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(m)AK
ABTS
APS
ATP,ADP
BSA
CHCI;
CoA
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DCM
DMAPP
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DXS

EIl
ELISA
EtOH
FLD
GRK;
HAT
HMG-CoA
HPLC
HSA
L.p.

ICs
IegG

IPP
kDa
KOH
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LiAlH,4
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(monoklonaler) Antikdrper
2,2-Azino-di-(3-ethyl)-benzothiazolin-sulfonsédure
Ammoniumpersulfatlosung
Adenosintriphosphat und -diphosphat
Bovines Serumalbumin = Rinderserumalbumin
Chloroform

Coenzym-A

Cyclooxygenase
Diinnschichtchromatographische Untersuchung
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Dimethylallylpyrophosphat

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
1-Deoxyxylulose-Reduktoisomerase
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intraperitoneal
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Immunglobulin
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mAK monoklonale Antikdrper
MALDI-TOF Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight
MeOH Methanol

MEP 2-Methyl-D-erythritol-4-phosphat
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MS Massenspektrometrie
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NMR Nuclear resonance Spectroscopy
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THF Tetrahydrofuran

THY Thyroglobulin

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan



Monoklonale Antikorper

1 Einleitung

1.1 Monoklonale Antikorper

Paul Ehrlich, einer der Pioniere der Immunologie, postulierte Rezeptoren (Antikorper) als
Sekretionsprodukte der Zellen des Immunsystems. Er erkannte die selektive Bindung der
»magic bullets* an schédliche Strukturen (s. Abb. 1.1) und sagte ihnen einen vielféltigen
Nutzen in der Bekdmpfung verschiedenster Krankheiten voraus (Ehrlich, 1904).

Heutzutage ist die Kenntnis von Antikoérpern und ihre Anwendung aus dem Gebiet der
Infektiologie ebenso wenig wegzudenken wie aus der Transplantationsmedizin, der
Onkologie, der Kardiologie und der Therapie rheumatoider und allergischer Erkrankungen

(Park et al., 2001; Ziindorf et al., 1998).

Abb. 1.1 Aussehen und Wirkungsweise von Immun-
globulinen in der Sicht von Paul Ehrlich (1854 — 1915).
Die aus einer frihen Publikation des Wissenschaftlers
stammende Grafik (in: Ehrlich, 1904) zeigt die Anheftung
der ,magic bullets* und gibt bereits einen Hinweis auf die
Spezifitat der Strukturen.
(von:http://www.molbiol.ox.ac.uk/www/pathology/ tig/new1/
mabth.html)

Antikorper sind, strukturell betrachtet, y-Immunglobuline (Ig), die aus vier Untereinheiten
gebildet werden. Zwei leichte und zwei schwere Ketten (L-Kette = light chain, H-Kette =
heavy chain) sind durch Disulfidbriicken miteinander verbunden. Der schematische Aufbau
sowie die raumliche Darstellung der Antikorper ist in Abb. 1.2 dargestellt. Zwischen H- und
L-Kette liegen zwei Antigen-Bindungsstellen, die den oberen Bereich des Fab-Teils (fragment
of antigen-binding) bilden. Der dritte Teil des Molekiils, der ausschlieBlich von Abschnitten
der H-Ketten gebildet wird, ist gleich gestaltet. Er wird deswegen als Fc-Teil (constant

fragment) bezeichnet.



1. Einleitung

Man unterscheidet verschiedene Subtypen der Immunglobuline (Ig) nach der Grée der H-
Ketten. IgM sind fiir die primdre Immunantwort verantwortlich. Sie treten héiufig in
Pentameren auf. IgA, die in Dimeren vorkommen, sind die dominierende Antikérperklasse in
seromukosen Sekreten. IgD und IgE bilden besonders kleine Antikdrperfraktionen. Beide sind
auf der Oberfliche von Immunzellen verankert, auf B-Lymphozyten bzw. Basophilen und
Mastzellen. IgG bilden die Hauptmenge an Antikérpern und stellen das korpereigene

Reservoir fur die Reaktion auf Sekundarinfektionen dar.

Leichte

konstanter Kette (L)

Bereich

Schwere
" Kette (H)

Abb. 1.2 Aufbau eines IgG-Molekiils. Links der schematische Aufbau (Dingermann, 1999), rechts
die rdumliche Darstellung des Proteins (http://www.ari.unimelb.edu.au/labs/sIb). Der variable Bereich

(links, orange) bildet die Antigenerkennungsstelle.

Die Nutzung der Antikorper begann mit der Gabe von Serumfraktionen, spiter von
gereinigten Antikorperfraktionen, die aus immunisierten Individuen gewonnen wurden. In
einem nidchsten Schritt wurden kiinstliche Antigene fiir die Bildung von Antikérpern
eingesetzt (Ehrlich, 1904).

Ein injiziertes Molekiil, das im Ko&rper immunogen wirken soll, muss in der Regel eine
MolekiilgroBe von mehr als 1000 Da aufweisen (Erlanger, 1980). Landsteiner (1945) konnte
als erster Forscher AntikOrper gegen ein kleineres, selbst nicht immunogenes Molekiil
erzeugen, indem er die Zielstruktur kovalent mit einem Tridgermolekiil verband und diese
Konjugate in Tiere injizierte. Das gewonnene Serum enthielt unter anderem die gewlinschten
Antikorper. Er priagte auch den Begriff des Hapten als den Teil des Konjugates aus
Zielstruktur und Tragerprotein, der vom Antikdrper gebunden wird (Young, 1984). Es wurden
verschiedenste Methoden entwickelt, die gewiinschten Antikérper aus dem Serum zu

reinigen, wie z.B. die Fillung mit einem unldslichen Proteinkonjugat (Szafran et al., 1969).


http://www.ari.unimelb.edu.au/labs/slb

Monoklonale Antikorper

Die ,,Antikorper-Revolution” (Cambrosio et al., 1995) wurde von Kohler und Milstein
eingeldutet, die 1975 immunkompetente B-Lymphozyten mit Zellen eines Milzzell-Tumors
(Myelom-Zellen) verschmolzen (Koéhler et al., 1975). Die resultierenden Hybridom-Zellen
konnten im Gegensatz zu den urspriinglichen B-Lymphozyten iiber lange Zeit kultiviert
werden. Die Kultur einzelner Zellen zeigte, dass diese in der Lage waren, sich zu vermehren
und dass jede Hybridom-Zell-Linie einen definierten monoklonalen Antikorper sekretierte.
Damit war die Menge an Antikorpern, die aus einer Immunisierung gewonnen werden konnte,
nicht mehr begrenzt. Die Immunglobuline mussten nicht mehr aus dem Serum eines
immunisierten Tieres isoliert werden. Sie konnten aus dem Kulturiiberstand der wachsenden
Klone fortlaufend gewonnen werden. Zusétzlich war eine Selektion der gewiinschten
Antikorper aus dem Gesamtbestand moglich geworden. Die Forscher erhielten fiir die

Entwicklung der monoklonalen Antikorper 1984 den Nobelpreis.

Durch eine Kombination der Immunisierungsmethode Landsteiners und der Generierung
monoklonaler Antikdrper entstand die Moglichkeit, Immunglobuline spezifisch gegen ein
quasi wihlbares Antigen zu generieren und in Zellkultur in fast beliebiger Menge zu
produzieren.

Die Nutzung von Immunglobulinen als Werkzeug der Analyse, zur qualitativen und
quantitativen Bestimmung verschiedenster Antigene, begann schon vor der Entdeckung der
monoklonalen Antikérper. Die Autoren verwendeten das polyklonale Serum. Der erste
kompetitive Immuno-Assay wurde von Yalow et al. (1959) zur Bestimmung von Insulin
durchgefiihrt. Vorteil des neuen Verfahrens war die damals sehr hohe Empfindlichkeit. In den
folgenden Jahren fand eine stiirmische Entwicklung statt. Nachteil der damaligen RIA (Radio-
Immuno-Assays) war die Notwendigkeit der Verwendung teurer und ggf. instabiler Isotope
und der hohe apparative Aufwand.

Zu Beginn der 70er Jahre entstanden die heute eingesetzten Enzym-Immuno-Assays, bei
denen an das Immunglobulin ein reaktionsfahiges Enzym gekoppelt ist (van Weemen et al.,
1971; Engvall et al., 1971; Rubenstein et al., 1972). Dieses Enzym steuert eine Farbreaktion

und macht so den Einsatz von Isotopen tiberfliissig.



1. Einleitung

Monoklonale Antikdrper sind aus der Pharmakotherapie und der medizinischen Analytik
heute nicht mehr wegzudenken (Park et al., 2001). Das bekannteste Beispiel sind die auf einer
Antikorper-Reaktion basierenden Schwangerschaftstests (Newton, 1993). Die Zahl der
Naturstoffe, die zur Generierung und Charakterisierung monoklonaler Antikérper bislang
eingesetzt wurden, ist jedoch im Vergleich zur Zahl der Antikdrper gegen Proteine als
Zielstrukturen gering (Weiler, 1990). Im Fokus standen dabei bisher besonders biogene
Arzneistoffe wie Morphin, Codein, Tetrahydrocannabinolsdure (THC), Digitonin und
Ginsenoside (s. Tab. 4.3.1).

Die Antikorper wurden hierbei zundchst z.B. zur Bestimmung toxischer Metabolite
eingesetzt. Fab-Fragmente monoklonaler Antikdrper gegen Digoxin dienen als Antidot in der
Therapie einer Digitalis-Vergiftung (Lechat et al., 1984). Weiterhin wurden monoklonale
Antikorper entwickelt, die es gestatten, die Abbauprodukte verschiedener Halluzinogene wie

Opiate und Tetrahydrocannabinol aus Korperfliissigkeiten nachzuweisen.

