 1999) unterzogen. In dem frisch hergestellten Extrakt konnte Catechin
nachgewiesen werden. Im Unterschied dazu konnte im methanolischem Extrakt

kein Catechin-Monomer mehr gefunden werden. Andererseits wurde nach
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Hiermann et al. (1986) die Droge schonend mit einer Aceton-Wasser-Mischung
extrahiert (s. Kapitel 4.2.4). Mit speziell fur OPC bzw. PPC entwickelten
Laufmitteln wurden die DC des Extraktes durchgefuhrt. Im Aceton-Wasser-
Extrakt konnten neben den dominierenden Banden von Flavonoiden bei allen
Fliel3mitteln auch rétliche, Proanthocyanidinen entsprechende Zonen Uber die

gesamte Laufstrecke detektiert werden (s. Kapitel 4.6.2).

Der Aceton-Wasser-Extrakt wurde ebenfalls auf seine NEP-Beeinflussung

uberpruft. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 7: NEP-Hemmung durch den Aceton-Wasser-Extrakt im Vergleich zum MeOHExtr.

Konzentration Aceton-Wasser-Extrakt MeOHExtr. (Vgl. Tabelle 3)
in pg/m| DEV 3.4 1 DEV4,2: 1
500 95 98
200 n.b. 86
100 53 73
50 34 45
10 10 16

n.b.: nicht bestimmt, Methode s. Kapitel 4.8.3, n=2

2.1.6 Orientierende Versuche zum Vergleich der Enzymhemmungen vor und

nach Hautpulverbehandlung

Die Gerbstoffe, die in Birkenblattern enthalten waren, wurden bei den
hergestellten Extrakten mit den Losungsmitteln Wasser und 80%iges Methanol
aus dem Pflanzenmaterial ausgezogen (s. Kapitel 2.1.1). Deshalb wurden nun
fur HWExtr. und MeOH-Extr. in Konzentrationen im Bereich der 1Cs, der
unbehandelten Extrakte die NEP-Testungen wiederholt, wobei Stammlésungen

der Extrakte zuvor mit Hautpulver versetzt wurden.
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Tabelle 8: NEP-Hemmung durch Extrakte vor und nach Hautpulverbehandlung

Konzentration NEP-Hemmung in %
in ug/ml ohne Behandlung nach Hautpulverbehandlung
MeOHEXtr. 200 87 23
100 74 11
50 58 8
HWEXxtr. 1250 60 39
500 44 19

Methode s. Kapitel 4.8.4, n=2

Ein Vergleich der Hemmwirkungen mit und ohne Hautpulverbehandlung zeigte
bei beiden Extrakten deutlich, dass die Senkung der Enzymaktivitat von

Substanzen verursacht wurde, die an Hautpulver adsorbiert wurden.

2.1.7 Fraktionierung des Ethylacetatexiraktes und Beobachtung der NEP-

Beeinflussung der hergestellten Fraktionen

Die Aktivitat des Ethylacetatextraktes auf die Metallopeptidasen nahm eine
Zwischenstellung zwischen methanolischem und wasserigem Extrakt ein. Nur
im EthacExtr. konnten durch DC Triterpene nachgewiesen werden. Als
Referenzsubstanzen standen die von Rickling und Glombitza (1993) isolierten
drei Dammaranester zur Verfugung. Auf den Laufhdhen dieser Dammaranester
konnten im eigenen Extrakt Triterpene detektiert werden. Im Extrakt wurden
zusatzlich weitere Triterpene mit ahnlichen Rg-Werten detektiert (s. Kapitel
4.5.2). In dem noch unaufgereinigtem Extrakt befanden sich demzufolge
diverse  strukturverwandte Verbindungen. Neben den vorhandenen
Dammaranestern 1-3 wurden von Hilpisch et al. (1997) inzwischen sechs
weitere, mit Malonsaure veresterte Dammaranverbindungen aus Birkenblattern
isoliert, die sich strukturell von den Referenzsubstanzen nur durch die
Positionen der Doppelbindungen und OH-Gruppen an der Seitenkette Cyp-Cy7

unterscheiden.

Die Aufreinigung des EthacExtr. durch eine erste Saulenchromatographie an
Kieselgel diente vor allem der Chlorophyllabtrennung (s. Kapitel 4.5.2). Die
Ergebnisse der Testungen der gebildeten Fraktionen auf NEP-Hemmaktivitat

wurden in der folgenden Tabelle zusammengefasst.
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Tabelle 9: Effekte der EthacExtr.-Fraktionen nach SC (Kieselgel) im NEP-Assay

Konzentration

_ lges (%) 1,45 (%) lyep (%)* Charakterisierung
in ug/mi
1-8 500 63 32 46 chlorophyllhaltig
100 27 10 19
9-14 500 49 34 23 gelbe Farbstoffe
100 12 5 7
15-17 500 41 27 19 Zwischenfraktion
100 6 2 4
18-22 500 78 60 45 Chlorophyli
100 16 2 14
23-30 500 93 86 50 Triterpene (+ Chlorophyll)
100 29 35 <0
31-41 500 91 85 40 Triterpene (+ Flavonoid)
100 21 24 <0
42-47 500 95 87 62 Flavonoide
100 50 54 <0

* berechnet, Methode s. Kapitel 4.8.3, n=2

Bei allen Fraktionen wurden in der hohen Konzentration von 500 pg/ml sowohl
NEP- als auch LAP-Reaktion gehemmt. Sogar die Chlorophylifraktionen zeigten

diese Interaktionen mit den Enzymen bei dieser Bestimmungsmethode.

Weiter aufgearbeitet wurde die Fraktion (23-30), da hier nach Beurteilung der
Chromatogramme bei Gleichheit der aufgetragenen Fraktionsmengen das

gunstigste Verhaltnis von Triterpenen zu anderen Inhaltsstoffen vorlag.

Eine zweite Saulenchromatographie an Kieselgel wurde durchgefihrt. Aus dem
aufgegebenen Material resultierten sechs Fraktionen, in denen Triterpene
angereichert wurden. Eine genaue Zuordnung zu den Vergleichssubstanzen
war mittels DC aufgrund der immer noch auftretenden Bandenbreite nicht
mdglich. Drei Hauptzonen wurden detektiert, wobei Zone 1 in D-F , Zone 2in G
und H, sowie Zone 3 in F-J vertreten war. G und H waren nach der DC die

reinsten der Triterpenfraktionen (s. Kapitel 4.5.2, Tabelle 39).
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Alle erhaltenen Fraktionen wurden wieder auf ihre NEP-Hemmaktivitat

untersucht.

Tabelle 10: Effekte der Fraktionen aus (23-30) nach 2. SC (Kieselgel) im NEP-Assay

Konzentration

_ les (%) 1, 4p (%) lyep (%) Charakterisierung
in ug/ml
A 250 5 k.H. 5 Vorlauf
100 2 k.H. 2
B 250 38 17 25 2 Chlorophylle
100 20 6 15
C 250 86 76 42 Chlorophyll + unbekannt
100 48 49 <0
D 250 75 68 22 Triterpen (+ Chlorophyll)
100 18 35 <0
E 250 86 79 33 Triterpen (+Chlorophylle)
100 63 65 <0
F 250 77 69 26 Triterpene (+Chlorophylle
100 6 4 2 + fluoresz. Substanz)
G 250 75 64 31 Triterpene
100 9 7 2
H 250 81 71 34 Triterpene
100 29 40 <0
J 250 90 76 58 Triterpen (+ Quercetin)
100 52 29 32
K 250 92 80 60 Quercetin
100 75 68 22
L 250 86 72 50 Quercetin
100 30 16 18

* berechnet, k.H.: keine Hemmung, Methode s. Kapitel 4.8.3, n=2

Bis auf die ersten beiden Fraktionen beeinflussten alle anderen Fraktionen in
der hoheren Testkonzentration von 250 pg/ml sowohl NEP- als auch LAP-

Reaktion.
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Erst mit dem Auftreten des Flavonoids stiegen die Hemmwerte in den
chlorophyllfreien Fraktionen auch fur die geringere Konzentration von 100 pg/ml

an.

Im Vergleich zu dem Ausgangsmaterial EthacExtr., der bei 500 ug/ml eine NEP-
Hemmung von 61 % (R=10) und bei 100 ug/ml von 18 % (R=12) zeigte
(s. Tabelle 3, S.18), bedeutete die Anreicherung von Triterpenen keine
Aktivitatszunahme. So ergab die Summe der saubersten Fraktionen G und H,
mit denen man weiterarbeiten konnte, ein DEV von 155 : 1. Im Vergleich zum
EthacExtr. mit einem DEV von 8,5:1 wurden die Verbindungen 18fach
angereichert. Theoretisch musste danach, bei additiven Eigenschaften der
potentiellen Enzyminhibitoren, die Hemmwirkung des Extraktes von 500 pg/mi
bei 100 ug/ml Fraktion sicher erreicht werden. Dieser Effekt war nicht zu

beobachten.

Der Literatur waren keine Angaben zum Triterpengehalt der Birkenblatter zu
entnehmen. Angesichts des eingesetzten Drogenmaterials von 300 g bei
Rickling und Glombitza (1993) und besonders von 12 kg bei Hilpisch et
al.(1997) wurde auf die mehrfache Wiederholung der Aufarbeitungsschritte zur
praparativen Gewinnung von verschiedenen Dammaranestern fur die Testung

auf Enzymhemmungen verzichtet.

Da bei den Testungen eine LAP-Hemmung auffallig war, wurde durch DC
(Flielmittel 1ll, V) Uberpruft, ob sich Betulinol im EthacExtr. bzw. dessen
Fraktion (23-30) befunden hatte (s. Kapitel 2.2.4.2). Aufgrund des sehr
unterschiedlichen Retentionsverhaltens von Betulinol und den detektierten
Triterpenen, konnte auf das Fehlen von Betulinol im EthacExtr. sowie in allen,

durch die SC gewonnenen Fraktionen geschlossen werden (s. Kapitel 4.5.2).

2.1.8 Testung von Extrakten anderer Pflanzen

Im diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Experimente zusammengefasst,
die mit Extrakten durchgefuhrt wurden, die aus Goldrute, WeilRdorn und
Grinem Tee bereitet wurden. Obwohl die Herstellung und die phytochemische
Charakterisierung nicht selbst durchgefuhrt wurden, fugen sich die genannten
Pflanzen aufgrund ihrer Indikation als Arzneidrogen oder der positiven
Wirkungen auf die Gesundheit der daraus zubereiteten Getranke sehr gut in die

Thematik zur Wirkungsweise der Birkenblatter ein. Auch die enthaltenen
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Inhaltsstoffe bieten Parallelen zur Birke. Weiterhin ermoglichten Testungen von
anderen Extrakten Ruckschlisse auf die Spezifitat der mit den

Birkenblatterextrakten gefundenen Effekte.

2.1.8.1 Solidago virgaurea L.

Gesamtextrakte, saponin- und flavonoidangereicherte Fraktionen aus Solidago
virgaurea L., die von PD Dr. G. Bader (Humboldt-Universitat zu Berlin, Hiller
und Bader 1996) zur Verfugung gestellt wurden, wurden auf ihre NEP-

Beeinflussung untersucht.

Tabelle 11: Hemmung der NEP durch Solidago-virgaurea-Extrakte und -Fraktionen

Bezeichnung Konzentration in pg/ml NEP-Inhibition in %
Saponingemisch 200 k.H.
100 k.H.
Flavonoide und Phenolcarbonsauren 200 26 R=4
100 26 R=1
Flavonoidgemisch mit Rutin 750 28 R=10
500 17 R=3
200 k.H.
Solidago virg. Extrakt 80 % MeOH 750 38 R=0
500 29R=0
Solidago virg. Extrakt 96 % MeOH 750 41 R=4
500 33R=1

k.H.: keine Hemmung, Methode s. Kapitel 4.8.3, n=4

Das Saponingemisch aus Solidago virgaurea L. hemmte in den ausgewahlten
Konzentrationen von 200 pg/ml und 100 pg/ml die NEP nicht. Die gemeinsam
extrahierten Flavonoide und Phenolcarbonsauren zeigten bei diesen
Konzentrationen einen schwachen Effekt. Ebenfalls eine Hemmung uber 25 %
wurde durch eine aufgereinigte Flavonoidfraktion, aber erst bei hoherer
Konzentration von 750 pg/ml, erreicht. Mit den Rohextrakten wurden bei
750 pg/ml und 500 pg/ml deutliche Hemmungen beobachtet, die jeweils unter

50 % lagen. Damit lieRen sich die beiden Extrakte in ihrer Wirkungsstarke im



—29_

Bereich des HWEXxtr. der Birke einordnen. Hohere Hemmwerte wurden fir
diesen Birkenblatterextrakt nur bei den eingesetzten hoheren Konzentration bis
zu 1,25 mg/ml erzielt. Aktiver als die Solidago-Extrakte waren EthacExtr. und
MeOHEXxtr. der Birke, allerdings wurde das Birkenmaterial stufenweise mit den
Ldsungsmitteln extrahiert, bei Solidago handelte es sich dagegen um

Rohextrakte der Droge mit Methanol.
2.1.8.2 Crataegus-sp.

Zwei von der Fa. Schwabe hergestellte Extrakte aus Weilldornblattern wurden
auf ihre Eigenschaften bezlglich NEP, ACE und LAP untersucht. Beide
Extrakte waren proanthocyanidinreiche Fraktionen, die durch Extraktion mit

Methanol bzw. 70 % Aceton gewonnen wurden.

Tabelle 12: Beeinflussung von NEP, ACE und LAP durch Crataegus-Extrakte

Extraktkonzentration Enzymhemmung in %
in ug/mi Crataegus-Methanol Crataegus-70%Aceton
NEP: 100 100 R=1 100 R=0
50 92 R=1 92 R=0
10 47 R=2 41 R=2
5 29 R=1 22 R=1
ACE: 200 48 R=4 56 R=9
100 33 R=3 14 R=1
50 13 R=4 k.H.
10 k.H. k.H.
LAP: 200 90 R=1 95 R=0
100 78 R=1 92 R=0
50 48 R=2 84 R=1
10 k.H. k.H.

k.H.: keine Hemmung, Methoden s. Kapitel 4.8, n=4
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Die GrofRenordnung der Hemmwirkungen auf die Enzyme entsprach der, der
Fraktion J, die bei der SC des MeOHExtr. der Birkenblatter nach den
Flavonoiden eluiert wurde. Die NEP wurde am starksten beeinflusst (ICsp ca.
10 ug/ml), ebenso wurde in der maximalen Konzentration von 200 ug/ml die

LAP fast vollstandig und das ACE nur zu 50 % gehemmt.

Genau wie bei den Birkenblatterextrakten in Kapitel 2.1.6, wurde eine Losung
der Crataegus-Extrakte (400 yg/ml) mit Hautpulver versetzt. Die NEP-
Hemmwirkungen der Proben wurden durch diese Behandlung vollstandig
aufgehoben, d.h. die dafur verantwortlichen Inhaltsstoffe an das Hautpulver

gebunden.

Tabelle 13: NEP-Hemmung (%) der Crataegus-Extrakte vor und nach Hautpulverbehandlung

Extraktkonzentration Crataegus-Methanol Crataegus-Aceton
. ohne nach ohne nach.
in ug/mi
Hautpulverbehandlung
50 84 k.H. 90 k.H.
25 71 k.H. 74 k.H.
10 45 k.H. 46 k.H.

k.H.: keine Hemmung, Methode s. Kapitel 4.8.4, n=2
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2.1.8.3 Camellia sinensis (L.)O.Kuntze

Ein auf 15 % Epigallocatechingallat eingestellter Gruntee-Extrakt (EFLA
085942) der Fa. Flachsmann wurde auf seine Effekte in allen drei

Enzym-Assays getestet.

Tabelle 14: Beeinflussung von NEP, ACE und LAP durch Griintee-Extrakt

Konzentration in ug/ml Enzymhemmung in %
NEP: 100 82R=2
50 60 R=3
10 20R=5
5 12R=3
ACE: 500 69 R=6
100 30R=8
50 20 R=8
10 5R=2
LAP: 500 91 R=4
100 51 R=11
50 35R=9
10 26 R=10

Methoden s. Kapitel 4.8, n=4

Wie bei Birke und Crataegus reagierte die NEP am empfindlichsten auf den
Extraktzusatz, bereits bei 100 pg/ml trat eine starke Hemmung ein. Mit einer
ICs0 bei 40 pg/ml lagen fur dieses Enzym die Hemmwirkungen im gleichen

Bereich wie flir den MeOHEXxtr. der Birke und die Crataegus-Extrakte.
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2.2 Effekte von Einzelstoffen auf die Aktivitat von Metallopeptidasen

2.2.1 Screening von Flavonoiden

Die Enzymuntersuchungen mit reinen Flavonoiden sollten einen Vergleich der
inhibitorischen Eigenschaften von Pflanzenextrakten, den daraus hergestellten
Fraktionen sowie Einzelkomponenten ermoglichen. Da eine Vielzahl
verschiedener Flavonoide als definierte Substanzen erhaltlich waren, wurde die
Testung, die erst hinsichtlich der Birke mit Hyperosid und Quercetin
durchgefuhrt wurde, auf verschiedene Vertreter der drei Flavonoidtypen
ausgeweitet. Durch die Untersuchung von Verbindungen mit unterschiedlichem
Substitutionsmuster lielen sich Aussagen zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen
ableiten. In den folgenden drei Tabellen sind die Ergebnisse des Screenings

zusammengefasst.



Tabelle 15: Beeinflussung von Metallopeptidasen durch Flavone

Hemmung in % bei CMax =300HM R5 Re R7 Rg' R4'
NEP ACE LAP
R3' Apigenin 31 R=6 18 R=2 42 R=21 OH OH OH
R4 Acacetin 14 R=2 16 R=4 21 R=2 OH OH OCH;
R, o Luteolin 66 R=7 55 R=28 10 R=2 OH OH OH OH
Homoorientin k.H. 15 R=3 k.H. OH OH OH OH 6-C-gluc
Baicalein 36 R=171 10 R=3 57 R=6 OH OH OH
Rs o Chrysin k.H. k.H. 49 R=6 OH OH
Sinensetin k.H. k.H. k.H. OCH3; OCH; OCH; OCHj; OCHS;
Diosmin k.H. 44 R=20 k.H. OH O-rut OH OCHs3;
Vitexin k.H. k.H. k.H. OH OH OH 8-C-gluc
Diosmetin k.H. k.H. 45 R=2 OH OH OH OCHs3
Flavon k.H. k.H. k.H.

k.H.: keine Hemmung, Methoden s. Kapitel 4.8, n=4



Tabelle 16: Beeinflussung von Metallopeptidasen durch Flavonole

Hemmung in % bei cyax =300uM R3 Rs R, R R4
NEP ACE LAP
Ry’ Quercetin 73 R=13 23 R=5 14 R=4 OH OH OH OH OH
R4' Hyperosid 24 R=2 kH. k.H. Ogal OH OH OH OH |
R, o Quercitrin 22 R=5 51 R=17 kH. Otha OH OH OH OH clﬁ
Rutin 25 R=2 kH. k.H. Orut OH OH OH OH
Rs Fisetin 71 R=15 23 R=5 kH. OH OH OH OH
Rs o Kampferol 21 R=4 kH. 12 R=3 OH OH OH OH
Myricetin 68 R=12 26 R=11 48 R=9 OH OH OH OH OH 50H
Rhamnetin k.H. 23 R=2 54 R=5 OH OH OCH; OH OH
Isorhamnetin k.H. k.H. 49 R=2 OH OH OH OCH; OH
Morin 33 R=5 14 R=2 18 R=13 OH OH OH OH 2OH

k.H.: keine Hemmung, Methoden s. Kapitel 4.8, n=4



Tabelle 17: Beeinflussung von Metallopeptidasen durch Flavanone

Hemmung in % bei cyax =300uM Rs R, Rs R4
NEP ACE LAP

Rs' Naringenin 20 R=3 22 R=2 16 R=2 OH OH OH

R4" Naringin k.H. 37 R=23 kH. OH  (2-O-rha)-gluc OH
R, o H R Hesperetin k.H. 18 R=1 10 R=3 OH OH OH OCH;
Hesperidin k.H. 34 R=2 k.H. OH O-rut OH OCHj3;

Eriocitrin k.H. 28 R=7 k.H. OH O-rut OH OH

Rs o}

k.H.: keine Hemmung, Methoden s. Kapitel 4.8, n=4
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Die Untersuchungen ergaben, dass die Wechselwirkungen mit den Enzymen
grundsatzlich tber freie Hydroxylgruppen erfolgten. So Ubten der Grundkorper
Flavon sowie die vollstandig methoxylierte Verbindung Sinensetin auf keine der
Peptidasen einen Effekt aus. Bei der NEP wurden von vier Substanzen
Hemmungen Uber 50 % erreicht. Die Gemeinsamkeit dieser Aglyka der Flavone
und Flavonole war die Hydroxylierung an Position 3’ und 4’. Folgende ICsg

wurden fur diese Substanzen aus den Dosis-Effekt-Kurven (Abbildung 9)
ermittelt:

Tabelle 18: IC5, der aktivsten Flavonoide gegenuber NEP

ICs0 in umol/l
Luteolin 127
Quercetin 192
Fisetin 220
Myricetin 42

Werte ermittelt aus den Dosis-Effekt-Kurven (s. Abbildung 9)

100 -
X 80 A
£
2
-
E 60 - —e— Quercetin
.qé —O0— Fisetin
>
g 40 A —e— Luteolin
L

—O0— Myricetin
20 A
0 -+ T 1

1 10 100 1000
Konzentration in umol/l

Abbildung 9: Dosis-Effekt-Kurven der NEP-Hemmung durch die aktivsten der untersuchten
Flavonoide (Konzentration 5 - 300umol/l, Methode s. Kapitel 4.8.3, n=5)
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Aus den vorliegenden Daten lie3en sich fur NEP im Unterschied zu ACE und
LAP gewisse Struktur-Wirkungs-Beziehungen ableiten. So bewirkte eine
Anderung der Stellung der benachbarten Hydroxylgruppen von 3’, 4’ (Quercetin,
Myricetin) auf 2’, 4 (Morin) eine Absenkung der Hemmwirkung. Ebenso lagen
die Effekte von Substanzen mit nur einer OH-Gruppe am Phenylring (z.B.
Apigenin, Kampferol) im Bereich von 20-30 % bei der hochsten eingesetzten
Konzentration. Die 3-O-Glykoside Hyperosid, Quercitrin und Rutin erwiesen
sich nur als schwach aktiv, fur ihr Aglykon Quercetin konnte dagegen bei
gleicher Konzentration eine NEP-Hemmung von 73 % beobachtet werden.
7-O-Glykoside (Diosmin, Naringin) Ubten keinen Einfluss auf die Aktivitat der
NEP aus.

Bei den Untersuchungen zur ACE-Hemmung wurde keine Substanz
herausgefunden, fur die die Angabe einer I1Csyp moglich war. Gerade die
starkeren Inhibitoren der NEP Ubten geringere Wechselwirkungen auf dieses
Enzym aus. Luteolin, Diosmin, Quercitrin, Naringin und Hesperidin zahlten zu
den aktivsten Verbindungen mit Hemmungen Uber 30 % bei der hochst
moglichen Testkonzentration. Interessanterweise waren hier, mit Ausnahme
von Luteolin, die Glykoside wirksamer als die Aglyka (Diosmetin, Quercetin,

Naringenin).

Ebenso waren gegenuber LAP die meisten der NEP-inhibierenden
Verbindungen inaktiv. Lipophilere Substanzen mit weniger Hydroxylgruppen
(Apigenin, Chrysin, Baicalein) oder methoxylierte Vertreter wie Diosmetin,
Rhamnetin und Isorhamnetin zeigten LAP-hemmende Effekte. Das in den
Positionen 3’,4’, 5,5 und 7 hydroxylierte Myricetin war das einzige der
getesteten Flavonoide, das neben der Wirkung auf NEP und ACE auch LAP

hemmte.

2.2.1 Screening von Flavonoidmetaboliten

Da eine Wirkung von flavonoidhaltigen Arzneipflanzen auch Folge der
Wirkungen von Metaboliten der Flavonoide sein koénnte, wurden flnf
Verbindungen auf ihre Enzymbeeinflussung getestet, die von der Arbeitsgruppe
von Prof. Pietta nach der oralen Applikation eines Ginkgoblatterextraktes im
Urin von Ratten detektiert wurden (Pietta et al. 1995).
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Tabelle 19: Beeinflussung von Metallopeptidasen durch Flavonoidmetabolite

Max. Hemmung in %

NEP ACE LAP
(500pM) (500uM) (1mM)

3,4-Dihydroxyphenylessigsaure k.H. 60 R=8 42 R=4
4-Hydroxyphenylessigsaure k.H. k.H. k.H.
3-Methoxy- k.H. k.H. k.H.
4-hydroxyphenylessigsaure
3-Hydroxyphenylessigsaure k.H. k.H. k.H.
4-Methylcatechol k.H. 40 R=3 47 R=2

(= 3,4-Dihydroxytoluol)

k.H.: keine Hemmung, Methoden s. Kapitel 4.8, n=4

Die Phenylessigsaure-Derivate zeigten alle keinen Einfluss auf die NEP-
Aktivitat. ACE und LAP wurden von den Verbindungen mit zwei
Hydroxylgruppen gehemmt, allerdings erst in hohen Konzentrationen, die
aufgrund der besseren Loslichkeit im Vergleich zu den Flavonoiden getestet

werden konnten.

2.2.2 Screening von Phenylpropanderivaten, Ononin sowie Verbindungen mit

mehrfacher Hydroxysubstituierung

In Tabelle 20 sind die Ergebnisse der Enzymtestungen mit verschiedenen
phenolischen Naturstoffen dargestellt. Auswahlkriterien fir die Verbindungen
waren die Vergesellschaftung mit Flavonoiden oder das Vorkommen ortho-
standiger OH-Gruppen am Aromaten als strukturelle Gemeinsamkeit zu den in

den Testsystemen aktiven Flavonoiden.
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Tabelle 20: Beeinflussung von Metallopeptidasen durch flavonoidverwandte Naturstoffe

Hemmung in % bei ¢ = 300uM

NEP ACE LAP
Aesculetin k.H. k.H. k.H.
Alizarin 21 R=3 16 R=2 25 R=5
Chlorogensaure k.H. k.H. k.H.
Ellagsaure 36 R=5 34 R=2 k.H.
Kaffeesaure 14 R=4 29 R=5 k.H.
Oleuropein 15 R=4 38 R=9 k.H.
Ononin k.H. k.H. k.H.
Resveratrol 24 R=4 k.H. k.H.
Rosmarinsaure 27 R=3 33 R=5 k.H.

k.H.: keine Hemmung, Methoden s. Kapitel 4.8, n=4

Fur Kaffeesaure konnte bei 300 uM ein schwacher Einfluss auf ACE festgestellt
werden. Ebenso verhielt sich die von der Kaffeesaure abgeleitete
Rosmarinsaure, die zusatzlich auch auf NEP eine Hemmwirkung zeigte. Die
durch Veresterung mit Chinasaure aus der Kaffeesaure entstehende

Chlorogensaure zeigte keinen Einfluss auf die Enzyme.

Das Isoflavon Ononin wurde ausgewahlt, da die Anwendung der Wurzel von
Ononis spinosa L. mit der gleichen Indikation wie die der Birkenblatter erfolgt.
Ononin ist das 7-O-Glucosid des Formononetins, das am Phenylring (4’) eine
Methoxygruppe und an Position 7 eine OH-Funktion tragt. Das im Vergleich zu
Quercetin lipophilere Aglykon besitzt nur eine Hydroxylgruppe zur Interaktion
mit dem Protein. FUr Ononin erklart sich aus der Zuckerbindung an diese eine

OH-Gruppe, die Inaktivitat gegentber den Enzymen.
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Resveratrol (3,4’,5-Trihydroxy-trans-stilben) wurde untersucht, weil es neben
Proanthocyanidinen und Flavonoiden zu den Inhaltsstoffen des Rotweins zahit.
Resveratrol zeigte allerdings nur auf die NEP einen schwachen Effekt mit einer
Hemmung von 24 % bei 300 uM. So wird diese Komponente, im Gegensatz zu
Flavonoiden und Proanthocyanidinen, Uber andere Mechanismen als Uber die
Beeinflussung der untersuchten Metallopeptidasen zur positiven Herz-Kreislauf-

Wirkung von Rotwein und Rotweinextrakten beitragen.

Gemeinsames Strukturmerkmal von Aesculetin, Alizarin, Ellagsaure und
Oleuropein waren zwei ortho-standige OH-Gruppen am Aromaten. Das
Cumarinderivat Aesculetin wechselwirkte mit keiner der Peptidasen, das
Anthrachinon Alizarin zeigte, wenn auch nur schwach, als einzige Verbindung
eine Hemmwirkung auf LAP. Die Ellagsaure mit zweifacher o-Dihydroxystruktur
zeigte bei 300 uM Effekte auf NEP und ACE uber 30 %. Oleuropein, das
bedeutsamste Phenolglucosid in grinen Oliven und Olivenblattextrakten,
hemmte mit 38 % ACE am starksten. Ein geringer Hemmeffekt trat bei dieser
Verbindung auch gegeniber NEP auf.

2.2.3 Screening von Catechin und abgeleiteten Verbindungen

Die folgende Testserie wurde durchgefuhrt, um Vergleiche zwischen dem
Flavonol Quercetin und den identisch hydroxylierten Verbindungen Catechin
und Cyanidin zu ermdglichen. Weiterhin sollten die Effekte der isolierten
Hauptkomponenten von Grinem Tee sowie die der Monomere der

Proanthocyanidine untersucht werden.
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Abbildung 10: Chemische Strukturen der Catechin-Derivate

Tabelle 21: Beeinflussung von Metallopeptidasen durch Catechin u. abgeleitete Verbindungen

Hemmung in % bei ¢ = 300uM

NEP ACE LAP
Quercetin 73 R=13 23 R=5 14 R=4
Cyanidinchlorid 89 R=5 25 R=6 60 R=5
(x)-Catechin 21 R=6 44 R=9 16 R=3
(-)-Epicatechin 21 R=5 n.b. n.b.
(-)-Epigallocatechin 33 R=7 n.b. n.b.
(-)-Epigallocatechingallat 86 R=9 n.b. n.b.

n.b.: nicht bestimmt, Methoden s. Kapitel 4.8, n24
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Fir Cyanidinchlorid konnte fir die NEP-Hemmung eine ICso von 32 uM
bestimmt werden, somit war das geladene Anthocyanidin aktiver als das

identisch substituierte Flavonoid Quercetin.

Catechin war gegeniber NEP deutlich weniger aktiv als Quercetin und
Cyanidinchlorid. Die Testung von Epicatechin im Vergleich zu racemischem
Catechin zeigte, dass die Enzymhemmung nicht von der Konfiguration des C;
und damit von der Stellung der zugehoérigen OH-Gruppe abhangig war. Eine
zusatzliche OH-Gruppe am Phenylring (Epigallocatechin) bewirkte, wie bei den
Flavonolen, eine Zunahme der Hemmaktivitat. Aber erst durch die Veresterung
mit Gallussaure (Epigallocatechingallat, EGCG) lag eine Verbindung vor, fur die
Hemmwerte Uber 50 % bei 300 uM erzielt wurden. Als NEP-ICs fir EGCG

wurde eine Konzentration von 30 uM bzw. 14 ug/ml bestimmt.

2.2.4 Screening von Triterpenen

2.2.4.1 Saponine und Sapogenine

Da Dammaranverbindungen der Birkenblatter nicht in ausreichender Menge
verfugbar waren und deshalb nicht fir Enzymtestungen verwandt werden
konnten, wurden folgende Reinsubstanzen hinsichtlich ihrer NEP-Wirkung

untersucht:

Tabelle 22: Beeinflussung der NEP durch Sapogenine und Saponine (300uM)

Hemmung in %

Oleanolsaure 43 R=3
Glycyrrhetinsaure k.H.
Ginsenosid Rd k.H.
Saponinum album (aus Gypsophila- sp.) k.H.
B-Aescin k.H.

k.H.: keine Hemmung, Methode s. Kapitel 4.8.3, n=4

Nur das Aglykon Oleanolsaure zeigte einen Effekt gegenuber NEP. Bei 100 uM
war aber auch bei dieser Substanz keine Hemmung mehr festzustellen.
Glycyrrhetinsaure und die getesteten Saponine ergaben einen negativen
Befund. Ginsenosid Rd wurde untersucht, da dessen Aglykon 20(S)-

Protopanaxadiol (Dammar-24-en-38,12[3,20(S)-triol) sich vom Dammarangerust



— 43—

der in den Birkenblattern vorkommenden Verbindungen nur in der Konfiguration
des Cs unterscheidet (Betulafolientriol, Dammar-24en-3a,123,20(S)-triol)
(Atopkina et al. 1999).

2.2.4.2 Betulinsdure und Betulinol

Das Screening von Triterpenen wurde durch Untersuchungen des in der
Birkenrinde vorkommenden Alkohols Betulinol, sowie der entsprechenden
Saure Betulinsaure erweitert. Bei der zunachst durchgefuhrten Testung auf
NEP-Inhibition bei 300 uM und 150 yM wurde im Assay durch die
entsprechenden Kontrollen festgestellt, dass bei beiden Verbindungen der

zweite Reaktionsschritt, d.h. die LAP-Aktivitat, stark gehemmt wurde.

Tabelle 23: Effekte von Betulinsdure und Betulinol im NEP-Assay

lges (70) lL4p (%) Iner (%0)*
Betulinsaure 300uM 75 7 14
150uM 66 43 40
Betulinol 300uM 90 60 75
150uM 24 39 <0

* berechnet, Methode s. Kapitel 4.8.3, n=2

Durch die starke Beeinflussung der LAP lieferte die verwendete NEP-Methode
widerspruchliche  Ergebnisse. Deshalb wurden die Substanzen am
Forschungsinstitut fur Molekulare Pharmakologie in Berlin, mittels einer
Methode mit [D-Ala Leu’lenkephalin (DALEK) als Substrat und ebenfalls
Eberseminalplasma als Enzymquelle untersucht (Winkler et al. 1998). Hierbei
wurde die Enzymaktivitat Uber HPLC-Monitoring der Bildung des
Abbauproduktes Tyr-D-Ala-Gly ermittelt und somit eine Interaktion der
Testverbindungen mit nachfolgenden Reaktionsschritten ausgeschlossen. Bei
diesem Testverfahren waren Betulinsaure und Betulinol ohne Einfluss auf die
NEP-Enzymaktivitat im untersuchten Konzentrationsbereich von 25 yM bis
100 pM.
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Bei der LAP-Reaktion der eigenen NEP-Bestimmungsmethode herrschte als
Reaktionsbedingung Enzymuberschuss bzw. Substratmangel, da wahrend der
Reaktionszeit das gebildete Phe-AMC vollstandig abgebaut werden sollte.
Somit konnte die Hemmaktivitat von Betulinsaure und Betulinol auf LAP erst mit

dem Assay auf Leu-pNA-Basis bei Substratsattigung beurteilt werden.

Bei 100 yM wurden Hemmwerte Uber 90 % beobachtet und sowohl far
Betulinsdure als auch fur Betulinol wurden [Csp-Werte unterhalb 10 uM
bestimmt. Damit erwiesen sich diese beiden Verbindungen gegenuber dem

Enzym sogar als starker aktiv als der bekannte LAP-Inhibitor Bestatin.

Tabelle 24: 1C5, der LAP-Hemmungen von Betulinsaure und Betulinol im Vgl. zu Bestatin

ICs0 in pmol/l
Betulinsaure 73+14
Betulinol 8,817
Bestatin 16,9+41

Werte ermittelt aus den Dosis-Effekt-Kurven (s. Abbildung 11)
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Abbildung 11: Hemmung der LAP durch Betulinsaure und Betulinol im Vergleich zu Bestatin
(Konzentration 1 - 200umol/l, Methode s. Kapitel 4.8.7, n=5)

Die spezifische Wirkung der beiden Triterpene auf die LAP wurde unterstrichen
durch die Effekte auf ACE, da bei diesem Enzym deutliche Hemmwirkungen

erst bei der Maximalkonzentration von 300 uM auftraten.

Tabelle 25: Beeinflussung des ACE durch Betulinsaure und Betulinol

Konzentration Hemmung in %
in uM Betulinsaure Betulinol
300 72 R=4 26 R=5
150 16 R=5 10 R=2
50 3 R=4 11 R=2

Methode s. Kapitel 4.8.6, n=4
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2.3 Resorptionsuntersuchungen am isolierten Rattendiinndarm

Die Untersuchungen wurden an einem In-vitro-Perfusionsmodell (Norta und
Schopke 1996) mit 10-15cm langen Dunndarmsegmenten der Ratte
durchgefuhrt. Bislang wurden mit dieser Apparatur Arzneistoffe auf ihr
Resorptionsverhalten untersucht, nun wurde der HWExtr. der Birke, dessen
Hauptflavonoid Hyperosid allein, sowie zur besseren Vergleichbarkeit der

Ergebnisse mit den Publikationen zu anderen Modellen auch Rutin untersucht.

2.3.1 Vorversuche mit Flavonoiden

Zunachst wurde die Loslichkeit der Testkomponenten in der verwendeten
Pufferlosung (pH 7,4) bei 37°C kontrolliert. Der HWEXxtr. sollte in einer
Konzentration von 5 mg/ml eingesetzt werden. Entsprechend ergab sich aus
dem Hyperosidgehalt von 3 % fur dieses Flavonoid eine Konzentration von
0,15 mg/ml im Donatorkompartiment. FUr Rutin und Quercetin wurden danach
die gleichen molaren Konzentrationen (0,33 mmol/l) wie fur Hyperosid

festgelegt.

Im Unterschied zu dem Extrakt und den Glykosiden |0ste sich Quercetin nicht
vollstandig im Puffer (0,11 mg/ml). Bei dem Vorhaben, die L&slichkeit zu
bestimmen, musste festgestellt werden, dass neben der schlechten Loslichkeit,
das bedeutendere Hindernis die geringe Stabilitat von Quercetin bei pH 7,4 war.
Nach 30 min befanden sich nur noch 74 % und nach 180 min nur noch 39 %
der Ausgangskonzentration in der Uberstehenden Losung. In Anbetracht dieser
Messergebnisse und der verscharften oxidativen Bedingungen wahrend des
Resorptionsversuches durch die Begasung mit Sauerstoff wurde reines
Quercetin von den Untersuchungen bei pH 7,4 ausgeschlossen. Erst recht bei
niederen pH-Werten ware zur Untersuchung von Quercetin der Einsatz eines
Ldsungsvermittlers notwendig geworden, z.B. Cyclodextrin (Grafe 2000),
Tween (Shimoi et al. 1998) oder DMSO (Walgren und Walle 1999), und damit
nicht mehr die Vergleichbarkeit zu den Ergebnissen mit den Glykosiden
gegeben. Weiterhin ware eine empfindliche Kontrolle des Einflusses des
Lésungsvermittlers, z.B. durch Uberwachung des parazellularen Transports
(Mannitol, L-Glucose) und/oder der elektrischen Leitfahigkeit des

Darmsegmentes, unbedingt erforderlich gewesen.
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Mit Hyperosid, Hyperosid im Extrakt und Rutin konnte nach den Ergebnissen
der Stabilitatsprifung unter den Bedingungen von pH 7,4 und 37 °C gearbeitet
werden. Da aber ein Verlust von 17 % des Hyperosids nach 180 min auftrat,
wurde ein sofortiges Ansauern der abgenommenen Akzeptorproben in die

Aufarbeitungsprozedur eingeschlossen.

2.3.2 Qualitativer Nachweis der Flavonoide in den Akzeptormedien

Die HPLC-Chromatogramme der Akzeptormedien bei Hyperosid- und Rutin-
Applikation wiesen jeweils nur einen Peak auf, der jeweils bzgl. der
Retentionszeit der Ausgangsverbindung entsprach. Durch die Analyse der
Proben nach Zusatz von Isoquercitrin (Quercetin-3-glucosid) konnten durch
Vergleich der relativen Retentionszeiten die Identitaten abgesichert werden.
Nach Zusatz von Hyperosid bzw. Rutin trat jeweils kein weiterer Peak im

Chromatogramm auf.

Beim Ubertritt in das Akzeptormedium durch den gespiilten Rattendarm in-vitro
wurden beide Flavonoidglykoside nicht abgebaut. Bei Rutin fand weder eine
Spaltung der endstandigen Rhamnose zu Isoquercitrin statt, noch wurden die
Glykoside zu nachweisbaren Mengen freien Quercetins umgesetzt. Auch eine
Glucuronidierung eventuell entstandenen Quercetins zu Quercetin-3-glucuronid
konnte ausgeschlossen werden, da dessen Maximum immer erst direkt hinter
(0,5 min) dem des Glucosids detektiert wurde. Weitere Glucuronide des
Quercetins, z.B. der Positionen 3’, 4’, 7 (Day et al. 2000a), standen nicht als

Referenzsubstanzen zur Verfugung.
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Abbildung 12: HPLC-Chromatogramme des Akzeptormediums nach 180 min Perfusion eines

Rattendarmsegmentes mit Hyperosid, vor (oben) und nach (unten) Isoquercitrin-Zusatz

h: Hyperosid (g 24,3 min), i: Isoquercitrin (g 25,6 min). Saule: LiChrospher 100 RP-18 (5um)
250-4, 30°C, Flussrate: 1 ml/min, FlieBmittel A: 90%(V/V) 0,45N H3;PO, 10%(V/V) ACN,
FlieBmittel B: 10%(V/V) 0,45N H3PO4; 90%(V/V) ACN, Gradient: 0 min 5% B, 40 min 40% B,
45 min 5% B, Detektion: 254 nm
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Abbildung 13: Chromatogramme des Akzeptormediums nach 180 min Perfusion eines

Rattendarmsegmentes mit Rutin, vor (oben) und nach (unten) Isoquercitrin-Zusatz

r: Rutin (tg 23,2 min), i: Isoquercitrin (tg 25,5 min). Saule: LiChrospher 100 RP-18 (5um) 250-4,
30°C, Flussrate: 1 ml/min, FlieBmittel A: 90%(V/V) 0,45N H;PQOy4; 10%(V/V) ACN, Flielmittel B:
10%(V/V) 0,45N H3PO4; 90%(V/V) ACN, Gradient: 0 min 5% B, 40 min 40% B, 45 min 5% B,
Detektion: 254 nm
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2.3.3 Quantitative Bestimmung der absorbierten Flavonoide

Fur die Perfusionen mit Hyperosid, Rutin und Birkenblatterextrakt wurden in
Zeitabstanden von 30 min durch HPLC die resorbierten Substanzmengen an

Hyperosid bzw. Rutin ermittelt. Aus diesen konnten eine Resorptionsquote
Fn[%] im Vergleich zu den im Donator vorgelegten Massen, sowie unter
Berucksichtigung der etwas variierenden Langen der Darmsegmente

Resorptionsraten R, [nmol/cm] berechnet werden.

Der direkte Vergleich der Glykoside miteinander und die Beurteilung des

Extrakteinflusses wurde durch Vergleich der Resorptionsraten R, erméglicht:

Tabelle 26: Resorptionsraten Ry, fiir Hyperosid

Zeit in min R, in nmol/cm Min. Max. R
30 0,81 0,00 1,68 1,68
60 2,82 1,41 3,98 2,57
90 4,97 2,42 7,51 5,09
120 6,85 3,77 10,22 6,45
150 9,09 5,11 13,50 8,39
180 11,18 6,60 17,39 10,79

In-vitro-Perfusionmodell (Rattendiinndarm). 0,150mg/ml Hyperosid im Donator, n=5,
Min.: minimaler Wert, Max.: maximaler Wert, R: Spannbreite in nmol/cm, Gehaltsbestimmung

durch HPLC s. Kapitel 4.7, Berechnung R, s. Kapitel 4.9.4
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Tabelle 27: Resorptionsraten R, fiir Hyperosid aus Birkenextrakt

Zeit in min R, in nmol/cm Min. Max. R
30 2,05 1,59 2,52 0,93
60 3,73 3,03 4,42 1,39
90 7,31 7,09 7,53 0,43
120 7,51 6,94 8,08 1,14
150 9,46 8,43 10,49 2,06
180 11,34 11,21 11,47 0,26
In-vitro-Perfusionsmodell  (Rattendinndarm). 5,0mg/ml  HWExtr. im Donator, n=2,

Min.: minimaler Wert, Max.: maximaler Wert, R: Spannbreite in nmol/cm, Gehaltsbestimmung
durch HPLC s.Kapitel 4.7, Berechnung R, s. Kapitel 4.9.4

Tabelle 28: Resorptionsraten R, fiir Rutin

Zeit in min R, in nmol/cm Min. Max. R
30 1,81 0,98 3,12 2,14
60 3,95 2,27 6,91 4,64
90 6,20 3,86 10,73 6,87
120 8,18 5,19 13,65 8,46
150 9,95 6,17 16,71 10,54
180 11,82 7,21 19,80 12,59
In-vitro-Perfusionsmodell  (Rattendinndarm).  0,225mg/ml  Rutin im  Donator, n=3,

Min.: minimaler Wert, Max.: maximaler Wert, R: Spannbreite in nmol/cm, Gehaltsbestimmung
durch HPLC s.Kapitel 4.7, Berechnung Ry, s.Kapitel 4.9.4
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Abbildung 14: Resorptionsraten Ry, fir Hyperosid (0,150mg/ml im Donator, n=5)
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Abbildung 15: Resorptionsraten R, fiir Hyperosid (5,0mg/ml HWExtr. im Donator, n=2)
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Abbildung 16: Resorptionsraten R, fiir Rutin (0,225mg/ml im Donator; n=3)
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Die Mittelwerte der resorbierten Stoffmengen Hyperosid und Rutin lagen Uber
den gesamten beobachteten Zeitraum sehr dicht beieinander, obwohl die
Messwerte der Versuchsreihen stark differierten. Die Resorption von Hyperosid
erfolgte in dem gleichen Ausmal} wie die von Rutin und wurde durch die
Applikation als Birkenblatterextrakt nicht beeinflusst. Der Kurvenverlauf in den
graphischen Darstellungen blieb innerhalb der 180 min ansteigend, d.h. die
Konzentration im Akzeptor naherte sich noch nicht  einer

Sattigungskonzentration.