Pflanzeninhaltsstoff | Art Quelle

Mistellectine Viscum spec. Tonevitsky et al., 2002
Marrubiin Marrubium vulgare L. Brand et al., 2001
Riddelliin Senecio spec. Lee et al., 2001

Ginsenosid Rf Panax ginseng C.A.Mayer Nah et al., 2000

Squalen Maytas et al., 2000
Sennosid A Rheum ssp. Morinaga et al., 2000
Crocin Crocus sativus L. Xuan et al., 1999
Ginsenosid Rb1 Panax ginseng C.A.MAYER | Tanaka et al., 1999
Retrorsin Petasites hybridus GAERTNER | Ziindorf et al., 1998
Morphin Papaver somniferum L. Glasel et al., 1983 ; Rahbarizadeh et al., 2000
Aflatoxin M, Aspergillus spec. Holtzapple et al., 1996
Codein Papaver somniferum L. Shoyama et al., 1996
Solamargin Solanum spec. Ishiyama et al., 1996
Thebain Papaver somniferum L. Shoyama et al., 1996
A'-THC Cannabis sativa L. Tanaka et al., 1996

Taxol Taxus brevifolia NUTT. Grothaus et al., 1995
Forskolin Coleus forskohlii BRIQ. Sakata et al., 1994
Colchicin Colchicum autumnale L. Edmond Rouan et al., 1989
Vinblastin Vinca spec. Potarotti et al., 1985
Aflatoxin B,, Aspergillus flavus Lauetal., 1981

Digoxin Digitalis lanata EHRH. Zalcberg et al., 1983; Kehayov et al., 1990

Tab. 1.1 Eine Auswahl biogener Pflanzeninhaltsstoffe, gegen die monoklonale Antikérper

generiert wurden.
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Monoklonale Antikorper

In den letzten Jahren treten jedoch mehr und mehr rein analytische Fragestellungen, wie z.B.
die Wertbestimmung von Drogenmaterial, in den Vordergrund. Monoklonale Antikérper sind
hierfiir aufgrund ihrer groBen Spezifitdt und Sensitivitidt besonders geeignet. Der Nachweis
mit Hilfe monoklonaler Antikdrper kann hierbei zur Selektion moglichst hoher Mengen
gewiinschter Inhaltsstoffe wie Taxol aus Taxus brevifolia (Grothaus et al., 1995) ebenso
eingesetzt werden wie zur Gehaltsbestimmung toxikologisch relevanter Substanzen, zum
Beispiel der Aflatoxine (Lau et al., 1981 und Holtzapple et al., 1996) oder der
Pyrrolizidinalkaloide (Ziindorf et al., 1998).

Die Anwendung monoklonaler Antikérper zur Naturstoffanalyse ist, z.B. im Rahmen eines
kompetitiven ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), apparativ einfach und
kostenglinstig. Bei den monoklonalen Antikdrpern handelt es sich um Bindungspartner mit
einer erstaunlichen Feinspezifitit. Die Bindung ist an die rdumliche Struktur des Zielmolekiils
gebunden. Strukturell #hnliche Verbindungen konnen zB. bei der Anderung der
Konformation eines einzigen Stereozentrums mit deutlich geringerer Affinitit gebunden
werden (Got et al.,, 1997). Hochaffine monoklonale Antikdrper konnen Assoziations-
konstanten bis in den piko-, ggf. sogar femtomolaren Bereich aufweisen. Diese zéhlen damit
zu den stédrksten bekannten nicht-kovalenten Bindungen (Adam, 2000).

Zudem bieten die Immunglobuline die Chance, dem urspriinglichen System, in diesem Fall
der Pflanze, ,ein Stiick ndher zu riicken®. Anders als mit den gédngigen Methoden der
instrumentellen Analyse ist hier der Nachweis der Zielstruktur im Pflanzenmaterial selbst
ebenso moglich wie in Extrakten oder, bezogen auf pharmakologische Untersuchungen, im

tierischen Gewebe.

Einer der Forschungsschwerpunkte der Arbeitsgruppe Kndss ist die Untersuchung der
Biogenese von Isoprenoiden (Reuter, 1999), besonders von Marrubiin. Marrubiin ist ein
Furanolabdanditerpen aus Marrubium vulgare L. Mit Hilfe monoklonaler Antikorper kann es
moglich sein, je nach gewéhltem Zielmolekiil die Zielstruktur Marrubiin bis in den
subzellularen Raum hinein zu verfolgen. Das ,,Werkzeug® der monoklonalen Antikérper kann
also ein wichtiges Mittel zum Nachweis der Furanolabdanditerpene und ihrer Vorstufen
bieten. Mit Hilfe monoklonaler Antikorper kdnnen Untersuchungen zur Biosynthese, dem
Speicherort und der Metabolisierung von Marrubiin in differenzierten und undifferenzierten

Systemen durchgefiihrt werden.
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1. Einleitung

Zusétzlich gestatten sie bei geringem apparativen Aufwand ein rasches Screening von
Pflanzen und deren Teile und Zubereitungen auf die entsprechenden Zielstrukturen, die
Furanolabdanditerpene. In einem ersten Ansatz wurde Marrubiin als Zielstruktur zur
Generierung und Charakterisierung monoklonaler Antikérper gegen einen Naturstoff

ausgewdhlt.

Zusatzlich zum spezifischen Nachweis einzelner Molekiile ist jedoch auch eine
Gruppenbestimmung von Substanzen mdglich, die sich in Teilen ihrer Struktur gleichen.
Deckt sich dieser gemeinsame Anteil mit dem vom Antikdrper fokussierten Epitop, konnen
die Antikorper im Rahmen eines Screenings auch zur Gruppenuntersuchung von Molekiilen
genutzt werden. Fiir einen zweiten Ansatz wurde daher Oleanolsdure, ein Triterpen, gewéhlt.
Oleanolsdure bildet die Basis vieler Saponine vom Oleanol-Typ. Monoklonale Antikorper
gegen Oleanolsdure bielten die Moglichkeit, die Saponine einer Pflanze oder Zubereitung als

Gruppe zu bestimmen.
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Terpene

1.2 Terpene

Eine der groflen Stoffgruppen innerhalb der Naturstoffe bilden die Terpene oder Isoprenoide.
Gemeinsam ist ihnen das ,,aktivierte Isopren®. Die Cs-Korper Isopentenyldiphosphat (IPP)
bzw. dessen Isomer Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) bilden die Basis aller Terpene, wie in
der ,,Isopren-Regel* von Ruzicka (1953) veroffentlicht wurde.

Die Bildung dieser Cs-Korper ist der erste von drei biogenetischen Abschnitten, die bei der
Bildung eines Terpens ablaufen (Ubersicht s. Knoss, 1999). Im zweiten Abschnitt werden die
Grundkorper zu aktivierten linearen Zwischenprodukten verkniipft, welche die
Verzweigungspunkte zu den unterschiedlichen Terpenklassen bilden. Im dritten Abschnitt
wird schlieflich dieses Grundgeriist bis hin zum einzelnen Terpen, dem Endprodukt
verdandert.

Der erste der drei Abschnitte, die Synthese des Cs-Korpers, kann auf zwei verschiedenen
Wegen erfolgen:

Der Mevalonat-Acetat-Weg wurde in den 50er Jahren des letzten Jahrhunderts als erster der
beiden Wege entdeckt. Er wurde im Rahmen der Sterol-Biosynthese in Lebergewebe und
Hefen aufgeklért. Hierbei kondensieren zunédchst zwei Molekiile Acetyl-CoA in einer Claisen-
Kondensation zu Acetoacetyl-CoA. Durch die Anlagerung eines dritten Molekiils Acetyl-CoA
entsteht 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA. Im néchsten Schritt der Reaktion wird mit Hilfe
der HMG-CoA-Reductase Mevalonsdure gebildet. Unter ATP-Verbrauch wird Mevalonsdure
phosphoryliert und decarboxyliert. Es entsteht IPP, das {iber eine Isomerase im Gleichgewicht
mit DMAPP steht (s. Abb. 1.3).

Der zweite, Mitte der 90er Jahre von zwei Arbeitsgruppen fast parallel postulierte und
beschriebene Weg (Rohmer et al., 1993; Schwarz, M., 1994) wird nach einem der
Schliisselmetabolite 2-Methyl-D-erythritol-4-phosphat als MEP-Weg bezeichnet. Er ist der
entwicklungsgeschichtlich jiingere Biosyntheseweg und findet bei héheren Pflanzen in den
Plastiden statt (Rohmer, 1998), wihrend der Mevalonat-Acetat-Weg dem Zytoplasma
zugerechnet wird. Zwischen beiden Kompartimenten gibt es wahrscheinlich einen begrenzten

Austausch, dessen Ablauf und Umfang noch nicht néher aufgeklart werden konnten.
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1. Einleitung

Glycerinaldehyd und Pyruvat kondensieren unter Beteiligung des Kofaktors
Thiamindiphosphat unter der Katalyse der 1-Deoxyxylulose-5-phosphat-Synthase (DXS) zu
1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat. Aus diesem Zwischenprodukt entsteht unter dem Einfluss
der 1-Deoxyxylulose-Reduktoisomerase (DXR) das 2-Methyl-D-erythritol-4-phosphat
(Kuzuyama et al., 1998). Uber weitere Zwischenstufen, u.a. unter Beteiligung von Cytidin
und der Enzyme IspD, IspE und IspF (s. Abb. 1.3.) fiihrt auch dieser Biosyntheseweg
letztendlich zu IPP und DMAPP (Zusammenfassung s. Eisenreich et al., 2001). Die letzten
Schritte der Biogenese sind noch nicht bekannt; kiirzlich wurden zwei beteiligte Enzyme

GcepE und LytB identifiziert (Altincicek, 2001 a und b).

0] (o} OH HO

OH Thiamin-diphosphat %
+ PO H — op S opP
o] OH DXs O OH DXR OH OH
Pyruvat Glycerinaldehyd-3-phosphat 1-Deoxyxylulose-5-phosphat 2-Methyl-D-erythritol-4-phosphat

CTP
IspD &/
NH, ‘ PP,

0-P-P-Q cmP op N &
g > | /k ADP ATP XN
L opPO— “N"Yo _\ ) HO, | A
IspF OH OH IspE OPPO N Yo
OH OH OH OH
OH OH
2-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat 4-Diphosphocytidyl-2-methyl-D-erythritol-2-phosphat OH OH

4-Diphosphocytidyl-2-methyl-D-erythritol

)\/\OPF’ )\/\OPP

Isopentenyldiphosphat Dimethylallyldiphosphat

(0] (0] (0]
S 2
HO OH HO SCoA SCoA SCoA
R-Mevalonsaure HMG-CoA- 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA o Acetoacetyl-CoA Acetyl-CoA
Reduktase /U\
SCoA

Abb. 1.3 Erste Schritte der Biosynthese von IPP bzw. DMAPP Die Biosynthese des ,aktiven
Isoprens” erfolgt teilweise tUber den MEP-Weg (oben), teilweise Uber den Acetat-Mevalonat-Weg
(unten) (nach Lichtenthaler (1998) und Reuter et al. (2002) mit Modifikationen).
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Mehrere Cs-Bausteine werden im zweiten Abschnitt der Terpenbiogenese zu den aktivierten
Vorstufen von Mono-, Sesqui- und Diterpenen (Geranyldiphosphat, Farnesyldiposphat,
Geranylgeranyldiphosphat) zusammengesetzt. Diese linearen Vorstufen (s. Abb. 1.4) bilden
die Verzweigungspunkte des Terpenstoffwechsels. Die Verkniipfungen verlaufen dabei
immer ,Kopf-Schwanz“, es tritt also eine 1,4-Verkniipfung ein. Zwei Molekiile
Farnesyldiphosphat konnen nun aber auch ,,Kopf-Kopf™ kondensieren, es entsteht das Squalen
der Triterpene. Bei Kondensation zweier Molekiile Geranylgeranyldiphosphat gelangt man zu
Phytoen, der ,,Muttersubstanz* der Tetraterpene.