Eine bessere Vorstellung des Ausmalies der Resorption ermoglichte der
Vergleich der Resorptionsquoten Fj [%], allerdings ohne Berucksichtigung der

versuchstechnisch bedingten, etwas variierenden Langen der Darmabschnitte.

Tabelle 29: Resorptionsquoten F1gg von Hyperosid, Hyperosid aus HWExtr. und Rutin

Fis0 in % Min. Max. R
Hyperosid 3,04 1,88 4,55 2,67
0,150 mg/ml im Donator, n=5
Hyperosid aus Birkenextrakt 3,42 2,97 3,87 0,90
5,0 mg/ml HWEXxtr. im Donator, n=2
(entspr. 0,15 mg/ml Hyperosid)
Rutin 2,45 1,26 3,68 2,42

0,225 mg/ml im Donator, n=3

In-vitro-Perfusionsmodell (Rattendiinndarm). Fqgp: Resorptionsquote in % nach 180min
Min.: minimaler Wert, Max.: maximaler Wert, R: Spannbreite in nmol/cm, Gehaltsbestimmung
durch HPLC s.Kapitel 4.7, Berechnung F1s0 s.Kapitel 4.9.4

Auch aus dieser Kenngrofle lieBen sich keine Unterschiede in den
Resorptionseigenschaften der drei untersuchten Flavonoidlosungen ableiten.
Nur ein geringer Anteil von etwa 3 % des in einer Konzentration von
0,33 mmol/l eingesetzten Quercetinglykosides Hyperosid bzw. Rutin wurde
durch einen Dunndarmabschnitt der Ratte von 10-15cm Lange in 180 min

resorbiert.
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2.4 Pilotstudie zum Wirksamkeitsnachweis von Birkenblattern

Far alkoholische und wasserige Birkenblatterauszige konnte durch Schilcher
und Rau (1988) an Ratten eine signifikante aquaretische Wirkung
nachgewiesen werden. Uber die Wirksamkeit beim Menschen wurden bis heute
keine kontrollierten Studien durchgefihrt bzw. verdffentlicht. Nach den
molekular-pharmakologischen Untersuchungen mit Birkenblatterextrakten und
Einzelstoffen, sowie den Resorptionsstudien zu Flavonoiden sollte in diesem
Teil der Arbeit deshalb das Resultat dieser Prozesse im Organismus beleuchtet
werden, d.h. mit einer Pilotstudie die Effekte einer Einmalapplikation von
Birkenblattertee festgestellt werden. Die Dosierung und Darreichungsform
wurde nach der ESCOP-Monographie ausgewahlt. Aus 2,0 g getrockneten
Birkenblattern wurde ein Infus bereitet und die Wirkung mit der der gleichen
Menge Leitungswasser verglichen. Wichtigstes Kriterium fir die Beurteilung war
das zeitabhangige Urinvolumen, weiterhin wurden im Urin der Elektrolytgehalt
und die NEP-Aktivitat bestimmt.
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Abbildung 17: Urinvolumina der einzelnen Proben, sowie die summierten Volumina nach der

Einnahme von Wasser [ ] und Birkenblattertee Il fir Probanden 1 bis 4
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Abbildung 18: Urinvolumina der einzelnen Proben, sowie die summierten Volumina nach der

Einnahme von Wasser [] und Birkenblittertee Il fir Probanden 5 bis 8
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Abbildung 19: Urinvolumina der einzelnen Proben, sowie die summierten Volumina nach der

Einnahme von Wasser [] und Birkenblittertee Il fir Probanden 9 bis 12
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Abbildung 20: Urinvolumina der einzelnen Proben, sowie die summierten Volumina nach der

Einnahme von Wasser [] und Birkenblattertee Il fiir Probanden 13 und 14

Da die Reaktion auf Flussigkeitszufuhr individuell sehr verschieden war,
konnten, wie auch die anderen registrierten Parameter, die Urinvolumina nach
Wasser und Teeapplikation nur innerhalb eines Probanden verglichen werden.
Die Beurteilung erfolgte insbesondere aus den summierten
Ausscheidungsdaten nach 60 min und 240 min. Bei sieben Personen war das
Ausscheidungsvolumen nach Birkenblattertee im Versuchszeitraum hoher als
bei der Wasserkontrolle (Probanden 1, 2, 6, 8, 10, 13, 14). Dabei war dieses bei
sechs Fallen schon auf groliere Betrage in den ersten 60 min der Testphase
zuruckzufihren. Bei sechs Testpersonen war ingesamt ein gegensatzlicher
Effekt zu beobachten, das Urinvolumen war beim Wasser-Kontrollwert hoher
als bei der Teezufuhr (Probanden 3, 5, 7,9, 11, 12), ebenso traten bei einem

Probanden (4) keine Volumendifferenzen von mindestens 10 % auf.
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In den folgenden Tabellen sind die Werte fur die kontrollierten Parameter, die
innerhalb der ersten 60 min bzw. Uber den gesamten Versuchszeitraum

ausgeschieden wurden, zusammengefasst.

Tabelle 30: Vergleich der Summen der kontrollierten Parameter innerhalb der ersten 60 min

nach Wasser- und Birkenblattertee-Einnahme

Volumen in ml Na' in mmol K* in mmol NEP in mU
Proband | Wasser Tee Wasser Tee Wasser Tee Wasser Tee
1 135 449 5,0 12,2 5,8 4,7 1444 95,7
2 85 162 6,3 9,3 4,3 6,3 126,7 111,7
3 39 36 8,3 6,3 3,5 4,4 71,8 80,7
4 24 27 1,8 3,8 2,0 2,3 88,9 121,4
5 53 29 7,7 1,7 57 1,8 140,0 103,3
6 215 270 8,1 4,2 9,2 3,5 196,7 216,0
7 86 31 10,2 6,7 6,9 4,6 1441 110,6
8 18 27 2,2 2,8 4,6 2,4 75,2 111,9
9 257 220 16,5 26,1 7.4 14,1 187,9 182,9

10 0~ (0 0 0 0 0 0 0
11 0~ 52 0 6,2 0 2,0 0 239,5
12 0~ 37 0 6,7 0 1,7 0 105,2
13 21 27 3,2 6,4 1,3 1,8 169,5 133,5
14 59 96 12,5 10,7 4,0 3,2 105,8 123,1

* Proband konnte keinen Urin abgeben oder hat Probenzeitpunkt versaumt (Volumen gleich
Null, keine Probe fir Analytik vorhanden)
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Tabelle 31: Vergleich der Summen der kontrollierten Parameter fur die gesamte Testzeit von

vier Stunden nach Wasser- und Birkenblattertee-Einnahme

Volumen in ml Na* in mmol K* in mmol NEP in mU

Proband | Wasser Tee Wasser Tee Wasser Tee Wasser Tee

1 384 582 19,6 26,2 23,6 16,7 449,2 285,0
2 202 299 28,7 21,6 16,1 16,9 417,3 321,6
3 168 116 ** 24,4 > 16,3 ** 295,3
4 84 79 5,2 > 4,0 ** 374,2 **

5 204 93 24,6 6,3 259 6,5 4121 292,6
6 215 446 8,1 15,1 9,2 7,2 196,7 701,3
7 312 185 28,7 29,5 24,5 32,1 4431 3519
8 71 300 11,3 18,2 51,9 15,7 240,3 460,1
9 443 327 45,5 37,3 23,8 30,2 526,3 509,1
10 95 198 18,7 46,9 8.3 18,2 2147 602,6
11 256 92 36,5 10,2 14,3 4,5 3371 487,4
12 210 104 29,6 12,6 12,8 8,6 461,7 319,7
13 77 122 13,5 29 6,6 13,3 612,3 531,5
14 399 609 43,6 471 18,6 17,2 4428 448,3

** Proband hat korrekt Volumen bestimmt, aber einmal keine Probe fur weitere Analytik
abgegeben, deshalb keine Summierung moglich
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Fir eine erleichterte Einschatzung der Effekte wurden fir jeden Probanden die
Daten der Tee-Applikation mit denen der Wasser-Kontrolle prozentual
verglichen und benotet. Als Effekte wurden nur Anderungen Uber 10 % zur

Kontrolle bewertet.

Tabelle 32: Beurteilung der Effekte nach Birkenblattertee-Applikation im Vergleich zu Wasser

Volumen Na* K* NEP-Aktivitat

Proband | 60 min gesamt | 60 min gesamt | 60 min gesamt | 60 min  gesamt

1 + + + + - - - -
2 + + + - + 0 - -
3 0 . - o + o + -
4 + 0 + * 0 o + -
5 - - - - - - - -
6 + + - + - - 0 +
7 - - - 0 - + - -
8 + + + + - - + +
9 - - + - + + 0 0
10 - + * + - + o +
11 - - - . - . - +
12 - . - . o . o R
13 + + + + + + - -
14 + + - 0 - 0 + 0

+ Steigerung auf Uber 110%; - Senkung unter 90%; O keine Anderung (x10%);
** wegen fehlender Daten kein Vergleich mdglich

Die Betrachtung der Elektrolyte ergab, dass ein erhdhtes Urinvolumen auch
eine erhdhte Natriumausscheidung bedeutete. Gleichfalls bestand der
Zusammenhang zwischen verringerter Ausscheidung von Wasser und Natrium.
Eine Abhangigkeit zwischen Harnvolumen und Stoffmenge Kalium war nicht so
deutlich wie fur Natrium erkennbar. Die Analyse des Kaliumgehaltes hatte im
Falle des Nachweises einer starken Diurese Ruckschlisse auf den

Wirkungsmechanismus ermoglicht.
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Bei allen Probanden konnte im Urin NEP-Aktivitat nachgewiesen werden. Die
Enzymaktivitat des in 60 min abgegebenen Urins lag in der Gré3enordnung von
100 mU. Eine starke Hemmung des an den luminalen Mikrovili des proximalen
Tubulus lokalisierten Enzyms, das zusammen mit Membranabschilferungen
auch mit dem Urin ausgeschieden wird, hatte sich in einer Beobachtung von
gesunkener Enzymaktivitdat im Urin niederschlagen konnen. Solch einen
Zusammenhang lieRen die Messwerte nach Birkenblattertee nicht erkennen.
Die Auswertung der Pilotstudie zeigte, dass sich insbesondere bei sehr starker
Zunahme des Urinvolumens (Probanden 6, 8, 10) die ausgeschiedene NEP-

Aktivitat vervielfachte.
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3 DISKUSSION

3.1 Fraktionierung von Birkenblatterextrakten unter Beobachtung der

NEP-Beeinflussung

Aus dem getrockneten Pflanzenmaterial wurden drei Extrakte hergestellt und
bezuglich ihrer Hemmwirkungen auf die Enzyme NEP, ACE und LAP
untersucht. Durch den Nachweis einer Hemmung der NEP und des ACE durch
den Heillwasserextrakt der Birkenblatter konnte gezeigt werden, dass durch die
Extraktion mit siedendem Wasser bei der Teezubereitung oder der Anwendung
wasseriger Extrakte in Handelspraparaten Inhaltsstoffe aus dem
Pflanzenmaterial dem Menschen zugeflhrt werden, die als Enzyminhibitoren

wirken und damit pharmakologisch aktive Verbindungen darstellen.

Zur Anreicherung potentieller Enzyminhibitoren wurde Pflanzenmaterial mit
Petrolether entfettet und anschlieRend mit Ethylacetat und 80%igem Methanol
extrahiert. Im EthacExtr. und MeOHExtr. befanden sich Komponenten, die
Hemmwirkungen auf die Enzyme ausubten. Der MeOHEXxtr. wirkte am starksten
auf alle drei Peptidasen, bei gleichzeitig hochstem Hyperosidgehalt. Daher
wurde zunachst dieser Extrakt weiter aufgetrennt, unter Beobachtung der NEP-
Hemmaktivitat. Jedoch schon die nachsten Fraktionierungsschritte zeigten,
dass mit einer weiteren Aufreinigung der Birkenblatterflavonoidfraktion kein,
dem DEV entsprechender Anstieg der Enzymhemmung zu verzeichnen war.
Die eingeengten polareren Begleitstoffe, wie auch die flavonoidhaltige
Butanolfraktion hemmten gleichwertig die NEP mit einer ICsp bei ca. 50 ug/mil.
Auch die Testung des Rohglykosidgemisches nach der Etherfallung ergab
keine weitere Aktivitdtszunahme. Die nachfolgende Auftrennung in eine stark
gereinigte Hyperosidfraktion und weitere Fraktionen aus 2 bis 3 anderen
Flavonolglykosiden an Sephadex LH-20 fuhrte ebenso zu keiner Auffindung von
Inhibitoren, die Hemmungen der NEP in tieferen Konzentrationsbereichen
aufwiesen. Alle Flavonoidfraktionen zeigten NEP-Hemmungen. Dieses
Ergebnis zeigte Ubereinstimmung mit den Untersuchungen einzelner
Quercetinglykoside, da die Art des Zuckers an Position 3 die Hemmaktivitat
gegenuber NEP nicht beeinflusste. Als Hauptursache fur das ,Im-Sande-
Verlaufen der Hemmaktivitat bei der bioaktivitatsgeleiteten Fraktionierung des

MeOHEXxtr. konnte nur in Betracht gezogen werden, dass ein groRer Anteil der
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Wirkungen nicht durch Flavonoide, sondern durch andere polyphenolische
Substanzen verursacht wurde, die phytochemisch schlecht charakterisierbar

waren.

Im EthacExtr. konnten als Inhaltsstoffe Dammaranester und Flavonoide
bestimmt werden. Der Hyperosidgehalt war wesentlich geringer, der Gehalt an
freiem Quercetin hoher als im HWExtr. und MeOHEXxtr. Durch zweifache SC an
Kieselgel wurden Triterpene in Fraktionen angereichert. Die Kontrolle der NEP-
Hemmung zeigte auch hier, dass die Suche nach der einen aktiven Verbindung
bzw. Fraktion nicht zum Erfolg fuhrte. Einerseits beeinflusste ein von der
Polaritdt den Dammaranverbindungen ahnliches Chlorophyll ebenfalls die
Enzymbestimmung, andererseits waren Fraktionen mit Quercetin aktiver als die
Triterpenfraktionen. Der Vergleich des DEV und der Hemmwirkung der reinen
Triterpenfraktionen lie3 eine weitere lIsolation wenig sinnvoll erscheinen.
Erschwert war die Bewertung der Aktivitat des EthacExtr., da weder fur eine
Gehaltsbestimmung noch fir Enzymtestungen Referenzsubstanzen in den
notwendigen Mengen verfugbar waren. Durch das Fehlen chromophorer
Gruppen in den Moleklilen der Dammaranverbindungen der Birke entfiel auch
jegliche Charakterisierung der hergestellten Fraktionen mit HPLC-UV-
Spektroskopie. Um diese Naturstoffgruppe trotzdem in die Betrachtung
einzubeziehen, wurden die nicht im EthacExtr. enthaltenen Verbindungen
Betulinsaure, Betulinol, Oleanolsaure, Glycyrrhetin sowie drei Saponine auf
NEP-Hemmung getestet. Betulinsaure und Betulinol stellten sich als potente
LAP-Inhibitoren heraus, deshalb erfolgt die Bewertung dieser Untersuchungen
in einem eigenem Abschnitt. Fur Oleanolsaure konnte bei der hohen
Konzentration von 300 uymol/l ein Einfluss auf NEP beobachtet werden, alle
anderen Triterpene waren gegenuber NEP inaktiv. Genau wie beim MeOHEXxtr.
setzte sich die Gesamthemmung des EthacExtr. aus Einzelhemmungen
verschiedener Fraktionen zusammen, wobei zusatzlich im Extrakt enthaltenes

Chlorophyll die Hemmwerte in Richtung positiver Effekte verfalschte.

Zusammenfassend traf fir beide Extrakte, die aus den Birkenblattern hergestellt
und aufgearbeitet wurden, die Aussage zu, dass die Gesamtextrakte als
,Wirkstoffe“ anzusehen waren, da sie starker auf die Enzyme inhibierend

wirkten als die Summe ihrer Einzelkomponenten.
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3.2 Beeinflussung von Metallopeptidasen durch Flavonoide und

verwandte Verbindungen

Das Screening mit verschieden substituierten Vertretern aus den Reihen der
Flavone, Flavonole und Flavanone zeigte, dass das Enzym NEP am
empfindlichsten auf Flavonoidzusatz reagierte. Nur die Flavonole Quercetin,
Fisetin und Myricetin sowie das Flavon Luteolin wiesen Hemmungen auf, die
pharmakologisch relevant erschienen. Die Effekte waren trotzdem keinesfalls
mit denen der kompetetiven NEP-Inhibitoren Phosphoramidon oder Thiorphan
vergleichbar, deren |Cso-Werte liegen im nanomolaren Bereich. Fur die
Flavonoide wurden ICsy von 42 pymol/l bis 220 pmol/l bestimmt. Gemeinsamkeit
dieser vier effektivsten Verbindungen war die Hydroxylierung an den
benachbarten Positionen 3’ und 4’. Myricetin, das am starksten hydroxylierte

Flavonol, besal’ auch die geringste ICsp.

Interessanterweise zeigten die Quercetinglykoside, so auch Hyperosid,
geringere Aktivitat gegentuber NEP als ihr Aglykon. Daraus leiteten sich zwei
wichtige Schlussfolgerungen ab. Erstens kann eine bioaktivitdtsgeleitete
Fraktionierung von pflanzlichem Material, das genuin glykosidische
Komponenten enthalt, zu falsch negativen Ergebnissen fuhren. Zweitens sollten
In-vitro-Testungen nur im Zusammenhang mit Daten zur Bioverfligbarkeit bzw.
Biotransformation der entsprechenden glykosidischen Naturstoffe diskutiert

werden.

Ein systematisches Screening fur Flavonoide und ahnliche Verbindungen bzgl.
der Effekte auf NEP und ACE wurde bis jetzt noch nicht publiziert. Einige
Autoren untersuchten bisher die ACE-Hemmung weniger Flavonoide, z.B.
Astragalin und Isoquercitrin (Kameda et al. 1987) oder Morin und Amentoflavon
(Wagner et al. 1991), die aus traditionellen Arzneidrogen isoliert wurden.
Kameda et al. (1987) zeigten, dass die Effekte der Flavonolglucoside und deren
Gallate auf die ACE-Aktivitat vom Flavonolgrundgerist abhangig waren.
Allerdings wurden hier 2”-O-Galloylglucoside untersucht, d.h. im Unterschied
zum Epigallocatechingallat des Grinen Tees war eine OH-Gruppe der Glucose
und nicht eine des Flavonoid/Catechin-Grundgerustes mit Gallussaure
verestert. In den Testungen wurde eine maximale Hemmung von 67 % fur

Astragalin bei 300 ug/ml (entspr. 670 umol/l) angegeben. Somit wurde bei
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dieser Gruppe mit noch hoéheren Konzentrationen als in den eigenen
Untersuchungen gearbeitet. Wagner et al. (1991) beobachteten eine ACE-
Hemmung von Flavonoiden und Proanthocyanidinen bei Konzentrationen von
0,33 mg/ml mit einer in der Literatur nicht gebrauchlichen Methode. Wiederum
aus einem Konzentrationsvergleich wurde erklarbar, dass das bei den eigenen
Testungen wenig aktive Morin (300 pymol/l; 14 %) hier Hemmungen von 64 %

(1 mmol/l) hervorrief.

Von Parellada et al. (1998) wurden bereits systematische Untersuchungen mit
Flavonoiden und Zink-Metallopeptidasen durchgefuhrt, Gegenstand waren die
Cytosolische Aminopeptidase (EC 3.4.11.1), Carboxypeptidase A (EC 3.4.17.1)
und bereits die LAP (EC 3.4.11.2). Bei der verwendeten Flavonoidkonzentration
von 100 pmol/l wurden fur die LAP nur schwache Hemmwirkungen bis maximal
35 % gefunden. Die in den eigenen Testungen fur z.B. Apigenin, Baicalein oder
Rhamnetin beobachteten Hemmungen Uber 40 % wurden bei der dreifach
hdheren Konzentration von 300 pmol/l bestimmt. Strukturelle Voraussetzung fur
die Interaktion mit den Metallopeptidasen war bei den Autoren die
Doppelbindung zwischen den Positionen 2 und 3. Die an dieser Bindung
gesattigten Flavanone zeigten in den eigenen Experimenten ebenfalls keine
Wirkung auf NEP und LAP, dagegen schien diese Hypothese nicht auf die
eigenen Versuche mit ACE Ubertragbar zu sein. Ebenso wie bei den eigenen
Versuchen, konnte fir diese drei Enzyme kein gemeinsames
Hydroxylierungsmuster als Bedingung fur eine Aktivitatsbeeinflussung
herausgefunden werden. Wichtig zur Aufklarung des Angriffspunktes der
Flavonoide auf die Enzyme waren die beschriebenen Experimente mit und
ohne Zn?*-Zusatz in den Reaktionsansatzen. Die Hemmung der Aktivitat der
Metallopeptidasen hatte demnach ihre Ursache nicht in Wechselwirkungen der
phenolischen Hydroxylfunktionen mit dem Zinkion des aktiven Zentrums. Da
Flavonoide Chelate mit Kationen wie Eisen oder Aluminium bilden, lag diese
Vermutung zum Mechanismus nahe. Aber zu den vielen bekannten Enzymen,
die durch Flavonoide gehemmt werden, zahlen viele nicht zur Gruppe
zinkhaltiger Enzyme, beispielhaft seien Trypsin (Parellada und Guinea 1995)
oder c-AMP-Phosphodiesterase (Nikaido et al. 1982) aufgefihrt.
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Angesichts der schwachen pharmakologischen Effekte der Flavonoide, wenn
man die Konzentrationsbereiche der In-vitro-Testungen beachtet, trifft deren
Charakterisierung als ,wirksamkeitsmitbestimmende Verbindungen® genau zu.
Vermutlich setzen sich pharmakologische Wirkungen von Arzneipflanzen aus
der Summe der Effekte von Flavonoiden und weiteren Komponenten und
gleichzeitig aus der Summe von geringen Effekten der Naturstoffe auf mehrere
Enzym- oder Rezeptorsysteme zusammen. So konnten zur Wirkung der
deglykosylierten Flavonoide die der Metabolite 4-Methylcatechol und 3,4-
Dihydroxyphenylessigsaure und die der in Extrakten mit Flavonoiden
vorkommenden Kaffeesaurederivate hinzukommen. Der Beitrag von

Catechinen und Gerbstoffen soll in dem nachsten Abschnitt diskutiert werden.