)\/\OPP — )\ﬁopp

Isopentenyldiphosphat Dimethylallyldiphosphat

|
)\/\)\ﬁopp

Geranyldiphosphat - - - = Monoterpene (C,,)
+IPP ‘
X X X OPP T N x NG N N
Farnesyldiphosphat - - - = Sesquiterpene (C,s) Squalen - - - = Triterpene (Cy,)
+ PP '
X X XN A OPP T X X X AV 0 N N N N
Geranylgeranyldiphosphat - - - = Diterpene (C,,) Phytoen - - - = Tetraterpene (C,,)

Abb. 1.4 Zweiter Abschnitt der Biosynthese von Terpenen: Die Isoprenbausteine werden
miteinander verknipft. Geranyldiphosphat, Farnesyldiphosphat und Geranylgeranyldiphosphat
entstehen durch sukzessive Anlagerung von IPP. Tri- bzw. Tetraterpene entstehen durch die

Zusammenlagerung zweier Farnesyl- bzw. Geranylgeranyldiphosphatmolekiile.

Der dritte Abschnitt der Biogenese des einzelnen Isoprenoids verlduft individuell. Ein
Beispiel ist mit der Biogenese des Marrubiins in Abschnitt 1.2.1. beschrieben. Insgesamt
wurden bislang mehr als 30.000 verschiedene Terpene beschrieben (Buckingham, 1998).
Terpene kommen sowohl im Primidr-, als auch im Sekundérstoffwechsel vor. Im
Primédrstoffwechsel treten z.B. die Sterole als Bausteine biologischer Membranen oder das

Phytol der Seitenkette des Chlorophylls auf.
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1. Einleitung

1.2.1 Marrubiin aus Marrubium vulgare L.

Marrubium vulgare, der weille Andorn, ist eine alte Arzneipflanze, die bereits im Mittelalter
verwendet wurde. Die Anwendung ist z.B. bei Dioskurides, Hildegard v. Bingen und
Matthiolus beschrieben (zusammengefasst bei Benedum et al., 1994). Die Autoren verwenden
das Kraut besonders bei Husten und Schleim in der Brust. Marrubii herba wird in der
heutigen Phytotherapie relativ wenig eingesetzt. Die Monographie der Kommission E nennt
als Anwendungsgebiete Katarrhe der Luftwege, Appetitlosigkeit und dyspeptische
Beschwerden (Bundesanzeiger vom 01.02.1990, Nr. 22a). Zur Zeit wird der Entwurf einer
Monographie ,,Marrubii herba* {berarbeitet, die in das Europdische Arzneibuch

aufgenommen werden soll (Kndss, pers. Mitteilung).

Abb. 1.5 Marrubium vulgare L. (Lamiaceae), weiRer Andorn.

Das Kraut schmeckt ebenso wie die Teezubereitung sehr bitter. In Australien wurde
Marrubium vulgare eingebiirgert; aufgrund seiner Bitterkeit wird es vom Vieh nicht abgegrast
und bedroht daher die Weideflichen (Ainsworth, 1999). Diese Bitterwirkung beruht
wahrscheinlich tiberwiegend auf Marrubiin, einem Furanolabdanditerpen, das in der Regel in

einer Menge von etwa 1 mg/ g im getrockneten Kraut enthalten ist.
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Die Bitterwirkung soll fiir die Linderung bei dyspeptischen Beschwerden ebenso
verantwortlich sein wie eine choleretische Wirkung der Marrubiinsédure, die durch Hydrolyse
des Lactonringes aus Marrubiin entsteht (Krejci et al., 1959). Eine zum Wirkungsbild
passende relaxierende Wirkung am isolierten Muskel von Magen, Illeum, Duodenum und
Uterus verschiedener Tiere wurde von Schlemper et al. (1996) in vitro nachgewiesen.

Zur Anwendung bei Atemwegserkrankungen fand sich in der neueren Literatur lediglich eine
deskriptive ethnopharmakologische Arbeit aus Italien, die eine positive Wirkung von
Marrubium vulgare bei Asthma propagiert (Ballero et al., 1998).

M. vulgare wird besonders in der mittelamerikanischen Volksmedizin genutzt. Daher wurden
Zubereitungen aus Marrubium vulgare in zwei Untersuchungen zu hypoglykédmischen
Eigenschaften traditioneller Arzneipflanzen in Mexiko bzw. Brasilien aufgenommen. In
beiden Fillen wurde ein positiver Effekt auf den Blutglucosespiegel der untersuchten Tiere

nachgewiesen (Ramos et al., 1992 und Novaes et al., 2001).

Abb. 1.6 Marrubiin

Marrubiin wurde bereits 1908 isoliert (Gordin, 1908). In den 50er und 60er Jahren des letzten
Jahrhunderts war Marrubiin als nicht-fliichtiges und ,robustes” Diterpen mit flinf
Stereozentren das Ziel verschiedener Arbeitsgruppen, die mittels Derivatisierungs- und
Abbaureaktionen (Burn et al., 1957; Hardy et al., 1957; Appleton et al., 1967; Popa et al.,
1968; Fulke et al., 1968) sowie friihen NMR-Experimenten (Wheeler et al., 1967; Stephens et
al., 1970; Mangoni et al, 1968 und 1972) die absolute Konformation des
Furanolabdanditerpens ermittelten.

Die Biosynthese der Isoprenoide am Beispiel des Marrubiins ist einer der
Forschungsschwerpunkte der Arbeitsgruppe Knoss (s. Abb. 1.7). Durch Inkorporations-
versuche konnte nachgewiesen werden, dass die Isoprenbausteine des Furanolabdanditerpens
aus dem MEP-Weg stammen (Knoss et al., 1997). Es wurden weitere Untersuchungen zu
frithen Schritten der Terpenbiogenese (Pena Eversberg, 1998) und zu einer Terpensynthase in

Marrubium vulgare (Zamponi, 2002) durchgefiihrt.
17



1. Einleitung

o
74
Geranylgeranyldiphosphat 7 0 Premarrubiin o Marrubiin

Peregrinol

Abb. 1.7 Biosynthese des Marrubiins aus Geranylgeranyldiphosphat. Aus GGPP entsteht in
verschiedenen bislang nicht genauer charakterisierten Schritten Premarrubiin. Gegen Ende des
Vegetationszyklus geht das instabile Premarrubiin in Marrubiin Gber. Lopez et al. (1998) vermuten,

dass Peregrinol ein Zwischenprodukt in der Biosynthese darstellen kénnte.

Das Diterpen Marrubiin liegt erste gegen Ende der Vegetationsperiode in groeren Mengen in
Marrubium vulgare vor. Unter der Verarbeitung des Pflanzenmaterials geht die instabile
Vorstufe Premarrubiin in Marrubiin iiber.

Lopez et al. (1998) isolierten aus Driisenschuppen von Marrubium vulgare Peregrinol. Die
Autoren vermuten, dass dieses Labdan eines der Zwischenprodukte in der Biosynthese von
Marrubiin darstellen konnte, was bislang jedoch nicht nachgewiesen wurde. Lopez et al.
vermuten den Ort der Synthese von Marrubiin in den sekretorischen Driisen der
Blattoberfliche. Aufgrund der Biosynthese iiber den MEP-Weg ist der erste Schritt, die
Zyklisierung, wahrscheinlich in Plastiden lokalisiert. Die folgenden Schritte bis hin zum
Premarrubiin sind noch nicht charakterisiert. Auch der genaue Ort der Speicherung der

Furanolabdane ist noch unbekannt.
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1.2.2 Saponine und Oleanolsiure

Die bei der Generierung und Charakterisierung monoklonaler Antikérper gegen
Furanolabdanditerpene entwickelten Methoden und gewonnenen Erfahrungen sollten zur
Herstellung von monoklonalen Antikdrpern gegen eine weitere Zielstruktur aus der Gruppe
der Terpene genutzt werden. Bei der Auswahl der Substanz spielten diesmal besonders
pharmazeutisch-analytische Gesichtspunkte eine Rolle. FEines der ,,Stiefkinder* der
Arzneibuchanalytik sind Saponine. Das Sapogenin Oleanolsdure wurde als Zielstruktur

vorgesehen.

Saponine sind pflanzliche Glykoside, die im wesentlichen durch gemeinsame Eigenschaften
wie das Schaumbildungsvermogen, die Himolyse von Erythrozyten und die Komplexbildung
mit Cholesterol charakterisiert werden (Wulft, 1968). Diese Eigenschaften beruhen auf dem
amphiphilen Charakter der Molekiile, bestehend aus einem polaren glykosidischen Teil und
einem apolaren Aglykon. Man unterscheidet Monodesmoside mit einer Zuckerkette und
Bidesmoside, die zwei Zuckerketten tragen (Bader, 1994).

Eine HPLC-Bestimmung ermdglicht in vielen Fillen eine Einzelbestimmung verschiedener
Saponine, ist aber zur Gesamtbestimmung eines komplexen Saponingemisches mit z.T.
mehreren Dutzend Einzelkomponenten nicht immer geeignet. Zudem sind die Analysen
apparate- und  kostenaufwindig  (Adam, 2000). Zur  Bestimmung  von
Gesamtsaponinfraktionen werden biologische Wertbestimmungen wie der wenig genaue
Hamolytische Index herangezogen. Hierbei wird die himolytische Wirkung auf Erythrozyten
mit der eines Standardsaponins verglichen. Nicht minder ungenau ist die sogenannte
Schaumprobe, bei der die Menge und Stabilitit eines durch mechanische Einwirkung

entstandenen Schaums iiber der emulgierend wirkenden Saponin-Drogenlésung beurteilt wird.