3.3 Gerbstoffe in Pflanzenextrakten und Interaktionen bei

pharmakologischen Testungen

Birkenblatter enthalten neben Flavonoiden Proanthocyanidine (Gorecki und
Seiz 1992), wobei neuere Untersuchungen zu Gehalt und Strukturen fehlen.
Weiterhin wurden erst vor kurzer Zeit Strukturen hydrolysierbarer Gerbstoffe in
Birkenblattern aufgeklart (Salminen et al. 1999). In den eigenen
Untersuchungen wurde der Gerbstoffgehalt der Blattdroge bestimmt. Mit 4,5 %
lag dieser Gehalt unter dem anderer Gerbstoff-Blatt-Drogen, wie Walnuss- oder
Brombeerblatter. Das Monomere der Proanthocyanidine, Catechin, wurde in der
verwendeten Droge nachgewiesen, das Vorkommen des Catechins in
Birkenblattern wurden bereits beschrieben (Ossipov et al. 1996). Gerade die
Extraktion mit HeilBwasser oder Wasser-Aceton- bzw. Wasser-Methanol-
Mischungen filhrte zur Uberfiihrung dieser Substanzen in die Drogenextrakte.
Dass Gerbstoffe, die EiweiRe denaturieren, ebenso konzentrationsabhangig mit
Enzymen wechselwirken, ist eine logische Konsequenz. Fur den HWEXxtr. und
den MeOHEXxtr. wurde gezeigt, dass nach einer Behandlung mit Hautpulver die
Hemmaktivitat gegenuber NEP sehr stark abnahm. Die Problematik bestand
nun darin, diese ,Gerbstoffeffekte” der Pflanzenextrakte zu bewerten. Bei jeder
bioaktivitatsgeleiteten Fraktionierung pflanzlichen Materials missen mdgliche
Wechselwirkungen von Gerbstoffen mit dem Testsystem berilicksichtigt werden,

sonst kann es zu einem Ubergehen von Fraktionen mit spezifisch wirkenden
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Verbindungen, die aber niedrig konzentriert vorliegen, fihren. Allerdings werden
aktuell den kondensierten Gerbstoffen positive pharmakologische Effekte
zugeordnet (Ubersicht in Kaul 1996). Gerade fir die positiv inotrope Wirkung
von WeiRdorn und die protektiven Effekte des Rotweins bezlglich
kardiovaskularer Erkrankungen werden die oligomeren Proanthocyanidine
(OPC) als Wirkstoffe diskutiert. Wenn fur diese Pflanzen die OPC als
wirksamkeitsbestimmende Inhaltsstoffe akzeptiert werden, so sollte zumindest
auch partiell die Wirkung anderer Drogen, wie z.B. die der Birkenblatter, auf den
Gehalt an OPCs zurtckgefuhrt werden. So wie flr die Flavonoide, muss erst
recht fir die Proanthocyanidine die Problematik der Resorption betrachtet
werden, die hohe Anforderungen an die Analytik stellt. Erste Untersuchungen
zur Resorption von Dimeren wurden bereits publiziert (Spencer et al. 2001),
hierbei trat wahrend des Transfers eine Spaltung in Epicatechin auf. Solche
Monomere vom Catechintyp konnten im Plasma nach der Applikation von Wein
oder Grinem Tee detektiert werden (Maiani et al. 1997, Donovan et al. 1999,
Zhu et al. 2000). In Zukunft sollten Flavonoide und Gerbstoffe nicht, wie
anfanglich bei den Birkenblattern in den eigenen Untersuchungen, von einander
getrennt bei der Findung wirksamkeitsmitbestimmender Komponenten von

Arzneipflanzen betrachtet werden, sondern im Komplex gesehen werden.

3.4 Bewertung der Ergebnisse mit Birkenblatterextrakten im Vergleich

zu anderen Pflanzenextrakten

3.4.1 Solidago-, Crataequs- und Griintee-Extrakte

Den Herba-Drogen aus Solidago-Arten wird, genau wie den Birkenblattern, eine
aquaretische Wirkung zuerkannt, zusatzlich existieren noch spasmolytische und
antiphlogistische Wirkkomponenten. Ein Vergleich der Inhaltsstoffe ergibt, dass
Betula und Solidago als Gemeinsamkeit Flavonoide vom Flavonoltyp
aufweisen. Nur Solidago dagegen enthalt Triterpensaponine (Hiller und Bader
1996), die im Unterschied zu den lipophilen Triterpenen der Birkenblatter, mit
Methanol-Wasser-Mischungen extrahiert werden kénnen. Die Untersuchungen
bezlglich der Hemmaktivitat gegenuber NEP zeigten, dass die methanolischen
Solidago-virgaurea-Extrakte Stoffe mit hemmenden Eigenschaften enthielten.

Der Vergleich von aufgereinigten Saponin- und Flavonoidfraktionen zeigte, dass
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die Effekte nicht durch die Saponine hervorgerufen wurden. Diese Erkenntnis
stent im Einklang mit der Inaktivitat der im Screening untersuchten
Einzelsaponine vom Triterpentyp. Aus den Ergebnissen liel} sich ableiten, dass
auch bei dieser Droge die aquaretische Wirksamkeit auf die Hemmung von
NEP zurickzufihren sein kénnte. Daraus folgt, dass die durch Birkenblatter
festgestellte Hemmung von Metallopeptidasen nicht spezifisch fur diese Droge
ist, sondern dass andere flavonoid- und polyphenolhaltige Arzneipflanzen
ebenfalls in den verwendeten Bestimmungsmethoden Aktivitdt aufweisen
konnen und die Enzymhemmung flr deren Wirksamkeitserklarung in Betracht

zu ziehen ist.

Die untersuchten Crataegus-Extrakte der Fa. Schwabe, waren als
proanthocyanidinreiche Fraktionen deklariert. Durch diesen hohen Gehalt an
Verbindungen, die als kondensierte Gerbstoffe mit Proteinen wechselwirken,
waren die hohen Wirkpotenzen gegenuber den drei Enzymen erklarbar. Durch
die Untersuchungen dieser Crataegus-Extrakte stand Vergleichsmaterial fur die
eigene, aus den Birkenblattern isolierte Proanthocyanidinfraktion (J) fur DC,
Enzymtestungen und Bindungsuntersuchungen mit Hautpulver zur Verfugung.
Eine sehr gute Ubereinstimmung der Hemmergebnisse auf alle drei
Metallopeptidasen konnte festgestellt werden, z.B. lag die ICsq der NEP jeweils
bei 10 yg/ml. Wie fur MeOHExtr. und HWEXxtr. der Birkenblatter wurde fur die
Crataegus-Extrakte die Veranderung der NEP-Beeinflussung, nachdem
Lésungen mit Hautpulver behandelt wurden, untersucht. Auch hier zeigte sich,
dass die Proanthocyanidine an das Hautpulver gebunden wurden und somit
nicht mehr frei in der Losung vorlagen, um mit der NEP bei der sich
anschlieenden Enzymbestimmungsmethode zu interagieren. Wie bei der
Goldrute bezuglich der Flavonoide, kann nun genauso hinsichtlich der
Proanthocyanidine bestatigt werden, dass die durch Birkenextrakt ausgeldsten
Enzymhemmungen auch mit anderem proanthocyanidinhaltigen

Pflanzenmaterial zu bewirken sind.

Weilldornblatter und —bliten werden bei nachlassender Leistungsfahigkeit des
Herzens entsprechend Stadium Il nach NYHA eingesetzt, als
wirksamkeitsbestimmende Inhaltstoffe werden besonders die enthaltenen
oligomeren  Proanthocyanidine  (OPC) Dbetrachtet. @ Neben Radikal-

fangereigenschaften, der Wirkung auf den Herzrhythmus und die Herzfrequenz
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wurde fir die OPC auch eine blutdrucksenkende Wirkung beschrieben. Als
Mechanismus wurde hierfur eine ACE-Hemmung diskutiert (Kaul 1996,
Dingermann 2000, Chatterjee et al. 1997, Zapfe 2001). Auch in den eigenen
Untersuchungen hemmten die proanthocyanidinreichen Fraktionen aus
Crataegus ACE. Gleichzeitig war ein Effekt gegenuber NEP in geringeren
Konzentrationen festzustellen. So konnte neben der bekannten ACE-Hemmung
eine Wirkungsverlangerung des ANP und die resultierende Vorlastsenkung zu
den positiven Wirkungen des WeilRdorns auf das Herz-Kreislauf-System
beitragen, in Analogie zu den Effekten synthetischer dualer ACE-NEP-
Inhibitoren.

Die Besonderheit von Grunem Tee, ist sein Gehalt an niedermolekularen
Catechinen und deren Gallussaureester. Der epidemiologisch nachgewiesene
Zusammenhang zwischen der regelmafligen Aufnahme von Grunem Tee und
dem verringertem Auftreten von Krebs und koronarer Herzkrankheit konnte
experimentell vor allem durch die pharmakologischen Eigenschaften der
Komponente Epigallocatechingallat (EGCG) unterstitzt werden (Metz 2000a,
Dufresne und Farnworth 2001, Riemersma et al. 2001). Auch in den eigenen
Untersuchungen zeigte die mit Gallussaure veresterte Verbindung starkere
Hemmaktivitat gegenuber NEP als Catechin und Epicatechin. Ein Vergleich der
ICs0-Werte von Epigallocatechingallat (14 pg/ml) und des auf 15 % Gehalt an
dieser Substanz eingestellten Extraktes (40 pg/ml) zeigte, dass die
Gesamtwirkung nicht allein auf diese Komponente zuruckgefuhrt werden
konnte. Die Einstellung der Extrakte auf einen konstanten Gehalt an dieser

pharmakologisch aktivsten Verbindung ist jedoch als sinnvoll anzusehen.

3.4.2 Rotweinextrakt, Quercetin und Resveratrol - Beeinflussung von NEP und
ACE an SK-N-SH-Zellen

Wie in Ostasien dem Grinem Tee, konnte fir den mediterranen Kulturkreis
dem Rotwein ein protektiver Effekt bezuglich kardiovaskularer Erkrankungen
und der Haufigkeit von Krebsentstehung nachgewiesen werden
(,French Paradox®). Der gunstige Einfluss des Rotweins wird neben dem
moderatem Ethanolkonsum mit der regelmafRigen Zufuhr der enthaltenen
Polyphenolfraktion begrindet. Zu den bedeutendsten Inhaltsstoffen zahlen

hierfur, die wie in Crataegus in hoher Konzentration vorliegenden
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Proanthocyanidine, Quercetin und Resveratrol, eine fir den Rotwein
charakteristische Stilbenverbindung (Constant 1997, Soleas et al. 1997a,
Soleas et al. 1997b, Metz 2000b).

Die beiden Rotwein-Extraktivstoffe Quercetin und Resveratrol wurden
zusammen mit einem Rotweinextrakt im Rahmen einer Diplomarbeit (Escher
2000) auf die Hemmwirkung auf NEP und ACE untersucht. Die
Bestimmungsmethoden der vorliegenden Arbeit wurden angewandt, jedoch auf
SK-N-SH-Zellen (humane Tumorzellen aus Neuroblastomgewebe) Ubertragen,
auf deren Oberflachen die beiden Peptidasen lokalisiert waren. Die Testung der
Extraktivstoffe ermdglichte einen Vergleich der Ergebnisse mit den eigenen
Versuchen an den geldsten Enzymen. Fir die NEP stimmte die fir Quercetin
ermittelte 1Csy Uberein. Resveratrol war im Vergleich zu Quercetin jeweils
wesentlich schwacher bzw. gar nicht gegenuber NEP aktiv. Im Falle von ACE
existierten Unterschiede zum isolierten Enzym. Das Enzym des Zellsystems
reagierte empfindlicher auf die beiden Stoffe, und es konnten demzufolge fur
Resveratrol und Quercetin 1Cso-Werte von 486 pmol/l und 226 ymol/l bestimmt
werden. Das Rotweinlyophilisat hemmte beide Peptidasen, wobei die NEP-
Aktivitat wiederum durch geringere Konzentrationen im Vergleich zu ACE

beeinflusst wurde.

Durch die Arbeit an Zellen war es moglich, Langzeiteffekte der Naturstoffe zu
untersuchen. Hierbei wurden unter Beachtung der Toxizitaten Konzentrationen
von 1-10 ymol/l eingesetzt, die weit unterhalb der in den direkten Testungen
wirksamen Konzentrationen lagen. Ermittelt und verglichen wurden die
Veranderung der Enzymaktivitaten an den Zelloberflachen, sowie die
Proliferationsentwicklung nach 96stindiger Inkubation unter Zusatz von

Quercetin, Resveratrol und Rotweinextrakt.

Die Kultivierung der Zellen mit den Substanzen bewirkte, dass die Zellen
vermehrt NEP und ACE ausbildeten. Bei Konzentrationen, die eine
Aktivitatssteigerung der Enzyme  hervorriefen, war parallel eine
Proliferationshemmung zu verzeichnen. Aufgrund der gleichzeitigen
Aktivitatssteigerung der verbliebenen Zellen konnte abgeleitet werden, dass die

Proliferationshemmung nicht auf einer toxischen Wirkung der Stoffe beruhte.
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Die Hypothese, dass Quercetin, Resveratrol und der Gesamtextrakt aus
Rotwein Uber die Hemmung der Ektoenzyme eine Down-Regulierung von NEP
und ACE an den Zellen bewirken, konnte nach diesen Ergebnissen nicht
aufrecht erhalten werden. Die Down-Regulierung der Peptidasen wirde einer
Blutdrucksenkung entsprechen. Anhand der Ergebnisse ware durch die erhdhte
Aktivitat der Enzyme eine Verminderung von ANP und Bradykinin und eine
Erhdhung von Angiotensinll zu erwarten, resultierend in einer
Blutdruckerhéhung. Vor endgultigen Schlussfolgerungen ware es ratsam, die
durchgefuhrten Untersuchungen an Gefalizellen zu wiederholen. Bei den
verwendeten SK-N-SN-Zellen handelte es sich um eine Tumorzelllinie aus
Neuroblastomgewebe, somit konnte die Up-Regulierung der Enzyme als
Differenzierungsforderung von Tumorzellen sowie die Proliferationshemmung
als Hemmung des Tumorzellwachstums interpretiert werden. Diese Wirkung
wurde bereits fiir beide Substanzen fir andere Gewebe beschrieben (Ubersicht
in Escher 2000). Auch fur Rotwein wurde eine tumorinhibierende Wirkung an
Zellen und Tiemodellen bereits beobachtet (Damianiki et al. 2000, Elattar und
Virji 1999, Stoewsand et al. 1991, Clifford et al. 1996). Somit konnte kein
weiterer Erklarungsansatz flr die protektive Wirkung des Rotweins auf

kardiovaskulare Erkrankungen geliefert werden.

Diese Versuchsauswertungen zeigten, dass allgemein fur die Untersuchungen
von Polyphenolen, so auch von Birkenblatterextrakten und enthaltenen
Flavonoiden und Proanthocyanidinen, die In-vitro-Enzymbestimmungen durch
Bestimmungen an Zelllinien untermauert werden sollten. Gerade fur die
Ektoenzyme konnte die Verwendung der membrangebundenen Enzyme, wie
sie hauptsachlich im Korper existieren, zu veranderten Ergebnissen der
Hemmbarkeit durch Testsubsanzen fuhren. Ein Vorteil der Zellsysteme besteht
auch darin, dass Effekte konzentrationsabhangig betrachtet werden konnen,
unter der genauen Kenntnis der Toxizitat fur das entsprechende Modell. Ein
Nachteil fur die Arbeit mit Zellkulturen ist, dass die Wahl der Zelllinie die
Ergebnisse entscheidend beeinflussen kann, somit Ergebnisse verschiedener
Arbeitsgruppen noch schwerer vergleichbar werden, als z.B. schon durch
unterschiedliche Wahl von Substraten in Enzymassays. Viele Zelllinien kdnnen
in der Regel deshalb kultiviert werden, weil sie Tumorzellen mit gesteigerter

Teilungsaktivitat sind. Gerade fur die Interpretation von Effekten sollte der
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unterschiedliche Stoffwechsel von gesunden Korperzellen und Geweben zu
Tumoren immer beachtet werden. Vorteil der in der eigenen Arbeit zu
Birkenblattern verwendeten Bestimmungsmethoden mit isolierten Enzymen ist
vor allem der geringere praktische Aufwand, besonders der Verzicht auf sterile
Arbeitsweise, so dass bei einer bioaktivitatgeleiteten Fraktionierung von
pflanzlichem Material sich zunachst die Anwendung der einfacheren Methode
empfiehlt. Im Falle der Auffindung von interressanten Naturstoffen sollten sich

unbedingt Untersuchungen an Zellen anschliel3en.

3.5 Betulinsaure und Betulinol als Inhibitoren der LAP

Von den anderen, im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Naturstoffen, die
Hemmwirkungen auf die Enzyme NEP, ACE oder LAP aufwiesen, hoben sich
Betulinsaure und Betulinol einerseits durch ihre spezifische Wirkung gegenuber
LAP, andererseits durch ihre Wirkpotenz als Einzelstoffe in wesentlich
geringeren Konzentrationen ab, denn ihre ICso-Werte lagen unter der 1Csy des

bekannten Inhibitors Bestatin.

Die Entdeckung dieses biochemischen Effektes lasst sich nicht fir die
Erklarung der Wirkungsweise von Birkenblattern nutzen, da die pentacyclischen
Verbindungen nicht in diesen Pflanzenteilen, sondern in der Rinde akkumuliert
werden. Betulinol stellt den Hauptanteil der Triterpene in der Birkenrinde, neben
Lupeol, Betulinsaure u.a. Die Birke war zwar namensgebend flir diese
Verbindungen, trotzdem sind sie Inhaltsstoffe vieler anderer Pflanzenarten
(Djerassi 1994).

Die Hemmung der LAP war ein wichtiges Ergebnis, denn dadurch war es
moglich, einen Zusammenhang zwischen bekannten pharmakologischen
Effekten der Betulinsaure, wie z.B. der Apoptoseauslosung in Krebszellen, und
des als Zytostatikum angewandten LAP-Inhibitors Bestatin (Ubenimex)

aufzuzeigen.
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Die Experimente von Pisha et al. (1995) an humanen Melanomzellen in Mausen
zeigten, dass Betulinsdure ohne Toxizitdt das Tumorwachstum durch
Apoptoseinduktion unterbrach. Auch gegen Zelllinien verschiedener maligner
Hirntumore (Fulda et al. 1999) und gegen Primarkulturen verschiedener

humaner Tumore (Nagourney et al. 1996) erwies sich die Betulinsaure aktiv.

Menrad et al. (1993) veroffentlichten, dass an Melanomen und nicht an
normalen Melanozyten ein bestimmtes Oberflachenprotein expremiert wird,
dessen Sequenzanalyse eine identische Struktur zu LAP (EC. 3.4.11.2) ergab.
Die daraufhin erfolgte Behandlung der Melanomzellen mit kompetitiven
Inhibitoren des Enzyms (Bestatin, Amastatin) fihrte zu einer Hemmung der
Invasion der Tumorzellen durch die Matrigel-Basalmembran. Ebenso bewirkten
LAP-Inhibitoren (Bestatin, Leuhistin, Matlystatin A)  bei HT1080-
Fibrosarcomzellen eine Hemmung des Abbaus der subendothelialen Matrix
(Fujii et al. 1996a). Diese Beobachtungen lielRen erkennen, dass die LAP bei
der Ausbreitung maligner Tumore eine entscheidende Rolle spielt. An Patienten
mit malignen Melanomen konnte in einer klinischen Prifung (Phase IIl) far
Bestatin eine Verlangerung des rezidivfreien Zeitraumes erreicht werden (lkeda
et al. 1985).

Aufgrund der Literaturauswertung und der eigenen biochemischen Versuche
konnte geschlossen werden, dass die festgestellte LAP-Hemmaktivitat das
gemeinsame Anti-Melanom-Wirkprinzip beider Verbindungen, Bestatin und

Betulinsaure, sein musste.

Weiterhin wirkt Betulinsaure als Inhibitor von Stromelysin und Kollagenase (Sun
et al. 1996), so dass Uber die Hemmung dieser Matrix-Metalloproteinasen ein
weiterer Wirkmechanismus zur Verhinderung der Ausbreitung von Tumoren

durch Betulinsaure existiert.

Fur Betulinsaure konnte als apoptoseeinleitender Mechanismus die Aktivierung
der Caspasen festgestellt werden (Fulda et al. 1997). Es besteht kein
Widerspruch zwischen der Aktivierung der Metalloproteasen Caspasen und der
Hemmung der Metallopeptidase LAP, da die Induktion der Caspasen erst am
Ende einer Reaktionsfolge hin zur Apoptose steht (Widmann et al. 1998). Die
LAP-Hemmung muss daher ein vorausgehender Mechanismus sein, auf

welchen letztendlich indirekt eine Caspase-Aktivierung erfolgen kann.



— 74—

Neben der Anti-Tumor-Wirkung besitzt Bestatin  immunmodulierende
Eigenschaften und wurde deshalb zur Immuntherapie unter Aufrechterhaltung
der Chemotherapie nach Remission bei Akuter Myeloischer Leukamie
angewandt (Tsukagoshi 1987). Bestatin zeigte direkte wachstumshemmende
Wirkung auf Leukamie-Zelllinien, sowie additive bzw. synergistische Effekte mit
anderen Chemotherapeutika wie Daunomycin, Arabinosylcytosin,
Mercaptopurin und Etoposid (Fujii et al. 1996b). Ebenso wie bei den o.g.
Melanomzellen konnten Lendeckel et al. (1996) =zeigen, dass nur
Leukamiezellen LAP exprimieren, wahrend normale Zellen des Myelo-
Monozyten-Stammes diese Eigenschaft nicht besitzen. Solche
unterschiedlichen Merkmale sind die Voraussetzung fur eine selektive

Behandlung von Tumorzellen mit Bestatin bzw. Betulinsaure.

Eine weitere wichtige Wirkung von Betulinsaure und deren Derivaten ist eine
Anti-HIV-Aktivitat, die mehreren Arbeitsgruppen beschrieben (Evers et al. 1996,
Kashiwada et al. 1996). Soler et al. (1996) fanden heraus, dass
Betulinsaurederivate nicht als HIV-Protease- oder Reverse-Transkriptase-
Hemmer wirken, sondern nach der Anheftung der Viren in den Virus-Zell-
Fusionsprozess eingreifen. Fur Bestatin beschrieben Pulido-Cejudo et al.
(1997) analog, dass die Substanz signifikant die Infektion von Zellen mit HI-
Viren herabsetzte und LAP eine wichtige Rolle in den frihen Stadien des Virus-
Angriffes, beim Eintritt in die Zellen spielt. Damit kann auch bei der zweiten
maoglichen Indikation fur Betulinsaure eine Parallele zu Bestatin bzw. zur LAP-

Beeinflussung gezogen werden.

3.6 Resorptionsuntersuchungen am Rattendiinndarm-Modell

In letzter Zeit hat das Interesse an biopharmazeutischen Fragestellungen auch
fur pflanzliche Arzneistoffe und Phytopharmaka sehr stark zugenommen.
Gerade bei Substanzen, die in-vitro pharmakologische Wirkungen zeigten,
musste geklart werden, wie sie vom Koérper aufgenommen, umgewandelt und
ausgeschieden werden. Besonders flir Flavonoide sind diese Fragestellungen
wichtig, da sie in sehr vielen pharmakologischen Testsystemen Aktivitat

zeigten. Andererseits werden sie taglich Uber Nahrung zugefuhrt, so dass auch
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diese Zufuhr, die Dosierung von Phytopharmaka und die Wirkkonzentrationen

von reinen Flavonoiden verglichen werden mussen.

Fir Westeuropder sind Zwiebeln, Apfel und Tee die Lebensmittel mit den
hdchsten Flavonoidgehalten. Die durchschnittiche Aufnahme an Flavonoiden
wurde fir die Niederlande z.B. mit 41,9 + 23,7 mg/Tag angegeben oder flr
Danemark auf 26 mg/Tag geschatzt. Besonders durch die Wahl von Getranken,
wie Orangensaft, Fruchtsafte, Kaffee, Tee und Wein, wurde die Zufuhr aller
Polyphenole stark beeinflusst (Hertog et al. 1993, de Vries et al. 1997, Justesen
et al. 1997, Scalbert und Williamson 2000).

In einer Vielzahl von Verzehrstudien wurde die Bioverfugbarkeit von Quercetin
und seinen Glykosiden untersucht (Ubersichten in Scalbert und Williamson
2000 und Grafe 2000). Die Zusammenfassung einzelner Ergebnisse wird
erschwert durch die Anwendung unterschiedlicher Extraktions- und
Analyseverfahren der Urin- und Plasmaproben. Weiterhin wird die
Bioverfugbarkeit stark von der applizierten Matrix und dem an Quercetin
geknupften  Zucker beeinflusst. Ebenso sind die interindividuellen

Schwankungen der pharmakokinetischen Daten sehr grol3.

Nach dem heutigen Erkenntnisstand findet eine Resorption von Flavonoiden
bereits im Dunndarm statt. Die Frage, ob fur eine Aufnahme die Spaltung der
Glykoside in Quercetin und Zucker notwendig ist, ist noch nicht ausreichend
geklart. Die gastrointestinale Mucosa weist R-Glucosidase-Aktivitat zur Spaltung
von Quercetin-glucosiden auf (loku et al. 1998, Day et al. 1998). Als membran-
gebundenes, sich an der AuRenseite des Burstensaums befindendes Enzym
wurde die Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) beschrieben (Day et al. 2000b).
Far Flavonoide mit einer Rhamnose kann durch diese Enzyme keine
Glykosidspaltung erfolgen, so dass im Falle von Rutin oder Quercitrin der bisher
fur alle Flavonoide angenommene Biotransformationsweg mit einer
Zuckerspaltung durch die Mikroflora des Kolons (Bokkenheuser et al. 1987, Kim
et al. 1998) und anschlieRende Resorption angenommen wird. Trotzdem sind
interessanterweise die Glykoside Voraussetzungen fur eine Resorption, da die
orale Zufuhr des Aglykons eine wesentlich schlechtere Aufnahme zur Folge hat
(Hollman et al. 1995, Morand et al. 2000).



—76 -

Nicht erst in der Leber, sondern bereits innerhalb der Enterozyten werden
Flavonoide durch die cytosolische R-Glucosidase und die UDP-
Glucuronosyltransferase metabolisiert. Im Plasma liegt Quercetin nur in Form
von Glucuroniden und mit einer hohen Plasma-Eiwei3-Bindung vor. Der
Nachweis von intakten Glykosiden war vermutlich eine Folge einer
unzureichenden Selektivitat der Analytik. Mehrere Gruppen haben in letzter Zeit
bestatigt, nur Glucuronide nachweisen zu konnen (Wittig et al. 2001, Sesink et
al. 2001).

Far die im Plasma gefundenen Konzentrationen an Quercetinkonjugaten seien
hier beispielhaft 373 nM+61nM (10 Probanden nach einer sehr
flavonoidhaltigen Mahlzeit, Manach et al. 1998) und 2,3 pg/ml+ 1,5 ug/ml
(ca.7 uM, 12 Probanden nach dem Verzehr von Zwiebeln entsprechend 100mg
Quercetin, Grafe 2000) aufgefuhrt. Erst recht die Detektion intakter
Flavonoidmolekule im Harn bedurfte einer hoch empfindlichen Analytik (Young
et al. 1999, Grafe 2000). Weitere nachweisbare Metabolite im Harn sind
verschiedene hydroxylierte bzw. methoyxlierte Benzoe- und
Phenylessigsaurederivate und 3,4-Dihydroxytoluol (Baba et al. 1981, Pietta et
al. 1997, Grafe 2000).

Zur Aufklarung der Bioverfligbarkeit von Flavonolen wurden zahlreiche In-vivo-
Versuche an Ratten durchgefuhrt (z.B. Manach et al. 1997, Piskula und Terao
1998, Choudhury et al. 1999, Pforte et al. 1999). Da besonders die Vorgange
im Gastrointestinaltrakt mafgeblich fur die Verfugbarkeit von Flavonoiden
verantwortlich waren, wurde auch von anderen Arbeitsgruppen das Verhalten
an Resorptionsmodellen mit Ratten- oder Schweinedarm untersucht (Noteborn
et al. 1997, Shimoi et al. 1998, Crespy et al. 1999, Spencer et al. 1999, Grafe
2000, Gee et al. 2000, Andlauer et al. 2001). Weiterhin wurden an Caco-Zellen
die Transportvorgange genauer untersucht (Walgren und Walle 1999, Murota et
al. 2000, Walgren et al. 2000a, Walgren et al. 2000b).

Generell ist ein Vergleich der Ergebnisse kompliziert, z.B. durch Unterschiede
in der experimentellen Aufarbeitung des biologischen Materials, die Variation
der Zusammensetzung von Donator- und Akzeptormedien und die
verschiedene Versuchsdauer. So variierte bei den beschriebenen Modellen der

pH-Wert zwischen minimal pH 6,8 (Grafe 2000) und maximal pH 7,4 (Gee et al.
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2000), diese Differenzen kénnen vor allem die Loéslichkeit und Stabilitat von
Quercetin beeinflussen. Da der Calciumgehalt der Medien die Permeabilitat der
Tight junctions der Epithelzellen beeinflusst (Ma et al. 2000), muss auch die
lonenzusammensetzung der verwendeten Pufferldésungen beachtet werden. Bei
den zitierten Verfahren betrug die Konzentration an Ca®*-lonen 2 mM
bzw. 2,5 mM. Die Inkubationszeit der Darmabschnitte unterschied sich dagegen
sehr. Durch die radioaktive Markierung der Flavonoide war es Gee et al. (2000)
ermoglicht, die Versuchsdauer auf 15 min zu beschranken, Grafe (2000) und
Noteborn et al. (1997) inkubierten 45min und 120 min bis zur
Versuchsauswertung. Die Inkubationszeit von 180 min der eigenen
Untersuchungen wurde von keinem anderen Autor beschrieben. Durch die
Kontrolle des Glucose- und des Fluoresceingradienten und die visuelle
Beurteilung der Darmabschnitte konnte in den eigenen Versuchen die Integritat
und Viabilitat der verwendeten Darmsegmente Uber den Versuchszeitraum

sichergestellt werden.

Das in den eigenen Untersuchungen verwendete Modell mit Rattendunndarm
(Norta und Schopke 1996) zeichnet sich dadurch aus, dass die Organstlcke
nicht weiter verandert wurden. Es wurden keine Wendung (everted sac)
durchgefuhrt oder Teile der Muskelschicht entfernt. Im Verhaltnis zur
Oberflache waren die Schnittstellen sehr klein und es wurde mit relativ langen
Segmenten gearbeitet, so dass durch die groRe Resorptionsflache viel
Stoffmenge Ubertreten konnte und so eine Auswertung der Akzeptorproben mit

HPLC-UV ohne Anreicherung der Testsubstanzen moglich wurde.

Die Untersuchungen an diesem Modell ergaben, dass sowohl Hyperosid als
auch Rutin resorbiert wurden. Beide Verbindungen wurden unverandert im
Akzeptor nachgewiesen. Somit zeigten die Segmente keine nachweisbare
metabolische Aktivitat. Fur Hyperosid konnte dieses Ergebnis mit keinen
anderen publizierten Daten verglichen werden, da dieses Flavonoid bisher noch

nie in anderen Studien auf sein Resorptionsverhalten untersucht wurde.

Fir das zweite Glykosid Rutin liegen mehrere Ergebnisse anderer Autoren vor.
Auch bei der Untersuchung mit ca. 9 cm? Schweinedarm unter Verwendung
einer Franz-Zelle (Grafe 2000) wurde unverandertes Rutin, ohne weitere

Metabolite, im Akzeptorkompartiment detektiert. Die Untersuchungen an
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Rattendarmsegmenten (Andlauer et al. 2001), wobei das Akzeptormedium aus
einer Emulsion aus Perfluorotributylamin, Krebspuffer und Pluronic bestand,
ergaben nach 60 min einen Nachweis von freiem Rutin (56 %), neben Rutin-
glucuronid (20 %) und Rutin-sulfat (24 %) im Akzeptormedium. Nur Spuren an
Quercetin, im Bereich der  Nachweisgrenze, wurden detektiert
(amperometrische Detektion). Die eingesetzte Donatorkonzentration an Rutin
betrug bei dieser Arbeitsgruppe ca. 1/8 der Konzentration in den eigenen
Untersuchungen. Da allerdings der Flux bezuglich des Trockengewichts des
Dunndarms angegeben wurde, war ein quantitativer Vergleich mit den eigenen

Daten nicht moglich.

Die Testungen an 15-30 cm langen Rattendinndarmsegmenten, die in einer
Kammer mit flissigem Parrafin eingesetzt und mit Puffer durchspult wurden
(Spencer et al. 1999), ergaben fur Rutin, im Unterschied zu Quercetin und
Quercetin-3-glucosid, keine gleichzeitige Biotransformation und Resorption
(HPLC mit Photodioden-Array-Detector). An diesem Modell ist kritisch zu
bewerten, dass die Resorption der Verbindungen an das Durchtreten von
wasserigem Medium durch das Organ und Durchtropfen durch das Paraffin
zum Kammerboden gebunden war. Aufmerksamkeit verdiente allerdings die
Untersuchung dieser Autoren, dass auch die Verwendung von Jejunum oder
lleum einen Einfluss auf die Absorption und Metabolisierung zeigte. Besonders
deutlich war dieses im Falle der hydrophilen Kaffeesaure, Ferrulasdure und
Chlorogensaure. Die Jejunum-Testungen ergaben wesentlich hohere
Aufnahmen der Verbindungen in das Akzeptormedium. Fur Rutin wurden leider
keine vergleichenden Untersuchungen vorgenommen. Im Darm nehmen die
Porendurchmesser in den Tight junctions von proximal nach distal ab. Die
Fenestrierung ist damit in den oberen Dundarmabschnitten grof3er als in den
unteren und daher die passive Permeabilitat des Epithels bzw. der parazellulare
Transport im Jejunun groRer als im lleum (Thews et al. 1999, Pfeifer et al.
1995). Fir die intakten Flavonoidglykoside muss, genau wie fur die hydrophilen
Kaffeesaurederivate, dieser parazellulare Transportweg durch die Poren der
Tight junctions angenommen werden, da die Molekule zu hydrophil fur eine

Diffusion durch die Membran der Epithelzellen sind.

Ein aktiver Transport von Rutin ist unwahrscheinlich. Zwar wurde eine

kompetetive Hemmung des natrium-abhangigen Glucosetransporters (SGLT-1)
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durch Quercetin-mono-glucoside beobachtet, doch wurde damit fir diese
Verbindungen nicht sichergestellt, ob sie durch den Carrier in die Zellen hinein
transportiert wurden (Gee et al. 2000, Ader et al. 2001). Quercetin und Rutin
wechselwirkten nicht mit dem SGLT-1, d.h. der aktive Transport ist fur diese
Verbindungen erst recht ausgeschlossen. Quercetin-4’-glucosid wurde in Caco-
2-Zellen durch SGLT-1 aufgenommen, aber nicht durch die Monolayer hindurch
absorbiert (Walgren et al. 2000a). Gleichzeitig war an dieser Zelllinie der Efflux
dieses Flavonoids durch das apicale Multidrug-Resistance-Associated-Protein-2
(MRP-2) festgestellt worden (Walgren et al. 2000b), ein Prozess der einer
Aufnahme in die Zelle genau entgegengerichtet ist. Die Sekretion
glucuronidierten Quercetins zurtuck in das Lumen eines in-situ-perfundierten

Rattendarmes wirkte einer Absorption ebenso entgegen (Crespy et al. 1999).

Somit entspricht die Netto-Absorption durch das Epithel des Darmes der
Summe der verschiedenen Mechanismen, unter Berucksichtigung der
Transportrichtung. Die verschiedenen Modelle lieferten je nach Vorrang des
aktiven oder passiven Transportes oder des Effluxes unterschiedliche
Absorptionsdaten. Eine groRe Bedeutung kommt dabei vor allem der
Donorkonzentration des  untersuchten Flavonoids zu. Bei hohen
Konzentrationen, wie in den eigenen Untersuchungen, wird aufgrund des hohen
Gradienten der ,solvent drag®, d.h. der Stofftransport, der gemeinsam mit dem
transmembranalen Wasserfluss durch die Poren der Tight junctions stattfindet,

alle anderen Prozesse uberlagern.

Im Gegensatz zum Rutin, ware fir Hyperosid (Quercetin-3-0-3-D-
galactopyranosid) eine Interaktion mit dem SGLT-1 mdglich, da auch
D-Galactose Substrat dieses Hexose-Carriers ist. Untersuchungen mit
zuckerverknUpftem p-Nitrophenol zeigten, dass das p-D-Galactosid des p-
Nitrophenols, im Unterschied zum a-D-Galactosid, aktiv absorbiert wurde
(Mizuma et al. 1993). Da p-Nitrophenyl-B-D-galactosid trotzdem hauptsachlich
unmetabolisiert auf der Serosa-Seite gefunden wurde, muss es auch Substrat
fur die basolaterale Glucosepermease sein, um aus den Epithelzellen
heraustreten zu koénnen. Die Bedeutung dieses Mechanismus fur die

Resorption der Flavonoide ist z.Z. noch nicht geklart.
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Da bei den eigenen Untersuchungen beide Flavonoide mit gleicher
Resorptionsrate und prozentualem Anteil der Resorption in den Akzeptor
ubertraten, wird der Transportmechanismus durch die Poren der Tight junctions

fir beide Flavonoide anzunehmen sein.

Die Anwendung des Birkenblatterextraktes fuhrte zu keiner
Resorptionsverbesserung des Hyperosids. Da bisher die Aufklarung der
Resorptionsmechanismen bei fast allen Autoren im Mittelpunkt stand, wurden
bisher nur von Grafe (2000) /n-vitro-Untersuchungen von Flavonoiden aus
Pflanzenextrakten durchgefuhrt. Durch Buchweizenkrautpulver nahm der
resorbierte Anteil Rutin zu, fur Zwiebelextrakt konnte aufgrund von
Konzentrationsunterschieden und starkem Metabolismus der Quercetin-
glucoside kein Vergleich mit den Reinsubstanzen durchgeflihrt werden. Bei den
eigenen Versuchen wurde die Auswertung auch nur auf das Hyperosid
beschrankt, obwohl auch die anderen Quercetin- und Myricetin-Glykoside der
Birkenblatter im Akzeptor auffindbar waren. Notwendig ware aber zur
Auswertung aller Flavonoide eine sichere ldentifizierung der HPLC-Peaks
gewesen. Alternativ ware eine Berechnung des resorbierten Gesamtquercetins

nach Spaltung aller Glykoside vorstellbar.

Ursache fiur den fehlenden Extrakteinfluss konnte sein, dass unter den
angewandten Bedingungen keine losungsvermittelnden Eigenschaften der
Begleitstoffe notig waren, da bei pH 7,4 Hyperosid im Akzeptormedium I6slich
war. Weiterhin war vielleicht auch der gewahlte Konzentrationsgradient so
hoch, dass eine Stabilisierung des Flavonoids vor Oxidation durch andere
Polyphenole im Donator und die resultierende Konzentrationserhohung keine
Auswirkung auf die Resorptionsrate hatten. Dieses hatte durch
Donatoruntersuchungen gepruft werden koénnen. Als weitere madgliche
Interaktionen zwischen Extraktinhaltsstoffen und Dunndarmepithel waren
Wechselwirkungen mit der aufliegenden Mucus-Schicht oder eine Veranderung
der Tight junction-Permeabilitat durch die Anderung der Ca?*-Konzentration,

z.B. durch die Bildung schwerldslicher Salze, vorstellbar.

Ein Vergleich mit publizierten In-vivo—Daten ist fur Hyperosid und Birkenextrakt
nicht moglich. Fur Rutin wurden in frGheren humanen Studien und

Tierversuchen die Flavonoide im Plasma oder Urin nach Konjugatspaltung
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detektiert (z.B. Hollman et al. 1995, Manach et al. 1997). Daher blieb die Frage,
ob Rutin, wenn es intakt resorbiert werden wirde, auch intakt im Plasma
vorliegen wurde unbeantwortet. Erst die Kopplung von HPLC an ESI-MS (Mauri
et al. 1999) oder MS/MS (Wittig et al. 2001) ermdglichte eine Identifikation des
Glykosids am Flavonol-Grundkoérper. Aktuelle Untersuchungen konnten mit
diesen analytischen Methoden kein Rutin im Plasma nachweisen (Grafe 2000,
Erlund et al. 2000). Gerade der Vergleich der pharmakokinetischen Parameter
des Plasma-Quercetins nach der Applikation von Rutin bzw. Quercetin oder
Quercetin-glucosiden zeigte, dass fur Rutin eine verzdgerte Absorption durch
spatere tmax-Werte eintrat, die auf die Hydrolyse durch die Darmflora und spater

einsetzende Resorption wahrend der Dickdarmpassage hinweist.

In  den eigenen Untersuchungen und in verschiedenen anderen
Resorptionsmodellen konnte in-vitro die Resorption von intaktem Rutin im
Dunndarm nachgewiesen werden. In-vivo scheint diese Absorption von Rutin
bzw. seiner Abbauprodukte im Dunndarm nicht dominierend fur die
Gesamtaufnahme aus dem Gastrointestinaltrakt zu sein, da die nachfolgenden
Prozesse im Dickdarm sehr entscheidend sind. Die verwendeten
Resorptionsmodelle eignen sich deshalb eher zur Beurteilung der
Bioverfugbarkeit von Arzneistoffen und ihren Zubereitungen, bei denen eine
Resorption aus dem Dunndarm gesichert ist und diese in groRerem Ausmafl

stattfindet, als im Falle der an Zucker geknupften Flavonoide.

Trotz vieler offener Fragen zur Problematik der Bioverfugbarkeit, soll nicht
auler Acht gelassen werden, dass trotzdem gerade flr Rutin und seine partial-
synthetisch hergestellten Hydroxyethyl-Derivate mehrfach pharmakologische
Wirkungen in Doppelblindstudien gezeigt werden konnten (z.B. Koscielny et al.
1996, Rehn et al. 1996), jedoch immer durch Betrachtung einer mehrwdchigen
Therapie und leider ohne Beachtung von Plasmaspiegeln von Rutin und

eventueller Metaboliten.

3.7 Pilotstudie mit Birkenblattertee

Durch das gewahlte, sehr einfache Untersuchungsverfahren konnte mit der
Pilotstudie die diuretische oder aquaretische Wirksamkeit von Birkenblattertee

nach Einmalapplikation am menschlichen Organismus nicht signifikant
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nachgewiesen werden. Bei 50 % der 14 Probanden wurde eine Erhdhung des
Urinvolumens innerhalb der Versuchsdauer beobachtet. Bei ebenfalls 50 %

wurde ein gegensatzlicher Effekt beobachtet.

Es konnte trotz der geringen Zahl an Testpersonen die Hypothese aufgestellt
werden, dass die Probanden mit positiver Wirkung Responder darstellen. Wie
fur viele andere Arzneistoffe ware auch fur Birkenblatter ein individuelles
Ansprechen von Patienten oder Probanden auf eine Anwendung vorstellbar.
Unter der Annahme, dass die Wirksamkeit der Birkenblatter zumindest zum Teil
auf die Hemmung von NEP und ACE zuruckzufuhren ist, kdnnte hierfur eine

unterschiedliche Enzymausstattung der Personen verantwortlich sein.

Bei der Pilotstudie mit Birkenblattern zeichnete sich genau die Problematik des
Wirksamkeitsnachweises anderer flavonoidhaltiger Drogen ab, insbesondere
bei der Betrachtung eines diuretischen bzw. aquaretischen Effektes. Im
Tierversuch (Schilcher und Rau 1988) gelang ein Wirkungsnachweis,
dosisabhangig vermehrte sich die Harnproduktion nach oraler Applikation eines
wasserigen Birkenblatterextraktes. Der groRe Unterschied des eigenen
Testverfahrens zum Tierexperiment bestand darin, dass die Testpersonen vor
und an den Versuchstagen nicht identischen Umwelteinflissen ausgesetzt
waren, sowie nicht den gleichen Tatigkeiten in den Testzeiten nachgingen. Bis
auf den Verzicht von Kaffee und schwarzen Tee am Morgen der Versuchstage
wurden im Vorfeld auch keine Einschrankungen zur Zusammensetzung der
Erndhrung vorgenommen, keine Run-in- bzw. Wash-out-Phasen definiert.
Malnahmen, die eine starke Beeintrachtigung der Lebensweise bedeuten,
waren erst bei einer echten klinischen Studie einer groRen Probandenzahl
zumutbar gewesen, nach Genehmigung durch eine Ethikkommission,
Einhaltung von Good Clinical Practice, der Deklaration von Helsinki 1989 sowie
des AMG. Ein Beispiel fur einen flavonoidfreien Diatplan bei einer klinischen
Studie zur Flavonoid-Resorption aus Buchweizenkraut und Zwiebeln, der
ebenfalls fur eine Wirksamkeitsprifung von Flavonoiddrogen anzuwenden

ware, kann Grafe (2000) enthommen werden.

Ein weiterer Grund fur die fehlenden Unterschiede zwischen Verum- und
Kontroll-Urinvolumina in der Pilotstudie konnte die Dosierung der Droge sein.

Zum einen wurde die Droge nur einmal angewendet, die ESCOP-Monographie
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empfiehlt eine zwei bis dreimal tagliche Einnahme der Birkenblatterzubereitung.
Zum anderen ware die Betrachtung eines langeren Anwendungszeitraumes,
der fur den Wirkungseintritt sehr vieler Phytopharmaka einzuhalten ist, wichtig
fur weitere Untersuchungen der Birkenblatter. So wurde eine klinische Studie
zum Wirksamkeitsnachweis von Buchweizentee mit einer Prifphase von
12 Wochen durchgefuhrt (Koscielny et al. 1996). Die Besonderheit dieser
Studie lag darin, dass kein Pflanzenextrakt, sondern wie im Fall der eigenen
Pilotstudie ein Tee einer Flavonoid-Droge, Gegenstand der Untersuchungen
war. Auch die Herstellung mit 200 ml Wasser und die Dosierung mit 1,8 g
Buchweizenkraut mit mindestens 4 % Rutin war dem eigenen Verfahren sehr
ahnlich. Aufgrund der Indikation des Handelspraparates Fagorutin-Buchweizen-
Tee® als Antiddematosum war hier allerdings nicht die Urinausscheidung,
sondern das Unterschenkelvolumen die ZielgroRe dieser Studie. Hier wurde
eine Wirksamkeit nachgewiesen mit Probanden, die an chronischer vendser
Insuffizienz litten. Ebenso konnten auch Milewicz et al. (1994) bei Probandinnen
mit Odemen die Effekte eines aus Birkenblattern, Hauhechelwurzel und
Bohnenhllsen zusammengesetzten Phytopharmakons feststellen. Hier diente
das 24-Stunden-Sammelurinvolumen als Zielparameter, nach 7 Tagen
Medikation anderte sich der Wert von 1130 £ 319 ml auf 1735 + 331 ml. Diese
Studie zeigte, welche grof3en Streuungen bei der Erfassung des Urinvolumens

auftreten.