19



1. Einleitung

Saponine bzw. saponinhaltige Drogen werden in vielfdltiger Weise in der Phytotherapie
eingesetzt. Hierbei wird zumeist Riickgriff auf die antiddematdsen, antiphlogistischen,
venentonisierenden, diuretischen, expectorierenden und broncholytischen Eigenschaften der
Saponine genommen (Lacalle-Dubois et al., 1996). Die Verbindungen werden nach der Art
ihres Aglykons, dem sogenannten Sapogenin, eingeteilt (Rompp, 1997). Man findet bei
Pflanzen Steroidsaponine, die ein von Cholesterol abgeleitetes Spirostan- oder Furostan-
Grundgeriist zeigen, und Triterpensaponine, die hdufig dem Oleanol- seltener dem Ursol- oder
Dammaran-Grundtyp angehdéren (s. Abb. 1.8). FEinige Autoren rechnen auch die
Steroidalkaloidglykoside zu den Saponinen (Teuscher, 1990). Unter allen diesen Gruppen
haben die Triterpene vom Oleanoltyp sowohl absolut als auch in der Gruppe der arzneilich

verwendeten Saponine den grofiten Anteil.

Steroidsapogenine Triterpensapogenine

Oleanan Ursan

5B-Furostan Dammaran

Abb. 1.8 Grundkorper der Sapogenine. Die Aglyka der Saponine werden in Steroidsapogenine
(links) und Triterpensapogenine (rechts) unterteilt. Steroidsapogenine konnen zum Spirostan- oder
Furostan-Typ gehdéren. Bei Triterpensaponinen werden Oleanol-, Ursol- und Dammaran-Typ

unterschieden.
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Oleanolsdure (Struktur s. Abb. 1.9) ist in freier Form ebenso weit in der Natur verbreitet wie
als Sapogenin der Triterpensaponine (Liu, 1995). Die Biosynthese der Triterpene wie auch
der Sterole geht von Squalen aus (Price et al., 1987). Wie auch die Sterole haben auch die
Triterpene selbst verschiedenste biologische Effekte. Es wird berichtet, dass Oleanolséure,
bedingt durch die Strukturdhnlichkeit mit Cholesterol, in der Lage sei, {iberhohte
Blutfettwerte zu senken (Ma, 1986). Oleanolsdure soll weiterhin hepatoprotektiv (Liu et al.,
1995) und ebenso wie Glycyrrhetinsdure ulcusprotectiv wirken (Farina et al., 1998). Der
Bernsteinsdurehalbester der Glycyrrhetinsdure war unter dieser Indikation bis vor kurzer Zeit

im deutschen Arzneimittelschatz, auch Oleanylsuccinat bzw. dessen Synthese sind patentiert.

Abb. 1.9 Oleanolséaure
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1. Einleitung

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die Biogenese von Marrubiin in der Arzneipflanze Marrubium vulgare ist einer der
Forschungsschwerpunkte der Arbeitsgruppe Kndss. Ziel dieser Arbeit war es, monoklonale
Antikorper als ein prizises und sensitives Werkzeug zum Nachweis dieses
Furanolabdanditerpens, seiner Vorstufen und gegebenenfalls verwandter Strukturen
herzustellen.

Hierfiir musste zundchst ein geeignetes ,,Antigen® gefertigt werden, um das relativ kleine
Diterpenmolekiil dem Immunsystem des zu immuniserenden Tieres, in diesem Fall einer
Maus, zuginglich zu machen. Nach der Darstellung eines geeigneten Proteinkonjugates sollte
die Immunisierung und Generierung der monoklonalen Antikérper in Zusammenarbeit mit
Dr. Ilse Ziindorf, Frankfurt, durchgefiihrt werden. Geeignete Antikorper der etablierten
Hybridom-Linien sollten in einem apparativ einfachen und kostengiinstigen ELISA selektiert
werden. Das System sollte optimiert, die Zell-Linien charakterisiert und das von den
monoklonalen Antkdrpern jeweils erkannte Epitop ndher bestimmt werden.

Die Methoden, die bei der Bearbeitung dieses Projektes entwickelt wurden, sollten dann auf
eine zweite Substanz aus der Klasse der Terpene iibertragen werden. Hierfiir wurde das
Triterpen Oleanolsdure gewdhlt, das als ,Muttersubstanz®“ einer grofen Gruppe von
Triterpensaponinen ein breites Spektrum potentieller Zielstrukturen umfasst. Entsprechend
sollte das Proteinkonjugat so gestaltet werden, dass eine moglichst groBe Gruppe an
Triterpenen einerseits, andererseits gegebenenfalls auch Oleanolsdure selbst spezifisch

bestimmt werden konnte.
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Losungsmittel, Puffer und Reagenzien

2 Material und Methoden

2.1 Losungsmittel und Chemikalien

Chemikalien:
Die im Rahmen der Arbeit verwendeten Chemikalien hatten den Reinheitsgrad ,,zur Analyse®.
Die Bezugsquellen der im Rahmen der Synthese und dem ELISA verwendeten Substanzen

sind in der Tabelle 2.1 zusammengefasst.

Substanz Bezugsquelle

D-["C]-Glucose, spez. Aktivitit 3,46 mCi / mmol Dupont NEC
1,4-["*C]-Bernsteinsdureanhydrid, 10,9 mCi / mmol

Chlorameisensiureisobutylester Fluka

Dioxan, wasserfrei

Tributylamin
Milchpulver , fettfrei Frema
Anisaldehyd Merck

Bernsteinsdureanhydrid
Digitoxigenin
Furan-3-carbonséure
Kaliumhydroxid
Natriumchlorid
Na,HPO, x 12 H,0
NaH,PO, x H,O
Phosphorséure (85%ig)

Vanillin

Aktivkohle Riedel-de Haén

ABTS Roche

Anti-Maus IgG, whole molecule, Peroxidase conjugate (A-8924) Sigma
Cholesterol

Bovines Serumalbumin
Bovines Thyroglobulin
4-Dimethylaminopyridin
Glycyrrhetinsdure
Lithiumaluminiumhydrid

Mercaptoethanol

Oleanolséiure

Tab. 2.1 Im Rahmen dieser Arbeit zur Synthese und im ELISA eingesetzten Substanzen.
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2. Material und Methoden

Losungsmittel:

Aceton, Chloroform (CHCIl;), Dichlormethan (DCM), Ethanol (EtOH), Isopropanol,

Methanol (MeOH), n-Hexan und Ethylacetat entstammten Hochschul-Lieferungen mit dem

Reinheitsgrad ,,technisch rein* und wurden vor der Verwendung destilliert.

MeOH fiir die HPLC (Fluka) hatte den Reinheitsgrad ,,zur Analyse®.

Das verwendete entmineralisierte Wasser wurde mit der Wasseraufbereitungsanlage ,,Milli-Q-

Reagent Water* der Fa. Millipore, Eschborn, gewonnen.

2.2 Puffer und Reagenzien

Die verwendeten Puffer und Reagenzien wurden in Tabelle 2.2 zusammengefasst:

Bezeichnung Bestandteile Herstellung / Hinweise
PBS-Puffer Na,HPO,4 x 12 H,O 58¢g pH=17,4
NaH,PO4 x H,O 0,53 g
NaCl 8,76 g
Aqua demin. ad 1000,0 ml
Farbpuffer ELISA | Na Acetat 13,6 g pH=4)2
NaH,PO4 x H,O 6,l g Der Puffer wurde bei 4°C
Aqua demin. ad 1000,0 ml | gelagert.
Férbelosung Farbpuffer ELISA 25ml |Die Firbelosung wurde vor
ELISA ABTS-Reagenz 3mg |Gebrauch  stets  frisch
H,0,30% Tul zubereitet.
Anisaldehyd- Anisaldehyd 0,5 ml Das Reagenz wurde bei 4°C
Schwefelsdure- Eisessig 10 ml gelagert.
Reagenz Methanol 85 ml
H,SO,4 conc. 5 ml
Bradford-Reagenz |Coomassie® Brilliant Blue G Das Reagenz wurde bei 4°C
250 (Fa. Serva, Heidelberg) 100 mg gelagert
EtOH (95%ig) 50 ml und vor Gebrauch filtriert.
H;PO, (85%ig) 100 ml
Aqua demin. ad 1000,0 ml

Tab. 2.2 Puffer und Reagenzien
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Isolierung, qualitative und quantitative Analyse der Isoprenoide

2.3 Isolierung, qualitative und quantitative Analyse der Isoprenoide

2.3.1 Extraktion der Furanolabdanditerpene aus Marrubium vulgare

Das Pflanzenmaterial von Marrubium vulgare L. wurde im Garten des Instituts fiir
Pharmazeutische Biologie der Universitit Bonn angebaut. Es wurden jeweils die Blétter und
jungen Triebspitzen geerntet. Getrocknetes Pflanzenmaterial ,,Marrubii herba* wurde von der

Fa. Caelo bezogen.

Extraktion:

Das Frischpflanzen- oder Drogenmaterial wurde mit einer Schere grob zerkleinert. Das
Pflanzenmaterial wurde in kaltem Aceton (10 ml / g Material) mit einem Ultra-Turrax (Janke
und Kunkel, Staufen) fein zerkleinert. Unter gelegentlichem Umriihren wurde 30 Minuten
lang bei Raumtemperatur extrahiert. Feste Bestandteile wurden abfiltriert. Dem Rohextrakt
wurde der grofte Anteil an Chlorophyll durch eine Behandlung mit Aktivkohle (0,5 g /
100 ml Rohextrakt) entzogen.

Reinigung der FLD - analytisch:

a) selektive Anreicherung der FLD
Die zu trennenden Extrakte wurden bis zur Trockne eingedampft und der Riickstand in
MeOH / Wasser (8:2) aufgenommen. Die FLD l16sten sich in diesem Gemisch
vollstindig.
Die FLD wurden mit Festphasenextraktionsrohrchen (RP-18-Material) der Fa. Baker,

,,Bakerbond spe 7020-01* mit einem S@ulenvolumen von 1 bzw. 6 ml getrennt:

1) Konditionierung: 3ml MeOH
3ml MeOH / H,0 (8:2)
2) Probenaufgabe:  1ml Probe gelost in MeOH / H,O (8:2)

3) Waschen: Iml MeOH / H,O (8:2)
4) Elution: Iml MeOH
Iml CHCl;

Die polaren Fraktionen (2 + 3) enthielten die FLD, unpolare Verbindungen wurden

erst mit Methanol bzw. Chloroform eluiert.
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b) Trennung der FLD
Die bei der Anreicherung erhaltenen FLD-reichen Fraktionen wurden vereinigt und im
Vakuum zur Trockne eingedampft und der Riickstand in CHCl; / n-Hexan (6:4)
aufgenommen. Die FLD wurden an Festphasenextraktionsrohrchen (Kieselgel-
Material) der Fa. Baker, ,,Bakerbond spe 7086-01° mit einem S&ulenvolumen von 1

bzw. 3 ml getrennt:

1) Konditionierung: 3ml CHCl;
3ml CHCIl; / n-Hexan (6:4)
2) Probenaufgabe:  1ml Probe gelost in CHCl3:n-Hexan (6:4)

3) Waschen: Iml CHCIl; / n-Hexan (6:4)
4) Elution: 1Iml CHCL,
Iml CHCl; / Methanol (1:1)
Iml Methanol

Reinigung der FLD (praparativ):

Der mit Aktivkohle vorgereinigte Rohextrakt wurde am Vakuum zur Trockne eingeengt und
der verbleibende Riickstand in CHCI; / n-Hexan (4:6) geldst. Die Substanzen wurden mittels
einer Kieselgelsdule (300mm x 24 mm, Kieselgel 60 der Fa. Merck, Korngré3e 0,040-0,063
mm) praparativ getrennt. Die Sdule wurde mit Chloroform und CHCI; / n-Hexan (4:6)
konditioniert, die Elution mit einem Stufengradienten von CHCl; / n-Hexan (4:6) in mehreren
Stufen bis CHCI;, weiter mit CHCl; / Methanol (9:1) bis zu reinem Methanol fortgesetzt. Es
wurden zwischen 20 und 80 Fraktionen zu je 10 ml gesammelt und
diinnschichtchromatographisch untersucht. Falls erforderlich, wurden die FLD durch weitere
sdulenchromatographische Trennungen mit noch feineren Abstufungen und groferer

Fraktionenzahl weiter aufgetrennt.
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2.3.2 Gewinnung von "*C-Marrubiin

Eine 8-10 Wochen alte Pflanze von Marrubium vulgare L. wurde gewaschen und von alten
Blattern und Wurzeln befreit. Die frisch angeschnittenen Sprossteile wurden in modifiziertem
MS / 2-Medium (ohne Zucker, ohne Hormone, pH = 5,8) unter Zugabe von 25 pCi '*C-
Glucose 10 Tage bei Raumtemperatur stehen gelassen.

Das getrocknetet Blattmaterial wurde mit einer Schere grob zerschnitten und in einem
Porzellanmérser unter Zugabe von 3 ml Aceton fein zermahlen. Die Suspension wurde mit
Aceton auf 20 ml aufgefiillt und 30 Minuten lang bei Raumtemperatur extrahiert.

Nach Filtration und Konzentrieren bei reduziertem Druck wurde der Riickstand analog den in

Abschnitt 2.2 beschriebenen Methoden aufgearbeitet.

2.3.3 Herstellung von Drogenextrakten

Acetonischer Extrakt

Furanolabdanditerpene wurden mit Hilfe eines acetonischen Extraktes aus dem
Pflanzenmaterial extrahiert. Hierfir wurde das Material mit 10 ml kaltem Aceton pro g
Pflanzenmaterial versetzt und mit einem Ultra-Turrax fein zerkleinert. Nach 30 Minuten
Extraktion unter gelegentlichem Umriihren wurden die Drogenreste abfiltriert. Der Extrakt

wurde bei 4°C gelagert.

Ethanolischer Extrakt

Das getrocknete Pflanzenmaterial verschiedener Saponin- bzw. Triterpen-reicher
Arzneipflanzen wurde gepulvert. Je 0,5 g des Materials wurden mit 5 ml 70%igem Ethanol
(V/ V) 10 Minuten lang unter Riickfluss extrahiert. Das klare Filtrat wurde bis zur
Verwendung bei 4°C gelagert (Wagner et al., 1983).

Wissriger Extrakt

Fiir erste Untersuchungen zum Furanolabdanditerpengehalt verschiedener Arzneipflanzen
wurde das entsprechende getrocknete Pflanzenmaterial 5 Minuten lang in 10 mg
entmineralisiertem Wasser pro g Pflanzenmaterial gekocht. Nachdem die Mischung auf
Raumtemperatur abgekiihlt war, wurden feste Bestandteile abfiltriert und die Extrakte bis zur

weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.
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2.3.4 Diinnschichtchromatographie

Diinnschichtchromatographische Trennung (DC) der FLD:

Fiir die DC der FLD wurden DC-Fertigplatten Kieselgel 60 F;s4 der Fa. Merck verwendet. Als
FlieBmittel wurde CHCl; / MeOH (95:5), fiir DC von Marrubenolsuccinat CHCl; / MeOH
(80:20) verwendet. Die DC-Platten wurden mit Vanillin / Schwefelsdurereagenz bespriiht, 5
Minuten lang auf 120°C erhitzt und bei Tageslicht detektiert (Knoss, 1997).

Diinnschichtchromatographische Trennung (DC) der Triterpene:

Die Triterpene wurden mit DC-Fertigplatten Kieselgel 60 Fis4 der Fa. Merck getrennt. Als
FlieBmittel wurde CHCl; / MeOH (95:5) eingesetzt.

Die Platten wurden nach dem Entwickeln getrocknet und mit Anisaldehyd-
Schwefelsdurereagenz gleichméfBig bespriiht (Wagner et al., 1983). Die Platten wurden 5
Minuten auf 120°C lang erhitzt und bei Tageslicht detektiert.

2.3.5 Densitometrie

Quantitative Bestimmung der FLD mit einem DC-Scanner:

Zur Quantifizierung der FLD wurden die DC-Platten nach der Trennung gleichmifBig mit
Vanillin-Schwefelsédurereagenz bespriiht und 5 Minuten auf 120°C lang erhitzt. Die Platten
wurden 24 Stunden lang dunkel gelagert. Danach wurde die Absorption in den einzelnen
Banden bei 527 nm mit Hilfe des DC-Scanners Camag TLC II bestimmt. Die Menge an FLD
wurde durch Vergleich mit verschiedenen Verdiinnungen eines Marrubiin-Standards

(Auftragemengen zwischen 0,5 pg und 2,0 pg) bestimmt.

2.3.6 MS

Alle EI-Messungen (70 eV), in dieser Arbeit wurden im Institut fiir Chemie der Universitét
Bonn an einem Finnigan MAT 8430 von Herrn Dr. Eckhardt, Frau C. Sondag und Frau K.

Peters aufgenommen.
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2.3.7 Methoden zur Messung von [14C]

Radio-Scanner fur die DC

Radioaktiv markierte Reaktionsprodukte wurden auf Diinnschichtchromatogrammen mit Hilfe
eines Radioscanner LB2722 (Fa. Berthold, Bad Wilbach) in Verbindung mit dem Ratemeter
LB2031 (Fa. Berthold, Bad Wilbach) untersucht.

Parameter:
Hochspannung: x3
Spannung: 927V
Sensitivitét: 1x 10" cps
Energie / Zeit konst.: 10s
Szintillationszéhler

Losungen bzw. Suspensionen radioaktiv markierter Reaktionsprodukte wurden im

Szintillationscoctail OptiPhase ,,HighSafe*3 (Fa. Wallac, Turku, Finnland) mit Hilfe eines
Fliissigszintillationszdhlers 1409 (Fa. Wallac, Turku, Finnland) mit der Software 1400 DAS,

Version 1.8 und dem Drucker E620 (Fa. Facit, Atvidaberg, Schweden) analysiert.

Parameter:
Zahlmodus: dpm
Quenchindex: SQP(E)
Isotop: ['*C]
Mefdauer: 300 sec
Wiederholungen pro Messung: 1
Durchginge: 1
Replikate (Probenmittelung): -
2 sigma %: 0,01%

Minimum cpm:

Spez. Bibliothek der Isotope:

0,00 (Uberpriifungszeit: 10 sec)
Wallac [*C]

MeBgefaltyp : diffus

Fliissigsystem : HighSafe

Weiterer Modus : Chemiluminiszenzkorrektur
Spektrum : Beta
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2.3.8 Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Pumpe:
Detektor:
Siulen:

Vorséule:

Trennséule:

Stationére Phase:

HPLC-Pumpe 64 (Fa. Knauer, Berlin)
Photodioden-Array-UV / Vis-Detektor (Fa. Shimadzu, Kyoto, Japan)

30 mm x 4 mm (Edelstahl, Fa. Knauer, Berlin)
250 mm x 4 mm (Edelstahl, Fa. Machery-Nagel, Diiren)

Vorsiule: Perisorp RP-8 (Fa. Merck, Darmstadt)
Trennsdule: Nucleosil 120-5 C 18 (Fa. Machery-Nagel, Diiren)
Mobile Phase: MeOH / Wasser (7:3)
Angaben zur Durchfiihrung:
Elution: isokratisch

FluBgeschwindigkeit: 2 ml / Minute

Druck:

Trenndauer:

6,0-8,0 MPa
ca. 20 Minuten (je nach Probe)

2.3.9 Kernresonanz-Spektroskopie (NMR)

Gerit:
Software:

Losungsmittel:

Referenzabgleich:
CDCl;
CD;0D
CeDs

Bruker Advance DPX 300MHz

XWinNMR 2.61

CDCl; (99,8%, Deutero GmbH, Kastellaun)
CDs;0OD (99, 8% Deutero GmbH, Kastellaun)

'H und "*C: 7,26 ppm bzw. 77,0 ppm
"H und "C: 3,35 ppm bzw. 30,50 ppm
"H und "C: 7,20 ppm bzw. 128,0 ppm

Es wurden die Daten aus den folgenden Experimenten herangezogen:

'H, °C und DEPT 135.
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2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Die Methode nach Bradford (1976) wurde zur quantitativen Bestimmung von Proteinen und
Proteinkonjugaten eingesetzt. Die Bestimmungen wurden entweder in Kiivetten oder in

Mikrotiterplatten durchgefiihrt.

Kiivetten

100 pl der Untersuchungslosung wurden in einer Polystyren-Kiivette (Greiner) mit 1 ml
Bradford-Reagenz versetzt und 5 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde
die Absorption der Losung bei 595 nm mit einem Spektralphotometer (UVIKON 810, Fa.
Kontron, Miinchen) gegen einen Blindwert aus 100 pul H,O mit 1 ml Bradford-Reagenz

gemessen.

Mikrotiterplatten

Je 10 pl der Untersuchungslosung und 100 ul Bradford-Reagenz wurden in eine Vertiefung
einer Greiner PS Microplatte (96 well) gegeben und 5 Minuten lang bei Raumtemperatur
inkubiert. Ein Blindwert wurde entsprechend mit 10ul Wasser und 100ul Reagenz bestimmt.

Die Absorption der Proben wurde in einem SLT Rainbow-Mikrotiterplattenreader gemessen.