Die Probanden bei der selbst durchgefuhrten Pilotstudie mit Birkenblattertee
wiesen weder Verschiebungen in der Homoostase noch Bluthochdruck auf, so
dass die Drogenzufuhr auch deshalb vielleicht nicht zu einer signifikanten
Flissigkeitsausscheidung fihren konnte. Die Wirkung der Droge zur
Durchspulung bei bakteriellen und entzindlichen Erkrankungen der ableitenden
Harnwege, durfte aber nicht an diese pathophysiologischen Bedingungen

geknupft sein.

Die Angabe eines ausgeschiedenen Flussigkeitsvolumens ist als klinischer
Parameter allein wenig geeignet. Fur die Ausscheidung harnpflichtiger
Substanzen muss ein Mindestharnvolumen von 0,51 pro Tag gebildet werden.
Der minimale Wasserbedarf eines Erwachsenen im Mitteleuropa betragt 1,5 |
pro Tag, da zusatzlich zur Harnbildung ein Verlust von 0,91 pro Tag durch

Verdunstung unvermeidlich ist (Thews et al. 1999). Das Harnvolumen des
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Organismus ist nicht die GrofRe, die durch Regelmechanismen kontrolliert wird,
sondern sekundare Folge der Regulationen der osmotischen Konzentrationen
im  Extrazellularraum, des Blutvolumens und -druckes Uber die
Na’-Ausscheidung und des Saure-Base-Haushaltes. Fir die Funktionspriifung
der Niere nutzt man das Harnzeitvolumen auch nur unter der gleichzeitigen
Angabe von Substanzkonzentrationen in Urin und Plasma zur Berechnung von

glomerularer Filtrationsrate bzw. Clearance.

Wenn die kurzzeitige Anwendung von Birkenblattertee bei gesunden
Probanden nicht zu einer erhohten Flussigkeitsausscheidung fuhrte, ware es
auch im Sinne der gewunschten Durchspulung der Harnwege, wenn ein zu
Placebo gleiches Harnvolumen schneller gebildet werden wirde. Durch die
beschleunigte Ausscheidung und die erneute Zufuhr eines Getranks als
Reaktion auf den einsetzenden Durstreiz wirde insgesamt eine vermehrte
Flussigkeitsaufnahme und -ausscheidung stattfinden. Dieser erhohte
FllUssigkeitsumsatz pro Zeit wirde genau dem Therapieziel Durchspilung der
Harnwege entsprechen. Die zusatzliche Aufnahme von Flissigkeit wahrend der
Testzeit wurde in der durchgefuhrten Pilotstudie aus Grinden der konstanten,
ubersichtlichen Versuchsbedingungen nicht gestattet, obwohl Probanden Uber
Durstgefuhl berichteten. Deshalb ist die 0.g. Hypothese zum Wirkmechanismus
des Birkenblattertees mit den vorliegenden Probandendaten noch nicht zu
bewerten. Generell sollte also nicht das absolute Harnvolumen, sondern die
Urinbildung in Abhangigkeit von der Zeit unter Medikation und Placebo
verglichen werden. Daher wurde bei Pilotstudie nicht nur das Gesamtvolumen
dokumentiert, dass innerhalb der vierstiindigen Versuchszeit ausgeschieden
wurde, sondern bereits die Zeitintervalle zur Leerung der Harnblase eingeflhrt.
Wie unter den Ergebnissen aufgefuhrt, war bei sechs Probanden das
Ausscheidungsvolumen bereits in den ersten 60 min der Testphase nach
Birkenblattertee erhoht, so dass in diesen Fallen eine weitere Zufuhr von Tee
oder auch Wasser sicherlich zu noch starkerer Harnausscheidung im

Beobachtungszeitraum gefuhrt hatte.

Im folgenden soll die gegenwartige Situation der Wirksamkeitsnachweise
anderer Drogen, die die gleiche Indikation wie Birkenblatter besitzen, dargestellt
werden. Fur die Droge Orthosiphonis folium wurde im Tierversuch mit Ratten

(Englert und Harnischfeger 1992) ebenso nach Einmalapplikation
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konzentrationsabhangig ein diuretischer Effekt nachgewiesen. Eine
placebokontrollierte Doppelblindstudie mit traditionellen vietnamesischen
Heilpflanzen, zu denen auch Orthosiphon zahlt, konnte trotz der scharfen
Rahmenbedingungen flr die Testpersonen nach der Einmalapplikation bei einer
Dosierung entsprechend 10 g Blattdroge als HeiRwassermazerat wiederum
keine signifikante Steigerung des 12- oder 24-Stunden-Harnvolumens oder der

Na*-Ausscheidung zeigen (Doan et al.1992).

Ebenso wurden bisher fur andere harntreibende, flavonoidhaltige Drogen die
Wirksamkeit nur mit tierexperimentellen Daten (Ratten) belegt. Extrakte von
Solidago-Arten wurden zusammen mit denen von Birkenblattern von Schilcher
und Rau (1988) untersucht, ein Fertigarzneimittel von Solidago gigantea Ait.
(Urol mono®) durch Leuschner (1995) als wirksam eingestuft. Auch Ononis
spinosa L. wurde, wie die Birkenblatter, bisher noch nicht durch humane
Studien untersucht. Auch hier fuhrten Tierversuche zur positiven Bewertung der
Droge (z.B. Rebuelta et al. 1981, Hilp 1976). Einen Uberblick zu Publikationen
uber Equiseti herba gibt Veit (1994), auch fir diese Droge ist eine Bewertung

durch die vorhandenen Ergebnisse schwierig.

Zusammenfassend Ilasst sich schlussfolgern, dass der Nachweis einer
Steigerung der Harnproduktion fir pflanzliche Arzneimittel wenig
erfolgversprechend zu sein scheint, da gerade das Urinvolumen sich nicht als
zuverlassiger Parameter fur klinische Studien eignet. Sicherlich wurden im
Rahmen des Zulassungsverfahrens von Phytopharmaka weitere Studien oder
zumindest Anwendungsbeobachtungen durchgefliihrt, diese Daten sind dann

aber selten fiir die wissenschaftliche Offentlichkeit zuganglich.

So koénnten die Problematik des Urinvolumens an sich, die Vertraulichkeit von
Zulassungsdaten sowie sicherlich auch die geringe Anerkennung der
Veroffentlichung von Negativ-Ergebnissen den Mangel an modernen klinischen

Studien zu pflanzlichen Aquaretika erklaren.
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4 EXPERIMENTELLER TEIL

41 Bezugsquellen von Substanzen und Biochemikalien

Substanz
Acacetin
B-Aescin
Aesculetin
Alizarin
7-Amino-4-methylcumarin (AMC)
Apigenin
Baicalein
Bestatin
Betulinol
Betulinsaure
(£)-Catechin
Chlorogensaure
Chrysin
Cyanidinchlorid

Dammar-23(E)-en-12-0O-acetyl-3a,12,20(S),25-
tetrahydroxy-3-(hydrogen-propandioat)

Dammar-24-en-12-O-acetyl-3a,12p3,17a,20(S)-
tetrahydroxy-3-(hydrogen-propandioat)

Dammar-24-en-12-O-acetyl-3a,12f3, 20(S)-
trinydroxy-3-(hydrogen-propandioat)

3,4-Dihydroxyphenylessigsaure
Diosmin

Earle’s Balanced Salts, modified
(Zusammensetzung in g/l: CaCl,-2H,0: 0,265,

Mg2S04: 0,09767, KCI: 0,4, NaCl: 6,8, NaH2PO4:

0,122, D-Glucose: 1,0)

Eberseminalplasma

Ellagsaure
(-)-Epicatechin
(-)>-Epigallocatechin (EGC)

Bezug, Firma
Sigma

Merck

Fluka

Aldrich
Serva

Sigma
Aldrich
Sigma

Roth

Roth

Sigma

Roth

Sigma

Roth

Prof. K.-W. Glombitza, Bonn

Prof. K.-W. Glombitza, Bonn

Prof. K.-W. Glombitza, Bonn

Prof. P.G.Pietta, Mailand
Sigma
Sigma

Institut fur Fortpflanzung
landwirtschaftlicher Nutztiere
Schonow e.V.

Roth
Roth
Roth
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(-)-Epigallocatechingallat (EGCG)
Eriocitrin

Fisetin

Flavon

Ginsenosid-Rd

Glucose Procedure No. 115
B-Glucuronidase EC 3.2.1.31 Typ H2
Glycyrrhetinsaure

HEPES, hemisodium salt
Hesperetin

Hesperidin
Hippuryl-His-Leu-OH * 4 H,0O
Homoorientin
3-Hydroxyphenylessigsaure
4-Hydroxyphenylessigsaure
Hypericin

Hyperosid

Isoquercitrin

Isorhamnetin

Kampferol

Kaffeesaure

Leucine Aminopeptidase, microsomal,
EC 3.4.11.2 Typ IV-S

Leucin-p-nitroanilid *HCI
Lisinopril

Luteolin

3-Methoxy-4-hydroxyphenylessigsaure

4-Methylcatechol
Morin

Myricetin
Naringenin
Naringin

Oleanolsaure

Sigma

Roth

Fluka

Sigma

Roth

Sigma

Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Bachem

Roth

Prof. P.G.Pietta, Mailand
Prof. P.G.Pietta, Mailand
Roth

Merck

PD Dr. G.Bader, Berlin
Roth

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Prof. P.G.Pietta, Mailand
Prof. P.G.Pietta, Mailand
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Roth
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Oleuropein

Ononin

Phosphoramidon
Phthaldialdehyd

Quercetin
Quercetin-3-arobopyranosid
Quercetin-3-glucuronid
Querecitrin

Resveratrol

Rhamnetin

Rosmarinsaure

Rutin

Saponinum album (aus Gypsophila- sp.)
Sinensetin

N-Succinal-Ala-Ala-Phe-7-Amido-4-
methylcumarin

Vitexin

Roth

Roth

Serva

Merck

Sigma

Dr. B.Gehrmann, Hamburg
Dr. B.Gehrmann, Hamburg
Sigma

Sigma

Roth

Roth

Sigma

Merck

Roth

Sigma

Roth
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4.2 Extraktherstellung

4.2 1 Pflanzenmaterial

Im Juni 1996 wurden Blatter von Betula pendula Roth in Berlin-Wuhlheide
gesammelt. Die Droge wurde abgedunkelt bei Raumtemperatur getrocknet. Alle

Versuche in dieser Arbeit wurden mit diesem Pflanzenmaterial durchgefthrt.

4.2.2 Wasseriger Birkenextrakt

50 g pulverisierte Droge wurde mit 500 ml siedendem, destilliertem Wasser
versetzt. Danach wurde der Ansatz ohne weitere Erwarmung fir zwei Stunden
geruhrt, anschlielRend die wasserige Losung dekantiert und unter Verwendung
einer Tinkturenpresse das Drogenmaterial ausgepresst. Um verbleibende
Drogenpartikel aus der vereinigten wasserigen Losung zu entfernen, wurde
kurz zentrifugiert. Die Gefriertrocknung des FlUssigextraktes ergab 10,4 g
Trockenextrakt (DEV 4,8 : 1).

4.2.3 Extrakte mit organischen Losungsmitteln

4.2.3.1 Petrolether und Ethylacetat

350 g pulverisierte Droge wurden in Teilansatzen zu 50 g mit jeweils 750 ml
Petrolether fur 2 Stunden in einer Soxhlet-Apparatur entfettet. AnschlielRend
erfolgte unter gleichen Bedingungen die Extraktion mit 750 ml Ethylacetat pro
Teilansatz. Nach Entfernen der Losungsmittel wurden 20 g Petroletherextrakt
(DEV 17,5 : 1) und 41 g Ethylacetatextrakt (DEV 8,5 : 1) erhalten.

4.2.3.2 80%iges Methanol

Das nach Petrolether- und Ethylacetatextraktion verbliebene Drogenmaterial
wurde je Teilansatz zu 70 g dreimal mit 1000 ml 80%igem Methanol fur eine
Stunde unter Ruckfluss extrahiert. Das Lésungsmittel wurde durch Einengen
am Rotationsversampfer und abschlieRende Gefriertrocknung entfernt. Die
Ausbeute an getrocknetem Methanolextrakt betrug 83 g (DEV 4,2 : 1).
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4.2.4 Aceton-Wasser-Extrakt flir den Proanthocyanidinnachweis

Nach Hiermann et al. (1986) wurden 10 g gepulverte Birkenblatter viermal mit je
150 ml einer Aceton-Wasser-Mischung (70/30) fir 15 min bei Raumtemperatur
unter Ruhren extrahiert. Nach Filtrieren wurde aus der Extraktlosung das
Aceton am Rotationsverdampfer bei 30°C entfernt. Die verbliebene Losung
wurde einmal mit 500 ml Ether ausgeschuttelt und anschlieend die Etherphase
mit 200 ml Wasser gewaschen. Die Gefriertrocknung der vereinigten
Wasserphasen ergab 2,9 g Extrakt (DEV 3,4 : 1).

4.3 Arzneibuchmethoden zur Gehaltsbestimmung

4.3.1 Flavonoidgehalt von Birkenblattern und HeilRwasserextrakt

Nach der Monographie Birkenblatter (Ph.Eur.-Nachtrag 2000) wurde der
Gesamtflavonoidgehalt, berechnet als Hyperosid bestimmt. Die gesammelte
Droge (Einwaage 0,2034 g) entsprach mit einem Gehalt von 2,2 % den
Anforderungen des Arzneibuchs. Fur den Heillwasserextrakt (Einwaage
0,0508 g) ergab sich ein Gehalt von 3,7 %.

4.3.2 Gerbstoffgehalt von Birkenblattern und methanolischem Extrakt

Nach der Monographie Ratanhiawurzel (Ph.Eur.) wurde der Gerbstoffgehalt mit
veranderter Einwaage bestimmt. Fur das Drogenmaterial (Einwaage 1,5 g)
ergab sich ein Gehalt von 4,51 % und flir den methanolischen Extrakt
(Einwaage 0,346 g) ein Gehalt von 21,1 %.
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4.4 Dunnschichtchromatographie

DC-Material: Kieselgel 60 Fass-Fertigplatten auf Aluminiumfolie, Fa. Merck
(10x10 cm)

Fliel3mittelsysteme:
Flavonoide

| Ethylacetat : Ethylmethylketon : Wasser : 5:3:1:1

Ameisensaure

Il Toluol : Ethylacetat : Methanol 11 :8 : 1

Triterpene

lll  Chloroform : Methanol : Wasser (Unterphase) 10 :1:0,5
IV Chloroform : Methanol 85: 1,5

V  Chloroform : Hexan : Essigsaure 45: 3 :1

Catechin und Proanthocyanidine

VI Ethylacetat : Hexan : Ether : Essigsaure 98% 4 :2:2:2
VIl Ethylacetat : Eisessig : Wasser (Oberphase) 10 :2 : 3
VIl Ethylacetat : Methanol : Wasser 20 : 7 : 3

IX Ethylacetat : Methanol : Wasser 12 : 5:3
Detektion:

Flavonoide

Naturstoffreagenz: ~ Nach dem Trocknen bei 110°C wird die noch warme
Platte mit einer 1%igen Losung (m/V) von
Diphenylboryloxyethylamin in Methanol und

anschlieBend einer 5%igen Lésung (V/V) von
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Macrogol 400 in Methanol bespruht. Die Auswertung
erfolgt nach etwa 30 min unter UV3s. Flavonoide
zeigen eine gelb-orange, z.T. auch grungelbe
Fluoreszenz, Kaffeesaure und Chlorogensaure sind

durch turkisblaue Zonen erkennbar.

Triterpene
Anisaldehyd- Die getrocknete Platte wird mit einer Losung von 0,5 mli
Reagenz: Anisaldehyd in 10 ml 98%iger Essigsaure, 85 ml

Methanol und 5 ml 96%iger Schwefelsaure bespriht
und 10 min bei 110°C erhitzt. Die Auswertung erfolgt im
Tageslicht. Triterpene erscheinen als purpurne bis

violette Zonen auf der Platte.

Catechin und Proanthocyanidine

Echtblausalz- Die getrocknete Platte wird mit einer frisch hergestellten
Lésung: Ldésung von 50 mg EchtblausalzB in 10 ml Wasser
bespriht und anschlieBend mit Ammoniak bedampft.

Die Auswertung erfolgt im Tageslicht (rotbraune

Zonen).
Vanillin- Die getrocknete Platte wird mit einer Losung von
Phosphorsaure- 100 mg Vanillin in 100 ml 50%iger Phosphorsaure
Reagenz: bespruht und 10 min bei 110°C erhitzt. Die Auswertung

erfolgt im Tageslicht (rétliche Zonen).

4.5 Auftrennung von Extrakten durch Saulenchromatographie

451 Auftrennung des methanolischen Extraktes

26 g des methanolischen Extraktes wurden in 400 ml Wasser aufgenommen
und in zwei Teilansatzen dreimal mit je 150 ml wassergesattigtem n-Butanol
ausgeschuttelt. Das Einengen der organischen Phase am Rotationsverdampfer
ergab 9,4 g Butanolextrakt und die Gefriertrocknung der Wasserphase 15,2 g
Extrakt. Der Butanolextrakt wurde in wenig Methanol aufgenommen und in

150 ml Ether getropft. Der entstandene Niederschlag wurde mehrmals mit Ether
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gewaschen, bis nach Verdunsten der Losungsmittelreste ein Pulver
(Rohglykosidgemisch, RGG) entstand. Die Masse des Pulvers betrug 5,0 g. Die
Ruckrechnung auf die Ausgangsdroge ergab eine Ausbeute an RGG von 4,5 %
bzw. ein DEV von 22 : 1.

Durch Saulenchromatographie mit 200 g Sephadex LH-20 in einer Glassaule
(75 cm x 5cm) mit Methanol als FlieBmittel wurde das RGG aufgetrennt. Es
wurden Fraktionen a 40 ml gesammelt und diese nach DC (FlieBmittel I)
hinsichtlich ihrer Flavonoidzusammensetzung vereinigt und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Mit der HPLC wurden nachtraglich die
Aussagen zur Identitdt der Flavonoide in den Fraktionen Kkonkretisiert
(s. Tabelle 5, S.20).

Tabelle 33: Vereinigung der Fraktionen des MeOHExtr. nach SC an Sephadex LH-20
(DC-FlieBmittel I, Naturstoffreagenz)

Fraktionen Masse (g) Rr auf DC Zuordnung durch DC
A 1-10 1,332 -
B 11-14 1,283 0,45
Cc 15-20 0,299 0,54; 0,64 Chlorogenséure
D 21-25 0,408 0,57 Hyperosid
E 26-28 0,219 0,67; 0,57;0,51 3 Flavonoide
F 29-37 0,370 0,51; 0,43 2 Flavonoide (0,51>>0,43)
G 38-39 0,096 0,50; 0,41 2 Flavonoide (0,50< 0,43)
H 40-42 0,104 0,41 Flavonoid

J Nachlauf 0,526 -

Tabelle 34: Reaktion der Fraktion J des MeOHEXxtr. mit verschiedenen mit Detektionsmitteln

Reagenz: Naturstoff- Anisaldehyd- Vanillin-Phosphorsaure-

negativ braun rot

DC-FlieBmittel I, Rg 0,0 (Startfleck)
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Tabelle 35: DC der Fraktion J des MeOHEXxtr (Detektion: Vanillin-Phosphorsédure-Reagenz)

FlieRmittel Re-Bereich
EthAc : MeOH 2:8 0,0
EthAc : MeOH 8:2 0,0
EthAc : MeOH : Ameisensr. 8:2:0,5 0,0-0,9*
EthAc : MeOH : NH; 8:2:05 0,0
EthAc : MeOH : Ameisensr. 5:5:0,5 0,4-1,0*
EthAc : MeOH : Ameisensr. 2:8:05 0,6-1,0*

* unscharfe Banden Uber die gesamte Laufstrecke

4 5.2 Auftrennung des Ethylacetatextraktes

Die DC des Ausgangsmaterials EthacExtr. hinsichtlich der enthaltenen

Dammaranverbindungen ist in folgender Ubersicht zusammengefasst:

Tabelle 36: DC des EthAcExtr. (DC-FlieBmittel IV, Anisaldehyd-Reagenz)

Referenz R EthAcExtr.
Dammaranester 1 0,50 +
Dammaranester 2 0,40 +
Dammaranester 3 0,38 +
Betulinol 0,86 -

+ enthalten,- nicht erkennbar, zusatzlich Triterpenzonen detektiert im Rg-Bereich 0,55-0,15

2,9 g des Ethylacetatextraktes wurden durch Saulenchromatographie (Saule
54 cm x4 cm) mit 280 g Kieselgel 60 (0,063-0,200 mm) aufgetrennt. Als
Fliel3mittel dienten nach Rickling und Glombitza (1993) Chloroform-Methanol-
Mischungen (Verhaltnis 100/0 bis 50/50). Mit DC (FlieBmittel lll) wurden die
Fraktionen (50 ml) auf ihren Triterpengehalt untersucht. Die Vereinigung (23-30)
enthielt Triterpene neben Chlorophyll, die Fraktionen (31-41) Triterpene neben

Flavonoiden.
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Tabelle 37: Charakterisierung der Fraktionen des Ethylacetatextraktes nach SC an Kieselgel
(DC-FlieRmittel lll, Anisaldehyd-Reagenz)

CHCI3/MeOH Fraktionen  Masse (g) Rr auf DC Zuordnung

100/0 Vorlauf 0,043 Roter Bereich an Front Atherisches O,

100/0 1-8 0,184 0,96 oberes Chlorophyll
90/10 9-14 0,039 0,43 gelbe Farbstoffe

90/10 15-17 0,235 Zwischenfraktion

80/20 18-22 0,425 0,33 unteres Chlorophyll
80/20 23-30 0,481 0,14; (0,33) Triterpe (+ Chlorophyll)
70/30 31-41 1,122 0,14; (0,00) Triterpe (+ Flavonoid)
70/30 42-47 0,331 0,00 Flavonoide

50/50 Nachlauf Flavonoide

Mit den vereinigten Fraktionen (23-30) wurde eine weitere Trennung an
Kieselgel 60 (0,063-0,200 mm) durchgefuhrt, mit 0,434 g Material, 50 g
Kieselgel in einer Saule (40cm x 2,5 cm) und der Oberphase einer Chloroform-
Methanol-Wasser-Mischung (10:1:0,5) als Fliel3mittel. Die Charakterisierung der
Fraktionen (1-224 a 7 ml; 225-245 a 40 ml; 246-250 a 50 ml) erfolgte mit DC-
Metode IV. Zum Eluieren der Flavonoide wurde ab Fraktion 230 die Polaritat
des FlieBmittels schrittweise erhoht, bis die Saule mit reinem Methanol gespult

wurde.
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Tabelle 38: Charakterisierung der Fraktionen nach zweiter SC an Kieselgel mit Ethylacetat-
Fraktion (23-30) (DC-FlieRmittel IV, Anisaldehyd-Reagenz)

Fraktionen Masse (g) Triterpene (Rg)* weitere Rp auf DC  Zuordnung
Vergleich 0,50 Dammaranester 1

A 1-10 0,031 - -

B 11-23 0,028 -- 0,70; 0,54 beide Chlorophyll

C 24-32 0,020 - 0,64; 0,54 Chlorophyll,
unbekannt

D 33-44 0,052 0,5 0,54 Chlorophyll

E 45-54 0,032 0,5 0,54; 0,44 beide Chlorophyll

F 55-81 0,058 0,5;0,2 0,54; 0,44; 0,31 zwei Chlorophylle +
Substanz, die tiefblau
fluoresz. (366nm)

G 82-154 0,093 0,3>0,2

H 155-230 0,053 0,3<0,2

J 231-235 0,035 0,2 0,0 Flavonoid

K 236-248 0,020 - 0,0 Flavonoid

L 249-Ende 0,028 -- 0,0 Flavonoid

* Zonen auseinandergezogen, daher Rr nur mit einer Kommastelle angegeben

Im FlieBmittel IV besallen die Dammaranester 1-3 dicht beieinanderliegende

Re-Werte, deshalb wurde die DC der vereinigten Fraktionen und der

Vergleichssubstanzen mit dem Flie@Bmittel V wiederholt.
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Tabelle 39: Vergleich der Re-Werte der Fraktionen aus mit DC-FlieBmittel V und IV

FlieBmittel V FlieBmittel IV

Dammaranester 1 0,50 0,50
Dammaranester 2 0,43 0,40
Dammaranester 3 0,24 0,38

D 0,5 0,5

E 0,5 0,5

F 0,5; 0,1 0,5; 0,2

G 0,2; 0,1 0,3; 0,2

H 0,2; 0,1 0,3; 0,2

J 0,1 0,2

Mit beiden Laufmitteln wurden drei Hauptzonen von Triterpenen detektiert, in
der Zone mit dem hochsten Rr (D-F) kdnnte Dammaranester 1 enthalten sein.
Dammaranester 3 wirde sich in den Fraktionen mit mittleren Rg-Gebieten
befinden (G, H). Die Laufhdhe der unteren detektierten Triterpene (F-J) lag
unterhalb der vorhandenen Vergleichssubstanzen. Die Identitat des Flavonoids
das zum Ende der Saule eluiert wurde, wurde mit den FlieBmitteln 1 und Il als

freies Quercetin bestimmt.