Eine Standard-Verdiinnungsreihe wurde erstellt, indem 1-10 pg des BSA bzw. Thyroglobulin
in 1pg-Schritten in jeweils 1000 pul H,O gelost wurden. Die Proben der Verdiinnungsreihe
wurden ebenfalls mit der entsprechenden Menge Bradford-Reagenz 5 Minuten lang inkubiert

und die Absorption bei 595 nm bestimmt.
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2.4.2 Proteinreinigung

Dialyse

Das zu reinigende Protein (z.B. Proteinkonjugate nach Abschnitt 2.5.4) wurde in
Dialyseschlduche Zellutrans Roth® (Flachbreite 10 mm, Nominale Filterrate 6,000 kDa)
transferiert und gegen Wasser (2 L / 5 ml Produkt) bei 4°C 4 Tage lang dialysiert. Das Wasser
wurde nach jeweils 8 Stunden gewechselt. Die Vollstindigkeit der Dialyse wurde durch
Diinnschichtchromatographie der Produktlosung tberpriift. Bei Ansdtzen mit radioaktiv
markierter Bernsteinsdure wurde zusitzlich die Menge '*C-Bernsteinsdure in der Spiillosung

bestimmt.

GroBenausschlul3chromatographie

Das zu reinigende Proteinkonjugat wurde in einer Konzentration von ca. 3 mg / ml in PBS

gelost. Die Losung wurde {iiber eine Probenschleife auf eine Sephadex-A-25-Saule

aufgetragen.

Saule: Durchmesser: 1,0 cm
Lange: 24 cm

Fiillmaterial: Sephadex A25

Viot: 19 ml

Flussrate: 2 ml / Minute

Detektion: Software UNICORN™

Bestimmung der Leitfahigkeit, UV-Absorption (215 nm)

Die Sdule war an ein Akta-FPLC-System (Fa. Amershon, Freiburg) angeschlossen. Als
FlieBmittel wurde PBS verwendet. Grofle Proteine wie das zu separierende Proteinkonjugat
diffundieren beim Durchlaufen der Séule seltener in die Poren der Polymermatrix und
eluierten deshalb vor den niedermolekularen Begleitsubstanzen. Mit Hilfe eines
Probensammlers (Amershon Frac-900) wurden Fraktionen zu je 1 ml gesammelt. Der
Proteingehalt der Proben wurde mit Hilfe der Proteinbestimmung nach Bradford iiberpriift

und die proteinhaltigen Fraktionen vereinigt.
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2.4.3 Gel-Elektrophorese

Zur Analyse der Proteinkonjugate wurde ein SDS-Proteingel nach Lammli (1970) verwendet.
Die Gelelektrophorese wurde in einer Kammer zur vertikalen Elektrophorese (ThermoQuest
EC120 mini vertical gel system) in Verbindung mit einem Spannungsgeber DESAGA PS 600
durchgefiihrt. Als Molekulargewichts-Marker wurde ein Standard-Coctail eingesetzt.

Probenvorbereitung:

Loading Mix: Elektrophorese-Puffer:

6 mM TRIS-HCI TRIS: 75¢
10%  Glycerin Glycin: 385¢g
3%  Mercaptoethanol SDS: 25¢g
0,01% Bromphenolblau H,O: ad 2500 ml

Die Proben (2-5 pg Protein) wie auch der Molekulargewichtsmarker wurden in 1,5 ml
Reaktionsrohrchen (,,Eppendorf-Caps®) mit ,,Loading Mix*“ 5 Minuten lang im Wasserbad

zum Sieden erhitzt und danach wieder auf Raumtemperatur abgekiihlt.

Gelvorbereitung:

6% Trenngel: 3% Sammelgel:

H,O: 5,3 ml H,0: 6,0 ml
30% Acrylamid-Mix: 2,0 ml 40% Acrylamid-Mix: 0,75ml
1,5M TRIS (pH=8,8): 2,5ml Sammelgelpuffer: 2,5 ml
10% SDS 0,1 ml APS 20% 75 ul
10% Ammoniumpersulfatlsg. 0,1 ml TEMED 15 ul
TEMED 8 ul

Die Gelelektrophoresekammer wurde entsprechend den Vorgaben der Firma ThermoQuest
zusammengebaut und die Gelschablone zundchst mit dem 6%igen Trenngel gefiillt. Die
Oberfliche wurde mit n-Butanol bedeckt, um eine gleichmiBig glatte Oberfliche und

Luftabschluss zu erreichen. Die Polymerisation war nach 60 Minuten abgeschlossen.
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Die n-Butanolschicht wurde entfernt und die Schablone vorsichtig mit entmineralisiertem
Wasser gespiilt. Danach wurde der Innenraum der Schablone vorsichtig, ohne die Schicht des
Trenngels zu verletzen, mit einem Stiick Zellstoff getrocknet.

Der Taschenformer (,,Taschenkamm®) wurde in die Schablone eingepasst und das frisch
vorbereitete Sammelgel bis an den oberen Rand der Zinken des Formers luftblasenfrei
gegossen. Die anschlieBende Polymerisation des Sammelgels war nach 20 Minuten

abgeschlossen.

Elektrophorese

Der Taschenformer wurde vorsichtig abgezogen und die gebildeten Taschen mit
Elektrophoresepuffer gespiilt, um Gelreste zu entfernen. AnschlieBend wurden die
vorbereiteten Proben sowie der Molekulargewichtsmarker in die entsprechenden Taschen
pipettiert.

Die Gelkammer wurde darauthin geschlossen und ein Strom von 25 mA pro eingesetztem Gel
angelegt. Die Elektrophorese war beendet, sobald das Bromphenolblau das Ende des
Trenngels erreicht hatte. Nach dem Offnen der Kammer wurde das Gel vorsichtig von der

Gelschablone gelost.

Detektion der Proteinbanden

Das Gel wurde 60 Minuten lang in einer Petrischale in Coomassie-Farbelosung geschiittelt.
Danach wurde die Firbelosung dekantiert und zweimal mit einer kleinen Menge
Entfarbelosung nachgespiilt. Das Gel wurde bis zum gewiinschten Grad entférbt, so dass die
Proteinbanden als blaue Zonen aus der klaren Gelmatrix hervortraten.

Das Gel wurde zur Konservierung in dem Vakuumtrocker SLAB Unigel-Dryer 4050 bei 70°C
3 Stunden lang auf Gel-Blotting-Papier aufgezogen.

Coomassie-Férbeldsung: Entfarbeldsung:

Coomassie Blue® 1,0g Eisessig 190 ml
Eisessig 75 ml MeOH 500 ml
MeOH 500 ml H,0 ad 2000 ml
H,O ad 1000 ml
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2.44 MALDI-TOF

Die MALDI-TOF-Analysen der Proteinkonjugate wurden in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Sandhoff von Frau H. Hupfer und Herrn J. Hornschemeyer erstellt.
Die Bestimmungen wurden mit einem TOF Spec E (Micromass) durchgefiihrt.

Die Proben (ca. 20 pmol / pl) wurden in Acetonitril / Wasser (60:40) gelost und mit 0,1%
TFA versetzt. Als Matrix diente Sinapinsdure, ebenfalls in Acetonitril / Wasser (60:40) geldst.
Je 1ul Probe und Matrix wurden zusammen auf den Triager pipettiert. Mit dem Trocknen
kristallisieren beide Substanzen gemeinsam aus.

BSA (Durchschnittsmasse = 66.431 Da) wurde als externer Standard eingesetzt und als

zweiter Punkt neben der zu untersuchenden Substanz auf dem Tréiger aufgetragen.
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2.5 Derivatisierungen der Isoprenoide
2.5.1 Reduktion mit LiAlH,4

2.5.1.1 Umsetzung von Marrubiin zu Marrubenol

Die Reduktion von Marrubiin zu Marrubenol wurde nach den Vorschriften von Popa et al.
(1968) mit kleineren Modifikationen durchgefiihrt. In einem mit Magnetriihrer, Tropftrichter
und RiickfluBkiihler mit Calciumchloridrohr versehenen 200 ml Kolben wurde eine Losung
von 0,38 g (10 mmol) LiAlH,4 in 30 ml wasserfreiem THF vorgelegt. Zu dieser Losung wurde
langsam und unter Riithren eine Ldsung von 158 mg (0,5 mmol) Marrubiin in 20 ml
wasserfreiem THF getropft. Die Losung reagierte 60 Minuten lang bei Raumtemperatur.

Dann wurde unter Eiswasserkiihlung so lange tropfenweise kaltes Wasser zugegeben, bis die
Losung beim Eintropfen keinen Wasserstoff mehr abgab und komplett weill wurde. Das
gebildete Aluminiumhydroxid wurde abfiltriert und der Riickstand mit zweimal 30 ml THF
und zweimal 30 ml DCM gewaschen. Das Losungsmittel wurde am Vakuum entfernt und der
Riickstand in 10 ml DCM aufgenommen. Die trilbe Losung wurde durch ein mit 2 ml
Chloroform  konditionierten  Festphasenextraktionsrohrchen  (Kieselgel-Material)  der
Fa. Baker, ,,Bakerbond spe 7086-01¢ gegeben und mit 10 ml DCM nachgespiilt. Reste von

Aluminiumhydroxid wurden auf diese Weise entfernt.

2.5.1.2 Umsetzung von Oleanolsiure zu Oleanylalkohol

Oleanolséure wurde zu Oleanylalkohol nach der gleichen Methode reduziert wie Marrubiin zu
Marrubenol. Zu 0,38 g (10 mmol) LiAlH, in 20 ml wasserfreiem THF wurden langsam und
unter Riithren 23 mg (0,05 mmol) Oleanolsdure in 10 ml wasserfreiem THF getropft. Die
Losung reagierte 120 Minuten lang bei Raumtemperatur.

Oleanylalkohol fiel bei der Wasserzugabe mit dem Aluminiumhydroxid groftenteils aus. Der
Riickstand wurde daher je zweimal mit 30 ml DCM und 30 ml n-Hexan gewaschen. Die
Losungen wurden vereinigt und am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Der
Riickstand wurde in 10 ml DCM aufgenommen. Reste von Aluminiumhydroxid wurden
wiederum durch Filtration durch ein Festphasenextraktionsrohrchen (Kieselgel-Material) der

Fa. Baker, ,,Bakerbond spe 7086-01° entfernt.

36



Derivatisierungen der Isoprenoide

2.5.2 Alkalische Lactonspaltung

Marrubiin wurde entsprechend den Angaben von Hardy et al. (1957) hydrolisiert: 6 mg (0,05
mmol) Marrubiin wurde mit 10 ml 2M ethanolischer KOH eine Stunde lang unter Riickfluss
erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde das Reaktionsgemisch mit 10 ml Wasser verdiinnt.

Die Losung wurde mit Hilfe von SN HCI stark angesduert und die ausfallende Marrubiinsiure
durch Ausschiitteln mit DCM gewonnen. Die Losung wurde mehrfach mit Wasser gewaschen

und tliber Natriumsulfat getrocknet.

2.5.3 Veresterung von Terpenalkoholen mit Carbonsiuren

2.5.3.1 Umsetzung von Marrubenol zu Marrubenolsuccinat

Fiir die Umsetzung von Marrubenol zu dem entsprechenden Succinat wurden zu einer Losung
von 33 mg (0,1 mmol) Marrubenol in 20 ml DCM 12 mg (1,2 mmol) Bernsteinsdureanhydrid
und 7 mg (0,6 mmol) 4-Dimethylaminopyridin gegeben. Die Losung wurde 12 Stunden lang
bei Raumtemperatur geriihrt. Der Hauptteil der entstehenden Bernsteinsdure konnte durch
Ausschiitteln der Losung mit 3x 20 ml Wasser entfernt werden. Die Reinigung des
Marrubenolsuccinates wurde analog der préparativen Reinigung der FLD in Abschnitt 2.3.1
durchgefiihrt. Die quantitative Bestimmung wurde analog der Bestimmung der FLD (s.
Abschnitt 2.3.1) durchgefiihrt.

Die Reaktion wurde weiterhin mit 1,4-14C-Bernsteinséiureanhydrid (10p Ci / 10 mg
Bernsteinsdureanhydrid) durchgefiihrt.
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2.5.3.2 Umsetzung von Oleanolsiure zu Oleanylsuccinat

Die Umsetzung von Oleanolsdure zu Oleanylsuccinat wurde entsprechend der Synthese von
Marrubenolsuccinat durchgefiihrt: Eine Mischung aus 23 mg (0,05 mmol) Oleanolsdure,
12 mg (1,2 mmol) Bernsteinsdureanhydrid und 7 mg (0,6 mmol) 4-Dimethylaminopyridin in
10 ml DCM wurde 24 Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt.

Oleanylsuccinat wurde von {iiberschiissiger Bernsteinsdure durch Ausschiitteln der DCM-
Losung mit 3x 10 ml Wasser abgetrennt. Oleanylsuccinat wurde von nicht umgesetzter
Oleanolsdure durch Sdulenchromatographie an einer Kieselgelsdule (Elutionsmittel Hexan /

Chloroform 5:5 bis Methanol) gereinigt.

2.5.3.3 Umsetzung von Marrubenol bzw. Oleanolsiure zu den

entsprechenden Monoacetaten

In einem 10 ml-Zweihalskolben mit Magnetriihrer, RiickfluBkiihler und Calciumchloridrohr
wurden 16 mg (0,05 mmol) Marrubenol bzw. 23 mg (0,05 mmol) Oleanolsdure mit einer
Mischung aus 2 ml Essigsdureanhydrid und 3 ml Pyridin versetzt. Die Mischung wurde
12 Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt.

Danach wurde das Losungsmittel vorsichtig im Vakuum entfernt, der Riickstand in 10 ml
DCM aufgenommen und das Produkt an einer Kieselgelsdule entsprechend der préparativen

Reinigung der FLD (s. Abschnitt 2.3.1) von Begleitstoffen getrennt.
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2.5.4 Synthese von Proteinkonjugaten nach dem  gemischten

Anhydridverfahren

Losung A:
7,7 mg (1,2 x 10 mmol) BSA bzw. 18 mg (2,7 x 10” mmol) Thyroglobulin wurden in 1,1 ml

Wasser gelost. Der pH-Wert wurde mit 96 pl 1N NaOH auf ca. 10 eingestellt. AnschlieBend
wurden 0,8 ml Dioxan zugefiigt und die Losung auf 10 — 12°C abgekiihlt.

Losung B:

5 mg (0,0115 mmol) Marrubenolsuccinat oder 5,3 mg (0,0115 mmol) Oleanolsdure oder
6,4 mg (0,0115 mmol) Oleanylsuccinat wurden in 1 ml trockenem Dioxan suspendiert.
Nachdem die Losung auf 10 — 12°C abgekiihlt wurde, wurden unter Rithren 2,74 pl
(0,0115 mmol) Tri-N-butylamin und anschlieBend langsam 1,5 pl (0,0115 mmol)
Chlorameisensdureisobutylester zugefligt. Die langsam aufklarende Losung reagierte bei

<12°C 20 Minuten lang.

Unter starkem Riithren wurde Losung B langsam mit Losung A versetzt. Die Reaktion wurde
4 Stunden lang bei 10-12°C fortgesetzt. Der Ansatz mit Oleanylsuccinat blieb klar. Im Ansatz
mit Marrubenolsuccinat triibte die Losung iiber die Zeit ein. Durch Einstellung des pH-Wertes
mit IN NaOH auf ca. 10 konnte die Losung wieder geklart werden. Oleanolséure ist in
Wasser schlecht l6slich. Der Ansatz mit Oleanolsdure blieb durch nicht umgesetzte
Oleanolsédure daher triibe.

Die Produkte wurden mittels Dialyse oder GroBenausschluSchromatographie entsprechend

den Abschnitten 2.4.2 und 2.4.3. gereinigt und lyophilisiert.
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2.6 Immunologie

2.6.1 Immunisierung und Gewinnung der mAK-Zell-Linien

Die Immunisierung von Méusen mit den hergestellten Proteinkonjugaten wurde in Zusam-
menarbeit mit I. Ziindorf (Frankfurt) durchgefiihrt: Eine ca. 60 Tage alte Balb / C Maus wurde
4-5 Monate lang intraperitoneal mit dem jeweiligen Proteinkonjugat immunisiert. Zwischen
den einzelnen Injektionen lag jeweils ein Abstand von 15-20 Tagen (Ziindorf et al., 1998).

Fiir jede Immunisierung wurden ca. 50 pg Konjugat, entsprechend der Proteinbestimmung
nach Bradford, eingesetzt. Das Antigen wurde 1:10 mit AdjuPrime® Immune Modulator
gemischt und mit PBS auf 200 pl verdiinnt. Das Serum wurde regelmifig in einem ELISA
auf eine Aktivitdt gegen das entsprechende Zielmolekiil (d.h. Marrubenolsuccinat, Oleanyl-
succinat oder Oleanolsdure) untersucht. Nach dem Erreichen eines stabilen Titers im Serum
wurde eine letzte Injektion gegeben. Die immunisierte Maus wurde drei Tage nach der letzten
Injektion unter Anésthesie getotet und die Milz aus dem Korper herausprépariert. Zusétzlich
wurde Kapillarblut gewonnen, dessen Serum als Positivkontrolle fiir den ELISA diente.

Die Lymphozyten wurden mit DMEM (ohne Zusatz von fetalem Kélberserum) aus dem
Milzgewebe herausgewaschen und die Zellen durch Zentrifugation (500 x g, 10 Minuten)
gewonnen. Die Erythrozyten wurden durch die tropfenweise Zugabe von 1 ml ,,red blood cell
lysing buffer (Sigma) entfernt. Ein Teil der so préparierten Zellen wurde nach der Zugabe
von 10% DMSO zur spéteren Verwendung bei —80°C gelagert.

Als Fusionspartner flir die Lymphozyten wurden frisch kultivierte NS-1-Zellen X63 AGS8
eingesetzt. Die NS-1 Zellen und Lymphozyten wurden 1:1 gemischt. Die Fusion wurde durch
die Zugabe von 1 ml PEG 4000 (Gibco) induziert und die Zellen eine Minute lang in einem
Wasserbad bei 37°C sanft geschiittelt. Die fusionierten Zellen wurden durch Zentrifugation
gewonnen und in DMEM (unter Zusatz von 20% fetalem Kéilberserum, 10% ,,hybridoma
enhancing supplement” (Sigma), 1 x ,antibiotics / antimycotics* (Sigma) und 0,1%
Gentamycin (Sigma) ) resuspendiert. Nach Inkubation in einer 70 cm?-Kulturflasche (4
Stunden, 37°C) wurden die Zellen auf zehn 96-well Mikrotiterplatten verteilt.

Am darauffolgenden Tag begann die Selektion der Hybridoma-Zellen durch die Zugabe von
HAT-Supplement. Nach zweiwdchiger Wachstumszeit wurde der Uberstand der einzelnen
Zellkulturen in einem ELISA auf Antikérper untersucht, die eine Bindung an das
entsprechende Proteinkonjugat der Zielstruktur (d.h. Marrubenolsuccinat, Oleanylsuccinat
oder Oleanolséure) zeigten.
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2.6.2 Reinigung der mAK

Die Reinigung wurde mit Hilfe einer Protein A (,,high salt*)-Saule nach der Methode von Ey
et al. (1978) durchgefiihrt.

Saule: Durchmesser: 1,0 cm
Léange: Scm

Fillmaterial: Protein A

Viot: 1,5 ml

Die Kapazitdt der Sdule betrug fiir IgG; ca. 5 mg / ml Vi, Der Zellkultur-Uberstand enthielt
durchschnittlich 20 — 50 pg IgGpro ml.

Zellkulturiiberstand: 54 ml
Ionenausgleich: NaCl: 33 M

Na-Borat: 0,1M

pH: 8.9

Glycin: 1,5M
Waschlosung 1: 3,0 M NaCl, 50 mM Na-Borat (pH = 8,9)
Waschlésung 2: 3,0 M NaCl, 10 mM Na-Borat (pH = 8,9)
Elutionslosung: 100 mM Glycin (pH = 3,0)
Neutralisationslosung: 1 M TRIS (pH = 8,0)
Detektion: Proteinbestimmung nach Bradford

ELISA

Der Salzgehalt des Kulturiiberstandes wurde auf die unter ,Jonenausgleich® angegebenen
Werte eingestellt. Die Losung wurde sukzessive durch die Protein-A-Sdule gegeben. Die
Sdule wurde anschlieBend mit 10 S&ulenvolumina Waschlosung 1 und 10 Sdulenvolumina
Waschlosung 2 gespiilt. Das IgG wurde mit Hilfe des Elutionspuffers von der Sédule eluiert.
Es wurden Fraktionen zu je 500 pl gesammelt. Jede Fraktion wurde mit 50 pl

Neutralisationslosung versetzt.
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2.6.3 Direkter Nachweis der mAK-Bindung

Zum direkten Nachweis der Bindung der Monoklonalen Antikérper wurden je 100 ul des
Zellkultur-Uberstandes mit 50 pl PBS und 1 pg Marrubiin 4 Stunden lang bei
Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln inkubiert. Als Negativ-Kontrolle diente ein
Uberstand aus einer Immunisierung mit einem fremden Antigen.