Die Anreicherung der Triterpene konnte Uber den Anstieg des DEV verfolgt

werden:
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Tabelle 40: DEV-Berechnungen fur die Aufarbeitung des Ethylacetatextraktes

Droge Extrakt DEV

Ausgangsmaterial EthacExtr. 350g 41g 8,5:1
1.SC mit 2,9g EthacExtr. 259 2,9¢g
(23-30)+(31-41) Summe der triterpenhaltigen Fraktionen 25g 1,603g 16 : 1
(23-30) Triterpene + Chlorophyll 25¢g 0,481g 52:1
(31-41) Triterpene + Flavonoide 25¢g 1,122g 22:1
2.SC mit 0,434g (23-30) aus 1 SC 22,69 0,434g

(D-J) Summe der triterpenhaltigen Fraktionen 22,69 0,323¢g 70 :1
(G+H) Summe der saubersten Triterpenfraktionen 22,69 0,1469g 155 :1
G 22,69 0,093g 243:1
H 22,69 0,0563g 426:1

4.6 Charakterisierung der Birkenblatter als Gerbstoffdroge
4.6.1 Catechin

1,0 g pulverisierte Birkenblatter wurden entsprechend der Identitatsprifung der
Gerbstoffdroge  Tormentillwurzelstock (DAB  1999) behandelt. Nach
Ausschutteln der wasserigen Extraktlosung mit Ethylacetat und Einengung der
organischen Phase, wurde mittels DC qualitativ das Vorkommen von Catechin

Uberprift.

Tabelle 41: Nachweis von Catechin in Birkenblattern (FlieBmittel VI, Detektion Echtblausalz)

Referenz Frischer Extrakt nach
] . . . MeOHEXxtr.
(Catechin) Identitatspriifung Tormentill
Rr 0,77 0,77 negativ

Bei beiden Extrakten wurden im unteren Drittel (Rg 0,1-0,3) weitere, in einander bergehende
rotbraune Zonen detektiert.
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4.6.2 Proanthocyanidine

Der Aceton-Wasser-Extrakt (s. Kapitel 4.2.4) wurde mittels DC nach Hiermann
et al. (1986) und Wagner und Bladt (1996) hinsichtlich des Vorkommens von
OPC und PPC untersucht.

Tabelle 42: Nachweis von Proanthocyanidinen im Aceton-Wasser-Extrakt aus Birkenblattern

(Detektion: Vanillin-Phosphorsaure-Reagenz)

FlieRmittel Rr von Proanthocyanidinen™ Rr Hyperosid
VIl (OPC) 0,9 0,4 0,15 0,08 0,0 0,48
VIl (OPC) 0,9 0,8 0,5 0,1 0,0 0,78
IX (PPC) 0,9 0,6 0,4 0,2 0,0 0,82

* Zonen unscharf, daher Rg z.T. nur mit einer Kommastelle angegeben; Proanthocyanidine
ergeben rot-braune, Flavonoide griin-braune Banden, zur Unterscheidung von Flavonoiden und
Proanthocyanidinen wurde separat mit Naturstoff-Reagenz detektiert

4.7 HPLC-Analyse von Flavonoiden

Es wurde mit einer LC10-Anlage der Fa. Shimadzu (Auto Injector SIL-10A; zwei
Pumpen LC-10AD; Column Oven CTO-10AC; UV-VIS-Detector SPD-10AV;
Communication Bus Module CBM-10A) gearbeitet. Die Losungsmittel wurden in
HPLC-Qualitat verwendet und Uber den Degaser DG-1210 (VDS-Optilab) den

Pumpen zugeflhrt.

Ausgehend von Schneider-Leukel 1994 wurden unter folgenden Bedingungen

die Flavonoidglykoside der Birke identifiziert bzw. quantifiziert:

Saule : LiChrospher 100 RP-18 (5 ym) 250-4 (Fa. Merck)
Vorsaule: LiChrospher 100 RP-18 (5 uym) 4-4 (Fa. Merck)
Saulentemperatur:  30°C

Flussrate: 1 ml/min

FlieBmittel A: 90 %(V/V) 0,45 N H3POy4; 10 %(V/V) ACN

FlieBmittel B: 10 %(V/V) 0,45 N H3PO4; 90 %(V/V) ACN

Gradient: 0 min 5% B; 40 min 40%B; 45 min 5%B; 50 min Stop

Detektion: 254 nm
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Abbildung 21: HPLC-Chromatogramm einer Lésung der Referenzsubstanzen (s.Tabelle 43)

Tabelle 43: HPLC-Retentionszeiten und relative Retentionen der Referenzsubstanzen

Nr. Substanz

tr in mMin Clhyp OUNar
1 Chlorogensaure 7,3 0,32 0,27
2 Kaffeesaure 10,6 0,47 0,39
3 Rutin 21,6 0,96 0,79
4 Hyperosid 22,7 -- 0,83
(Quercetin-3-galactosid)
5 Isoquercitrin 23,4 1,03 0,85
(Quercetin-3-glucosid)
6 Quercetin-3-glucuronid 23,9 1,05 0,87
7 Guajaverin 26,0 1,15 0,95
(Quercetin-3-arabopyranosid)
8 Naringin 27,5 1,21 -
9 Quercitrin 28,7 1,27 1,05
(Quercetin-3-rhamnosid)
10 Quercetin 40,7 1,80 1,48

OHyps ONar - relative Retentionen bzgl. Hyperosid bzw. Naringin
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Tabelle 44: Analytische Charakterisierung der verwendeten HPLC-Methode

typische Kalibrierung fur Regressionkoeffizient Nachweisgrenze
10ul Injektionsvolumen *
Hyperosid M, 464 A=28499 ¢ -712 0,9998 0,8 ng
Rutin-3 H,O M, 664 A=21679 c + 835 0,9982
Quercetin-2 H,O M, 338 A =44402c - 557 0,9992 1,8 ng

* A: Peakflache [uAbs-s] fir ¢ [ug/mi]

Zur Gehaltsbestimmung wurden die Birkenblatterextrakte in dem geeigneten
Losungsmittel (ca. 2 mg/ml) gelost und die Analysenldsung durch ein Rotilabo-
Spritzenfilter (13 mm PTFE 0,45 um) filtriert.

HeilRwasserextrakt:  50%iges Methanol
Methanolextrakt: Methanol

Ethylacetatextrakt: Anlésen in Ethylacetat, auffullen mit Methanol

4.8 Enzymbestimmungen

4 8.1 Puffer und Testsubstanzldosung

Fir die NEP- und LAP-Bestimmungen wurde folgende HEPES-Pufferlésung

verwendet:

HEPES, hemisodium salt 12,59
NaCl 909
Aqua bidest. (sterilisiert) ad 1000,0 ml

pH 7,4
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FUr die ACE-Bestimmung wurde ein Phosphatpuffer (Friedland und Silverstein
1976) hergestellt:

Stammldsung:

KoHPO4 x 3H,0 87,09 g
NaCl 87,67 g
Aqua bidest. (sterilisiert) ad 1000,0 mi

pH 8,3

Verdunnung fur Enzymbestimmung:

Stammldsung + Aqua bidest. (sterilisiert) 1+3,6

Die Testsubstanzen und Extrakte wurden in Methanol bzw. DMSO gel6st und
mit dem entsprechenden Puffer verdinnt, wobei die Testldsung maximal 20 %
(10 yI) DMSO oder 40 % (20 yl) Methanol enthielt. Der Einfluss des

Ldsungsmittels wurde in den Kontrollen bericksichtigt.

4.8.2 Statistik

Alle Messwerte wurden als Doppelbestimmung ausgefuhrt und die Versuche
jeweils mindestens zweimal wiederholt. Die Berechnung der Hemmwerte aus
den Messwerten wird bei den Enzymbestimmungsmethoden angegeben. Die
ICs0-Werte wurden durch lineare Regression aus Enzymhemmungswerten bei

verschiedenen Inhibitorkonzentrationen ermittelt.

4.8.3 Bestimmung der NEP-Hemmung

Die Bestimmung basierte auf der von Melzig et al. (1996) beschriebenen,
zweistufigen Methode mit N-Succinyl-Ala-Ala-Phe-7-Amido-4-methylcumarin
(SAAP-AMC) als Substrat. Wahrend der ersten Reaktion setzte NEP aus dem
Substrat Phe-AMC frei, das in einer weiteren enzymatischen Reaktion durch
Leucin-Aminopeptidase-Zugabe (LAP) zu AMC abgebaut wurde, dessen

Konzentration fluorimetrisch bestimmt werden konnte.
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50 ul einer Testlésung wurden mit 50 pl Lisinopril (8 uM) und 50 pl Substrat
(400 pM) versetzt und mit HEPES-Puffer auf 350 ul erganzt. Durch Zugabe von
150 pl Eberseminalplasma (1:1000 verdinnt) wurde die Reaktion gestartet und
die Ansatze wurden fur 60 min bei 37°C inkubiert. 50 yl Phosphoramidon
(50 uM) beendeten die Reaktion. Die Zugabe von 20 pl LAP (1:235 verdunnt),
die zeitgleich zur ersten Reaktionszeit bei 56°C vorinkubiert worden war,
startete die zweite Reaktion zur Bildung von AMC. Die Ansatze wurden dabei
fur 60 min bei 56°C inkubiert. Durch 900 ul Aceton wurde die Reaktion durch
Proteindenaturierung gestoppt. Nach einer zehnminutigen Zentrifugation bei
13.000 U/min wurde die Fluoreszenz der Ansatze bei Anregungswellenlange
367 nm, Emissionswellenlange 440 nm und Spaltbreiten 3 nm gemessen
(Spectrofluorometer RF 5001 PC, Fa. Shimadzu).

Zeitgleich wurde je Testwert ein Leerwert, der 50 yl Phosphoramidon (50 uM)
schon zur ersten Inkubation enthielt, mitgefihrt. Weiterhin wurde zur
Uberprifung, ob die Testldsung den zweiten Reaktionsschritt beeinflusst, eine
Kontrolle mitgefuhrt, der die Testlosung erst vor der LAP-Zugabe hinzugesetzt
wurde. Um falsch positive Hemmergebnisse auszuschlielRen, die sich
insbesondere  bei  Flavonoiden  durch  Wechselwirkung mit  der
Fluoreszenzmessung (Absorption bei 367 bzw. 440 nm) ergeben, erhielt ein
weiterer Kontrollwert die Testlosung erst vor Reaktionsabschluss durch Aceton.
Um Volumengleichheit bei allen Proben zu gewahrleisten, wurde allen Proben
zum jeweiligen Zeitpunkt entweder 50 pl Testlésung oder 50 yl HEPES-Puffer
hinzugefugt.



~104 -

Berechnung der NEP-Hemmung:

L Leerwert,
messbare Fluoreszenzeinheiten, die nicht auf NEP-Aktivitat beruhen
M; Messwert der Probe mit Testlosung vor 1. Reaktion
M Messwert der Probe mit Testlosung vor 2. Reaktion
M3 Messwert der Probe mit Testldsung nach Reaktionsende

Fi=M;,-L AMC-Fluoreszenz durch verbliebene NEP- und LAP-Aktivitat
Fo=M,-L AMC-Fluoreszenz, bei 100 % NEP- und verbliebener LAP-Aktivitat

K=Ms-L AMC-Fluoreszenz bei 100 % Aktivitat beider Enzyme, 100%-Kontrolle

FUr die Gesamthemmung (%) der aufeinanderfolgenden Enzymreaktionen galt:

(1) Iy *1
[Ges :INEP +[LAP _W

Aus den Messwerten (M4, My, M5 und L) liel® sich dann nach Berechnung von

Gesamt- und LAP-Hemmung die NEP-Hemmung nach Gleichung (4) ermitteln:

Gesamthemmung [%
T =100%=L*100% 9 [%]

F. LAP-Hemmung [%
I =100% =2 *100% g [%]

(4) _ U =Tur) 1000, NEP-Hemmung [%],

NEET100% — 1, ,p Umstellung Gleichung (1)



- 105 -

4.8.4 Bestimmung der NEP-Hemmung von Extrakten nach

Hautpulverbehandlung

0,075 g Hautpulver wurden mit 1,5 ml MeOHEXxtr. (1,6 mg/ml) bzw. HWEXxtr.
(10 mg/ml) versetzt. Die Ansatze wurden, wie bei der Gerbstoffbestimmung,
eine Stunde unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur geschuttelt. Durch
Zentrifugation (5 min, 13000 U/min) der ProbengefalRe wurden die Ubersténde
als Testlosungen flr die hochsten Konzentrationen erhalten. Alle weiteren
Konzentrationen wurden durch Verdinnung dieser Stammldsungen hergestellt.

Die Enzymtestung erfolgte wie im vorherigem Abschnitt beschrieben.

4.8.5 Bestimmung der NEP-Aktivitat im Urin

Die Aktivitatsbestimmung erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie in Kapitel
4.8.3 beschrieben. Die Urinproben wurden 1 : 50 mit HEPES-Puffer verdinnt. In
Reaktionsgefalen wurden 150 pyl Puffer, 50 pl Lisinoprilldsung (8 uM) und
150 yl Urinverdunnung vorgelegt. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von
50 yl SAAP-AMC (400 pM) gestartet. Fur jede Urinprobe wurde ein Leerwert
mitgefuhrt, zu dem bereits vor dem Reaktionsstart 100 yl Phosphoramidon
(25 pM) zugegeben worden waren. Nach einer Inkubation von 60 min bei 37°C
wurde die Reaktion durch Phosphoramidon (100 pl; 25 uM) beendet. Zur
Fluoreszenzentwicklung wurden jeweils 20 uyl einer LAP-Losung (1:235
verdunnt) hinzugefugt und weitere 60 min bei 56°C inkubiert. Nach Abbruch der
Reaktion durch jeweils 900 pl Aceton wurden die Ansatze nach Zentrifugation
fluorimetrisch vermessen (Excitation 367 nm, Emission 440 nm, Spaltbreiten

3 nm).

Die Enzymaktivitatsberechnung der Urinprobe erfolgte nach Kalibrierung der
Fluoreszenz des Reaktionsproduktes 7-Amino-4-methylcumarin (AMC) im

entsprechenden Losungsmittel HEPES-Puffer/Aceton.
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Berechnung der NEP-Aktivitat im Urin:

Kalibrierung AMC: F=ax*cy,+b

Ages
Aassay

VProbe

(1)

(2)

(2)—>(1)

a =0,6583; b = - 4,3088; r’= 0,9973; cauc [nmol/l]

Fluoreszenzmesswert der Urinprobe
Fluoreszenzleerwert der Urinprobe

AMC-Fluoreszenz der Urinprobe

NEP-Aktivitat der Gesamtprobe [U = pmol/min]
NEP-Aktivitat des Urinvolumens im NEP-Assay [U = ymol/min]

Volumen der Urinprobe [ml]

A

Ages = OOa(;s?i:nl Vo ohe 150 pl (1:50 Urin) entspr. 0,003 ml Urin

Camc "V, :F—b*1420

A i assay

= I/min
assay 60min a H

Nach folgender Gleichung wurde aus der Fluoreszenz und dem
Volumen der Probe die Gesamt-NEP-Aktivitat [U] errechnet:

pmol

Aee =Vorope (119837 * F+51,6355)*10*6 .
min*ml

g

4.8.6 Bestimmung der ACE-Hemmung

Die Messungen wurden nach der Vorschrift von Melzig et al.

(1996)

durchgefuhrt. Das Enzym ACE katalysierte dabei die Bildung von His-Leu aus

Hip-His-Leu.

Nach Ende der Reaktionszeit bildete das Dipeptid mit

o-Phthalaldehyd einen fluoreszierenden Komplex, dessen Emission als Mal} flr

die Enzymaktivitat benutzt wurde.
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Zu 50 ul Testldsung wurden 30 ul Puffer, 150 ul Eberseminalplasma (1:300
verdunnt) sowie 20 yl Substrat hinzugefugt. Die Konzentration Hip-His-Leu
betrug 24 mmol/l in Wasser, erst durch Erwarmen auf ca. 60°C wurde die
Substrat-Suspension zu einer Losung, die in die Proben pipettiert wurde. Die
Ansatze wurden fir 30 min bei 37°C inkubiert und die Reaktion durch Zugabe
von 1,00 ml 0,4 N NaOH gestoppt. Nach Zugabe von 100 pl einer frisch
hergestellten methanolischen o-Phthalaldehydlésung (20 mg/ml) wurden die
Proben fir 10 min bei Raumtemperatur im dunkeln belassen. Danach wurde
durch 300 pul 2N Salzsaure neutralisiet und nach 30 min Wartezeit
(Raumtemperatur, Lichtschutz) und 10 min zentrifugieren (13.000 U/min) die
Fluoreszenz der Proben bei Anregungswellenlange 365 nm,
Emissionswellenlange 500 nm  und  Spaltbreiten 3 nm  gemessen
(Spectrofluorometer RF 5001 PC, Fa. Shimadzu). Wie auch bei der NEP-
Bestimmung wurde pro Testwert eine Kontrolle mitgefiihrt, der die Testldsung
erst nach dem Stoppen der Enzymreaktion hinzugefugt wurde. Alle weiteren
Proben erhielten anstelle der Testlosung 50 pl Puffer. Die Leerwerte einer
Messreihe erhielten zur ACE-Hemmung vor dem Start der Enzymreaktion 10 pl
einer Lisinoprilldsung (25 uyM). Aus Test-, Kontroll- und Leerwert wurde wie folgt

die Enzymhemmung berechnet:
Berechnung der ACE-Hemmung:

L Leerwert, messbare Fluoreszenzeinheiten, die nicht auf
ACE-Aktivitat beruhen

M; Messwert der Probe mit Testlosung vor Enzymreaktion
M, Messwert der Probe mit Testlosung nach Reaktionsende
F=M-L Fluoreszenz durch verbliebene ACE-Aktivitat

K=M;-L Fluoreszenz bei 100% ACE-Aktivitat, Kontrolle

lice =100% — % *100% ACE-Hemmung [%]
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4.8.7 Bestimmung der LAP-Hemmung

Die Enzymaktivitat der LAP wurde in Anlehnung an Gillespie et al. (1992)
bestimmt. 100 yl Testldésung wurden mit 250 pl Leucin-p-Nitroanilid (2 mM)
versetzt, die Ansatze mit 100 I HEPES-Puffer erganzt und mit 50 pl
Enzyml6ésung (1:5000 verdiinnte Lésung, entspr. ca. 2 mU) wurde die Reaktion
gestartet. Nach einer Inkubation von 60 min bei 37°C wurde die Reaktion durch
Zugabe von 800 pl Aceton beendet, die Ansatze 10 min zentrifugiert
(13.000 U/min) und die Absorption des gebildetes p-Nitroanilins (pNA) in den
Proben bei 405 nm vermessen (UV- 2101 PC UV-VIS Spectrophotometer, Fa.
Shimadzu, Spaltbreite 2 nm). Es wurde fur jede Testlésung ein Leerwert
mitgefuhrt, der keine Substratlosung, sondern 250 pl Puffer erhielt. Als Kontrolle
der Enzymreaktion diente ein Ansatz ohne Testlosung. Die Eigenabsorption des
Substrates wurde durch einen Blindwert ohne Enzymzusatz kontrolliert. Aus

den Messwerten wurde wie folgt die LAP-Hemmung berechnet:

Berechnung der LAP-Hemmung:

Lt Leerwert, Absorption von Testlosung und Enzym (ohne Substrat)
Lk Leerwert flr Kontrolle (ohne Testlésung, ohne Substrat)

M~ Messwert der Probe (mit Testlésung, Substrat und Enzym)

Mg Messwert der Kontrolle (mit Substrat und Enzym, ohne Testlosung)
B Blindwert, Absorption des Substrates (ohne Testldsung und Enzym)

(alle Messwerte gegen Puffer-Aceton 500 pl+800 pl)
K= Mk - Lk - B Absorption des pNA bei 100 %LAP-Aktivitat, Kontrolle
T=Mr-Lr-B Absorption des pNA bei verbliebener Enzymaktivitat

T
I,,,= 100%—;*100% LAP-Hemmung [%]
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4.9 Resorptionsuntersuchungen am isolierten Rattendiinndarm

491 Aufbau und Funktionsweise der Apparatur

Die Untersuchungen zur Resorption wurden mit dem an der Humboldt-
Universitat entwickelten In-vitro-Perfusionsmodell (Norta und Schopke 1996)
durchgefuhrt.

Nach vorschriftsmaRiger Totung einer mannlichen Wistarratte (Tierzucht
Schonewalde GmbH, Berlin) durch Dekapitation wurden drei etwa 10-15 cm
lange Dunndarmsegmente entnommen und nach einer Vorspulung in die

Apparaturen eingesetzt (s. Abbildung 22).

Abbildung 22: Resorptionsmodell (nach Norta und Schopke 1996)

A: Akzeptorkreislauf, B: Wassergefillte Ummantelung zur Temperierung, D: Donatorkreislauf,
I: Rattendiinndarmsegment, ¢1: Kantle 1 (Akzeptorkreislauf), ¢2: Kanlle 2 (Donatorkreislauf),
o: Ablasséffnungen
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Durch das Darmsegment wurden in der Apparatur die zwei Kompartimente
Donator und Akzeptor von einander getrennt. Beide bestanden anfanglich aus
einer Pufferlosung von Earle’s Balanced Salts (pH 7,4) inklusive 1,0 g/l
Glucose. Durch Begasung mit Carbogen (95 % O2/5 % CO;) durch zwei
Kanulen zirkulierten die Flissigkeiten in den Kreislaufen in entgegengesetzter
Richtung. Die Temperierung der Apparatutren auf 37°C erfolgte durch das
Umstromen mit Wasser in einem Aullenmantel. Nach einer 20minutigen
Spulphase wurden die Pufferlosungen abgelassen und durch frische
Pufferlosung, die beim Donator zusatzlich die Untersuchungssubstanz und
Glucose (2,0 g/l) enthielt, aufgefiillt. Uber einen Zeitraum von 180 min wurden
Proben von 2 ml aus dem Akzeptor entnommen und das entsprechende
Volumen als Puffer mit 1,0 g/l bzw. 2,0 g/l Glucose dem Kompartiment
zuruckgefuhrt. Nach dem Ende der Versuchszeit wurden die Akzeptor- und
Donatorlosungen abgelassen und deren Volumina bestimmt, sowie die
Darmsegmente aus den Apparaturen herausgenommen und deren Langen

vermessen.

4.9.2 Kontrolle von Viabilitat und Integritdt der Darmsegmente

4.9.2.1 Glucose-Bestimmung

Die Glucosekonzentration in den Akzeptorproben wurde enzymatisch mit einem
Hexokinase-Assay (Sigma Glucose Procedure No. 115) bestimmt. Nach der
Gebrauchsanleitung wurden 20 pl Probe mit 1,0 ml Reagenz versetzt. Nach
Zugabe von 5,0 ml 0,1 N Salzsaure erfolgte photometrisch bei 520 nm die
Messung der Absorption des gebildeten reduzierten lodonitrotetrazoliumchlorids
(INTH). Die Konzentrationen der Proben wurden uUber Einbeziehung einer

Standardglucoseldsung berechnet.

Blieb die Glucosekonzentration in den Akzeptormedien Uber die Versuchsdauer
von 180 min konstant bei 1,0 g/l, konnte auf die Integritat und einen fehlerfreien

Einbau der Darmsegmente geschlossen werden.

Die Empfindlichkeit der Me3methode war nicht ausreichend, um einen Anstieg

der Glucosekonzentration im Akzeptor wahrend des Versuches zu verzeichnen.
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Auch bei Veranderung der Glucosekonzentrationsverhaltnisse von Donator zu
Akzeptor auf 7,0 g/l zu 1,0 g/l und 2,0 g/l zu 0,1 g/l blieben die Messwerte beim
Ausgangwert. Es gelang nicht, mit der gewahlten Messmethode Uber die
Funktion des Glucose-Na-Symports die Viabilitat der Darmsegmente direkt

nachzuweisen.
4.9.2.2 Fluoreszenz-Messung

Nach 150 min Versuchszeit wurde den Donatormedien 50 ul einer Losung von
Fluorescein-Na (50 mg/l) zugesetzt. Durch Fluoreszenzvergleich von Akzeptor
und Donator nach Versuchende konnte aufgrund eines Gradienten von
mindestens 1:100 die Integritat der verwendeten Darmsegmente mit einem
weiteren Verfahren nachgewiesen werden. Die Fluoreszenz der Ldsungen
wurde mit dem Spectrofluorophotometer RF-5001 PC (Fa. Shimadzu) bei
Anregungwellenlange 493 nm und Emisionwellenlange 512 nm (Spaltbreiten

jeweils 1,5 nm, Sensitivity high) bestimmt.

Bei den Extraktuntersuchungen mussten die Losungen vor der Vermessung
jeweils 1:10 verdunnt werden, da die starke Absorption des Extraktes die

Fluoreszenz in der originalen Donatorlésung stark herabsetzte.
4.9.2.3 Visuelle Beurteilung

Neben der Messung von Parametern zur Beurteilung der Viabilitat, war die
Beobachtung der Darmsegmente wahrend der Versuchzeit sehr aussagefahig.
Ein vitaler Darmabschnitt zeichnete sich durch seine leichten ondulatorischen
Bewegungen und deutlich erkennbare, rote Blutgefalle aus. Eine Bildung von
zirkulierenden Flusen im Donator im Laufe des Experiments galt als Zeichen
der Schadigung der Mucus-Schicht, Ergebnisse der Akzeptoranalyse eines
solchen Segmentes mussten dann von der Gesamtauswertung ausgeschlossen

werden.

4.9.3 Probenaufbereitung und Flavonoidbestimmung

Die 2 ml entnommenen Akzeptorprobe wurden durch ein 0,45 um PTFE-
Spritzenfilter (Rotilabo®) filtriert. Um die Stabilitat der Flavonoide wahrend der
Analysenvorgange zu gewahrleisten, wurde zu 1000 pl Filtrat 25 ul einer 1 N

Salzsaure zugesetzt und damit der pH-Wert von 7,4 auf 4,8-5,1 herabgesetzt.
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AnschlieBend erfolgte eine qualitative und quantitative Analyse der
Akzeptorproben hinsichtlich ihres Flavonoidgehaltes mittels HPLC (Methode s.
Kapitel 4.7). 20 bzw. 50 pl der angesauerten Proben wurden pro HPLC-Lauf
injiziert. Um die Identitdt der Peaks als Hyperosid bzw. Rutin abzusichern,
wurden die Lésungen bei Wiederholungen der HPLC-Analyse mit Hyperosid,

Rutin und/oder Isoquercitrin gespiket.

Nach Klarung der Peakidentitat wurden Kalibrierungen mit den entsprechenden

Flavonoiden durchgefuhrt und der Gehalt der Proben bestimmt.

4.9.4 Mathematische Berechnungen zu den resorbierten Substanzen

Bei der Berechnung der resorbierten Substanzmengen aus den Proben-
konzentrationen wurde durch eine Korrekturformel der durch die Entnahme
vorangegangener Proben entstandene Stoffmengenverlust bertcksichtigt. Aus

der Kkorrigierten Probenkonzentration konnte anschlielend die resorbierte

Substanzmenge (Masse oder Stoffmenge), die Resorptionsqoute F, [%] und die

Resorptionsraten R, bzgl. der Segmentlangen berechnet werden.
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Mathematische Berechnungen zu den Resorptionsuntersuchungen:

gemessene Konzentration der Probe n

c,

ck korrigierte Konzentration der Probe n

V., Probenvolumen [2ml]

Ve Akzeptorvolumen [ml]

m¥ resorbierte Masse bei n-ter Probe

m, Masse der Substanz im Donator

F, Resorptionsquote [%] bei n-ter Probe

R, Resorptionsrate [nmol/cm] bei n-ter Probe
M molare Masse

L Segmentlange [cm]

o Ve & mt =ckxv
Cy =C,+="->"c; n T Ake
Akz =1
k k
m m
F =" +100% R =

n

m, " ML
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4.9.5 Stabilitat der Testsubstanzen

2000 yI von Loésungen der im Resorptionsmodell zu untersuchenden
Substanzen wurden fur 3 Stunden im Wasserbad bei 37°C belassen. Als
Losungsmittel wurde Earle’s Balanced Salts (pH 7,4) verwendet. Als
Konzentrationen wurden fur Hyperosid 0,150 mg/ml, Rutin 0,225 mg/ml und den
Heillwasserextrakt 5,0 mg/ml gewahlt. Alle 60 min wurden jeweils 100 pl Probe
entnommen, mit 900 pl Methanol versetzt und durch HPLC der Gehalt der

Flavonoide bestimmt.

Tabelle 45: Stabilitédt von Hyperosid und Rutin bei 37°C in Earle’s Balanced Salts (pH 7,4)

Gehalt in % nach Hyperosid Extrakt Rutin
0,150mg/ml 5,0mg/ml 0,225mg/ml
0 100 100 (Hyperosid) 100
60min 95+ 2 96 + 2 100 £ 2
120min 92+5 96 + 2 101 £1
180min 83+5 92+3 100 £ 2

Fiar die Prufung von Quercetin wurde 1,5 mg Substanz mit 10,0 ml auf 37°C
temperiertem Resorptionspuffer versetzt, die Suspension fir 5 min mit
Ultraschall behandelt und die weitere Zeit im Wasserbad unter Lichtausschluss
bei 37°C belassen. Nach den in Tabelle 46 angegebenen Zeiten wurden
Proben zu 1 ml entnommen und filtriert. 500 pl Filtrat wurden mit 200 pl

Methanol versetzt und das in Puffer geldste Quercetin iber HPLC bestimmt.

Tabelle 46: Stabilitat von Quercetin (150 pg/ml) bei 37°C in Earle’s Balanced Salts (pH 7,4)

¢ [ug/ml] c [%]
15min 5,47 +0,13 100
30min 4,04 £0,32 74
60min 3,46 £ 0,17 63
120min 2,60+ 0,25 48

180min 2,15+0,19 39
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4.10 Pilotstudie zum Wirksamkeitsnachweis von Birkenblattern

4.10.1 Studienplan der Pilotstudie

Anzahl der Probanden:

Prafpraparate:

Studiendauer:

Studienablauf:

4.10.2 Gemessene Parameter

8 weibliche und 6 mannliche gesunde Probanden
im Alter von 22-45 Jahren

a) 200 ml Leitungswasser

b) Birkenblattertee, zubereitet aus 2,0g

Droge und 200 ml siedendem Wasser,

10 min ziehen lassen

2 Tage, jeweils vormittags vier Stunden

morgens Verzicht auf harntreibende Getranke

(Kaffee oder schwarzer Tee)

nach vollstandig entleerter Blase Einnahme des

Prufgetranks

wahrend der Versuchsdauer von 4 Stunden
keine weitere Nahrungs- oder

Fllssigkeitsaufnahme

vollstandige Blasenentleerung mit Urinprobe
nach 30, 60, 90, 120, 180 und 240 min

Von den Urinproben der Probanden wurden folgende Parameter bestimmt:

Volumen: Bestimmung durch Probanden mit Mensur (100 ml und 250 ml)

NEP-AKktivitat: s. Kapitel 4.8.5

Elektrolytgehalt: s. Kapitel 4.10.3
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4.10.3 Elektrolytbestimmung mit Atomabsorptionsspektroskopie

Der Gehalt an Natrium wund Kalium wurde am Atom-Absorptions-
Spektrophotometer 400 (Fa. Perkin-Elmer) bestimmt.

Natrium: 589,0 nm, Spalt 0,7 nm, Integrationszeit 0,5 s
linearer Bereich 50-250 uM
Kalium: 766,5 nm; Spalt 2,0 nm, Integrationszeit 2 s

linearer Bereich 25-150 uM

Die Urinproben wurden mit demineralisiertem Wasser (100 ul + 10,0 ml,
50 ul + 20,0 ml bzw. 25 pl + 20,0 ml) so verdlinnt, dass sich die Werte im direkt
zuvor bestimmten, kalibrierten Bereich befanden. Vor jeder Einzelmessung
wurde so lange mit demineralisietem Wasser gespdult, bis die Anzeige des

Gerates wieder am Nullpunkt angelangt war.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In der modernen Phytotherapie wird die Anwendung der traditionellen
Arzneidroge Birkenblatter (Betulae folium) zur Durchspulung der Harnwege bei
Entzindungen und Nierengrie®, sowie als Zusatzmedikation bei der
Behandlung bakterieller Infektionen der Harnwege empfohlen. Als
wirksamkeitsmitbestimmende Inhaltsstoffe gelten die in der Droge enthaltenen
Flavonoide vom Flavonoltyp mit der Hauptkomponente Hyperosid. Die
Gehaltsanforderungen der Arzneibucher betreffen diese Inhaltsstoffgruppe.
Phytochemisch wurden die Birkenblatter auch hinsichtlich anderer
Stoffgruppen, wie z.B. Triterpene, Gerbstoffe oder &therisches Ol bereits gut
untersucht. Eine harntreibende Wirkung konnte tierexperimentell nachgewiesen
werden. Aufgrund des fehlenden Einflusses auf den Elektrolythaushalt wurde
fur die Birkenblatter und andere pflanzliche Drogen die treffendere Bezeichnung
Aquaretika eingefuhrt, um sie von Wirkung und Indikation der synthetischen

Diuretika abzugrenzen.

In der vorliegenden Arbeit wurden Birkenblatterextrakte mit den Losungsmitteln
HeilRwasser, 80%iges Methanol und Ethylacetat hergestellt, phytochemisch
charakterisiert und auf ihre Hemmaktivitdt gegenliber Metallopeptidasen
untersucht. Im Mittelpunkt der biochemischen Testungen stand die Neutrale
Endopeptidase (NEP, EC 3.4.24.11), da im Organismus eine Hemmung dieses
Enzyms Uber die Konzentrationserhéhung der natriuretischen Peptide zu einer
verstarkten Harnausscheidung flihrt. Alle Schritte der Auftrennung des
Extraktmaterials wurden unter der Beobachtung der NEP-Hemmung
durchgefuhrt. Aufgrund der physiologischen Verknlipfung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems mit der Regulation des Wasserhaushaltes
durch die natriuretischen Peptide wurde als weiteres Enzym das Angiotensin-
Converting-Enzym (ACE, EC 3.4.15.1) in die Untersuchungen eingeschlossen.
Als drittes zinkhaltiges Ektoenzym, dass am Abbau von Peptidhormonen
beteiligt ist, wurde die Leucin-Aminopeptidase (LAP, EC 3.4.11.2) fur die
Testung von Birkenblatterextrakten, -fraktionen und reinen Naturstoffen,

insbesondere phenolischer Verbindungen, ausgewahit.
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Der methanolische Extrakt erwies sich als starkster Inhibitor der drei
Metallopeptidasen (NEP: 1Cso 55 pg/ml, ACE: max. 54 % bei 1,25 mg/ml,
LAP: ICs5p bei 0,5 mg/ml). Im Ethylacetat- und HeilRwasserextrakt befanden sich

ebenfalls Inhaltsstoffe, die gegentuber NEP und ACE aktiv waren.

FUr eine bioaktivitatsgeleitete Fraktionierung wurde zunachst der aktivste
methanolische Extrakt ausgewahlt. Durch Aufarbeitung und
Saulenchromatographie wurden Fraktionen gewonnen, in denen die
verschiedenen Flavonoide der Birkenblatter angereichert vorlagen. Die NEP-
Untersuchungen ergaben hier aber, dass die Auftrennung des Extraktes zu
keiner erhdhten Wirkung von Fraktionen gegeniber dem Enzym fiihrte. Die
starkste Hemmaktivitat von allen Fraktionen besald die Fraktion, in der keine
Flavonoide, sondern Proanthocyanidine enthalten waren. Ebenso wurde der
Ethylacetatextrakt, in dem sich die Triterpene (Dammaranester) aus dem
Pflanzenmaterial befanden, durch wiederholte Saulenchromatographie
fraktioniert. Wie bei dem methanolischen Extrakt ergab der Vergleich von
Hemmeigenschaften und dem Droge-Extrakt-Verhaltnis der Einzelfraktionen,
dass der Gesamtextrakt den Wirkstoff darstellte und nicht eine einzelne
aufgereinigte Substanz oder Substanzgruppe. Hinsichtlich der Hemmeffekte auf
die untersuchten Metallopeptidasen konnte die Charakterisierung der
Flavonoide als wirksamkeitsmitbestimmende Komponenten der Birkenblatter
bestatigt werden. Nach den eigenen Untersuchungen kann die Wirkung der
Birkenblatter auch auf den Gehalt an weiteren Polyphenolen, insbesondere den

oligomeren Proanthocyanidinen (OPC), zuruckgefuhrt werden.

Die Aktivitat der untersuchten Metallopeptidasen wurde durch Extrakte anderer
Arzneipflanzen ebenfalls beeinflusst. So waren die methanolischen Auszige
aus Solidago virgaurea L. gegenuber NEP aktiv, wobei dieser Effekt eher auf
enthaltene Flavonoide und Phenolcarbonsduren als auf Saponine
zuruckzufihren war. Proanthocyanidinreiche Extrakte aus Crataegus-sp.
zeigten Hemmaktivitaten gegeniber NEP, ACE und LAP und bestatigten
indirekt die Bedeutung der OPC der Birkenblatter an der Gesamtaktivitat der
Birkenblatterextrakte. Die Hemmungen der Metallopeptidasen durch Extrakte
aus Grunem Tee bestatigten die Wechselwirkung von Catechin-Verbindungen

mit den untersuchten Enzymen. Durch besonders hohe Aktivitat zeichnete sich
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die Verbindung Epigallocatechingallat aus (NEP: 1Csy 30 pymol/l bzw. 14 ug/ml),

auf deren Gehalt die Extrakte eingestellt worden waren.

Als Schlussfolgerung aus den Untersuchungen dieser Extrakte ergab sich, dass
die durch Birkenblatter festgestellte Hemmung von Metallopeptidasen nicht
spezifisch fur diese Droge ist, sondern dass auch andere, flavonoid- und
polyphenolhaltige Arzneipflanzen mit den verwendeten Bestimmungsmethoden
Aktivitat aufweisen kénnen. Diese Enzymhemmungen kdnnten auch fur deren

Wirksamkeitserklarungen in Betracht zu ziehen sein.

In einem breit angelegten Screening mit reinen Naturstoffen wurden zunachst
systematisch Flavonoide der verschiedenen Grundtypen und
Substituierungsmuster auf ihre Hemmaktivitat gegenuber den
Metallopeptidasen untersucht. Die wichtigsten Schlussfolgerungen aus der
Auswertung der Versuchsreihen waren, dass das Ausmal} der Enzymhemmung
von der Anzahl der freien phenolischen OH-Funktionen bestimmt wurde und
dass die Flavonoidaglyka aktiver waren als die im Pflanzenmaterial
vorliegenden glykosidischen Verbindungen (NEP: Myricetin 1Csy 42 pmoll/l,
Quercetin ICso 192 pmol/l, Hyperosid max. 24 % bei 300 pymol/l).

AnschlieRend wurde das Screening auf Flavonoidmetabolite, Catechin-Derivate
sowie weitere phenolische Naturstoffe ausgeweitet. Hervorzuheben ist die
besonders hohe Aktivitat von Cyanidinchlorid (NEP: [Cso 32 ymol/l) und
Epigallocatechingallat (NEP: 1Cso 30 umol/l), einer phenolischen Komponente
des Grinen Tees. Viele andere Naturstoffe, besonders mit OH-Gruppen in
ortho-Position, zeigten einen schwachen Einfluss auf die Enzymaktivitaten, mit
Hemmungen unter 50 % bei der maximalen Konzentration von 300 pumol/l.
Gerade diese weniger starken Einzeleffekte kdnnten insgesamt trotzdem einen
Beitrag zur Wirkung eines Gesamtextraktes leisten. Neben den genuinen
Inhaltsstoffen der Extrakte konnen die durch Biotransformation entstehenden
Aglyka und Phenolcarbonsaure-Derivate ebenfalls pharmakologische Effekte

auslosen.
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Eine Untersuchungsserie mit verschiedenen Triterpenen flihrte dazu, dass die
in der Birkenrinde vorkommenden Verbindungen Betulinsaure und Betulinol als
starke Inhibitoren der LAP erkannt wurden. Deren ICso—Werte (7,3 £ 1,4 bzw.
8,8 + 1,78 ymol/l) lagen unter der ICso (16,9 £4,1 ymol/l) des bekannten
Inhibitors Bestatin. Diese Inhibition lief3 sich nicht far die Erklarung der
Wirkungsweise von Birkenblattern nutzen, aber es konnten wichtige
Zusammenhange zwischen bekannten pharmakologischen Effekten, wie der
Anti-Tumor-Wirkung,  Apoptoseauslosung oder  Anti-HIV-Aktivitat, von

Betulinsaure und Bestatin aufgezeigt werden.

Da Flavonoide in vielen Testsystemen in-vitro pharmakologische Wirkungen
zeigten und nicht nur Uber Arzneipflanzen oder Phytopharmaka, sondern auch
mit der Nahrung zugefuhrt werden, sind besonders fur diese Inhaltsstoffgruppe
Untersuchungen zur Bioverfugbarkeit von grof3er Wichtigkeit. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Resorptionseigenschaften von Hyperosid, dem
Hauptflavonoid der Birkenblatter, und Rutin mit einem In-vitro-Perfusionsmodell
am Rattendunndarm untersucht. Fur Hyperosid lagen bisher noch keine
publizierten Ergebnisse Uber die Absorption und Biotransformation vor. Die
durchgefuihrten Untersuchungen ergaben, dass sowohl Rutin als auch
Hyperosid unverandert als Glykoside durch den Dinndarm der Ratte in das
Akzeptorkompartiment Ubergetreten waren. Eine Deglykosylierung oder
Konjugierung  mit  Glucuronsaure  konnte unter den  gegebenen
Versuchsbedingungen nicht beobachtet werden. Die prozentualen
Resorptionsquoten betrugen fur Hyperosid 3,04 % (R=2,67) und fur Rutin
2,45 % (R=2,42), die Resorptionsraten bzgl. der Stoffmenge und der Lange der
Darmsegmente fur Hyperosid 11,18 nmol/lcm (R=10,79) und fir Rutin
11,82 nmol/cm (R=12,59) fUr jeweils eine Inkubationszeit von 180 min. Auch in
Form des HeilRwasserextraktes der Birkenblatter wurde Hyperosid am
Rattendinndarm absorbiert, der Extrakt veranderte jedoch weder Hohe noch
Geschwindigkeit der Aufnahme in das Akzeptormedium. Als Absorptions-
mechanismus flr die polaren, zuckerhaltigen Verbindungen wurde der passive
Transport durch die Poren der Tight junctions der Dunndarmzellen

vorgeschlagen.
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Bis zum gegenwartigem Zeitpunkt existieren noch keine publizierten humanen
Studien zur Wirksamkeit der Birkenblatter. Deshalb wurde mit 14 gesunden
Probanden eine Pilotstudie durchgeflhrt, in der das ausgeschiedene
Harnvolumen nach einmaliger Einnahme eines Birkenblattertees im Vergleich
zu einer entsprechenden Menge Leitungswasser bestimmt wurde. Der
individuelle Vergleich der Harnvolumina ergab bei der Halfte der Probanden
innerhalb der vierstiindigen Testphase eine Zunahme der Harnproduktion, bei
der anderen Halfte stellte sich eine gegensatzliche Reaktion auf
Birkenblattertee und Placebo ein. Eine signifikante Erhdhung der
Harnproduktion konnte unter dem angegebenen Studiendesign, auch unter
Berucksichtigung des zeitabhangigen Harnvolumens zur Erkennung einer
maoglichen beschleunigten Flussigkeitsausscheidung, somit nicht nachgewiesen

werden.
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