Die Losung wurde anschlieBend in ein Microcon-Réhrchen (500 pl, Millipore®) tiberfiihrt.
Durch Zentrifugation (5 min, 13.000 x g) wurde der Antikdrper von der Losung getrennt und
das Inkubationsmedium gewonnen.

Der Riickstand iiber dem Filter wurde zweimal mit je 200 pl PBS gespiilt und jeweils
nachfolgend durch Zentrifugation (10 min, 13.000 x g) abgetrennt.

Nach Zugabe von 50 pl PBS wurde der Filterriickstand, der die monoklonalen Antikérper
enthielt, zuriickgewonnen. Die Losung wurde mit 50 pul 100 mM Triethylamin (pH = 12)
versetzt. Die einzelnen Fraktionen wurden auf DC-Fertigplatten Kieselgel 60 Fs4 der Fa.
Merck (FlieBmittel CHCl; / MeOH 80:20) aufgetrennt. In der Startzone, die die monoklonalen
Antikdrper enthielt, wurde die Menge gebundenen radioaktiv markierten '*C-Marrubiins mit

Hilfe des Szintillationszéhlers (s. Abschnitt 2.3.7) bestimmt.

2.64 ELISA

Die Charakterisierung der monoklonalen Antikdrper basiert auf dem ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay). Hierbei wird die spezifische und sensitive Bindung des Antikorpers

an ein Antigen ausgenutzt (s. Abb. 2.7.4.1).

Mikrotiterplatten: Nunc® MaxiSorp 96well Mikrotiterplatten
Detektion: SLT Rainbow-Mikrotiterplattenreader
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Eine Losung des Antigens, in diesem Falle der Proteinkonjugate der Isoprenoide, wurde
adhidsiv an die Polystyren-Wénde einer Mikrotiterplatte gebunden (= Coating). Das jeweilige
Proteinkonjugat wurde hierfiir in definierter Konzentration (0,2 — lug / 100 ul PBS /
Vertiefung) tiber Nacht bei 4°C in der Mikrotiterplatte inkubiert. Nicht an die Wand der
Vertiefung gebundenes Proteinkonjugat wurde durch zweimaliges Spiilen mit je 300 ul PBS
entfernt.

Um eine unspezifische Bindung des zu untersuchenden Antikorpers, ebenfalls ein Protein, zu
verhindern, wurden nach dem Coaten verbliebene freie Valenzen der Plastikwand der
Vertiefungen blockiert (= Blockieren). Hierzu wurde mit 300 pl / Vertiefung einer 5%igen
Losung von fettfreiem Milchpulver (Frema®) in PBS 30 Minuten lang inkubiert. Die
iiberschiissigen Milchproteine wurden durch zweimaliges Spiilen mit 300 ul PBS entfernt.

Die auf diese Weise vorbereitete Mikrotiterplatte wurde dann entsprechend den
Versuchsanordnungen mit unterschiedlichen Konzentrationen des Kulturiiberstandes der
Antikorper-produzierenden Zell-Linien (100 pl / Vertiefung) inkubiert (= AK 1). Die
Inkubation wurde nach 1,5 Stunden durch zweimaliges Waschen mit je 300 ul PBS beendet.
Zum Nachweis des gebundenen Antikorpers wurde anschlieend mit einem monoklonalen
Antikorper inkubiert, der gegen den Fc-Teil von IgG der Maus gerichtet war (= AK 2). Der
kauflich erworbene Antikorper ist an seinem c-terminalen Ende mit Peroxidase konjugiert.
Dieser zweite Antikorper wurde in einer Verdiinnung von 1:1000 (100ul / Vertiefung) in PBS
eingesetzt. Die Inkubation von 1,5 Stunden Dauer wurde durch zweimaliges Waschen mit je
300 pl PBS beendet.

Die Menge an gebundenem Anti-Maus-Antikorper wurde mit Farbpuffer ELISA (100ul /
Vertiefung) bestimmt (Zusammensetzung der Farblosung s. Abschnitt 2.2). Die Peroxidase
des Anti-Maus-Antikorpers setzt das in der Firbelosung enthaltene Wasserstoffperoxid zu
Peroxiden um, die mit ABTS® unter Bildung eines griinen Farbstoffes reagierten. Durch
photometrische Bestimmung des gebildeten Farbstoffes nach 30 Minuten bei 405 nm (gegen
415 nm) war eine indirekte Bestimmung des primiren Antikorpers moglich.

Jeder Versuch wurde in drei verschiedenen Vertiefungen parallel durchgefiihrt, die Ergebnisse
als Mittelwert der drei erhaltenen Einzelbestimmungen ausgedriickt. Zusitzlich wurden auf
allen Mikrotiterplatten drei Vertiefungen als Blindwert nur mit der Farblosung inkubiert. Drei
weitere Vertiefungen wurden mit Milchpulver blockiert und mit Anti-Maus-Antikdrper
inkubiert, um die unspezifische Bindung dieses Antikorpers zu bestimmen.

Das Schema der Durchfiihrung eines typischen indirekten ELISA gibt die Abb. 2.1 wieder.
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1. Coating

0,2 — 1,0 pg Konjugat / 100 pul PBS /Vertiefung
Inkubation bei 4°C, 12 Stunden lang

-  Waschen mit 2x 300 pul PBS

2. Blockieren

15 mg fettfreies Milchpulver / 300 pl PBS / Vertiefung
Inkubation bei 4°C, 30 Minuten lang

- Waschen mit 2x 300 ul PBS

3. Inkubation mit dem murinen monoklonalen Antikorper

0,1 — 80 pl des zu untersuchenden Zellkultur-Uberstandes oder der Antikérper-Losung,
aufgefiillt mit PBS auf 100 ul / Vertiefung

Inkubation bei Raumtemperatur, 1,5 Stunden lang

-  Waschen mit 2x 300 ul PBS

4. Inkubation mit Anti-Maus-Antikorper
1:1000 (V / V) Verdiinnung des Anti-Maus-Antikorpers (Konjugat mit Peroxidase), 100 pl / Vertiefung
Inkubation bei Raumtemperatur, 1,5 Stunden lang

-  Waschen mit 2x 300 ul PBS

5. Farbreaktion
100 pl Farbpuffer ELISA / Vertiefung
Inkubation bei Raumtemperatur, 30 Minuten lang

Photometrische Bestimmung bei 405 nm (gegen 405 nm)

'J Peroxidase
T/ | |
‘ anti-Maus-Antikérper
I \k§' k monklonaler AntikGrper
b .

Milchpulver
® P
I»K (&N Q Jj Konjugat des Zielmolekuls mit
Q einem Tragerprotein,
d hier Marrubenolsuccinat-Thyroglobulin-Konjugat

Vertiefung einer Mikrotiterplatte
Abb. 2.1 Schema des indirekten ELISA.

44



Immunologie

2.6.5 Kompetitiver ELISA

Im kompetitiven ELISA wurde die Bindungskonkurrenz zweier dhnlich gestalteter Molekiile
um den jeweiligen monoklonalen Antikérper ausgenutzt. Hierfiir wurde die
Kompetitorsubstanz (0,1 — 60 pmol) mit dem Antikorper (0,5 — 5 pl entsprechend den
Ergebnissen der Checkerpoint-Titration) in einem 1,5 ml Glas-Fldschchen 90 Minuten lang
bei Raumtemperatur vorinkubiert, bevor die Losung auf die Mikrotiterplatte {ibertragen
wurde. Im kompetitiven ELISA fand die unter Punkt 3. im Schema des indirekten ELISA (s.
Abb. 2.1) durchgefiihrte Inkubation mit der vorinkubierten Mischung aus murinem
monoklonalen Antikérper und Kompetitor statt.

Wurde der Kompetitor vom Antikdrper gebunden, stand entsprechend weniger
Immunglobulin fiir die Bindung an das immobilisierte Proteinkonjugat zur Verfiigung (s.
Abb. 2.2) Entsprechend schwécher war die Peroxidase-Reaktion des Anti-Maus-Antikorpers
mit dem Farbreagenz. Eine erfolgreiche Kompetetion korrelierte also mit einer im Vergleich

schwicheren Farbstoftbildung.

Kompetitor

monoklonaler Antikérper

Milchpulver

Marrubenolsuccinat-Konjugat

Vertiefung einer Mikrotitorplatte

Abb. 2.2 kompetitiver ELISA. Mit Hilfe verschiedener strukturell nahe verwandter
Kompetitorsubstanzen ist es moglich, diejenigen Teile des Zielmolekils zu bestimmen, die als Hapten
fur den jeweiligen Antikérper fungierten. Wies der Kompetitor dieses Hapten ebenfalls auf, stand bei
gemeinsamer Inkubation von Zielmolekul und Kompetitor weniger Antikérper zur Bindung an das
immobilisierte Protein-Konjugat zur Verfigung als bei der Verwendung eines Kompetitors ohne die

passende Teilstruktur.
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Generierung und Charakterisierung monoklonaler Antikérper gegen Furanolabdanditerpene

3 Ergebnisse

3.1 Generierung und Charakterisierung monoklonaler Antikorper gegen

Furanolabdanditerpene

3.1.1 Strategie

Die Zielstruktur fiir die Generierung und Charakterisierung monoklonaler Antikérper war das
Furanolabdanditerpen Marrubiin. Marrubiin hat eine molare Masse von 332 Da und ist damit
zu klein um eine immunologische Reaktion in der Maus auszuldsen. Marrubiin musste daher
in priaparativem Malstab isoliert (s. Abschnitt 3.1.2) und an einen makromolekularen Trager
gebunden werden.

Marrubiin selbst enthélt keine geeigneten funktionellen Gruppen fiir diese Kopplung. Da der
Furanring als charakterisitsches Strukturmerkmal fiir die Immunisierung erhalten werden
sollte, wurde der Lactonring des Molekiils gedffnet (s. Abschnitt 3.1.3). Unter reduktiven
Bedingungen wie beispielsweise mit Lithiumaluminiumhydrid entsteht das entsprechende
Diol Marrubenol (Popa et al., 1968).

Die primire Hydroxyfunktion wurde fiir die Bindung von Bernsteinsiure genutzt. Uber die
zweite, freie Carboxyfunktion der Bernsteinsdure wurde Marrubenolsuccinat an den
makromolekularen Triger gebunden. Bedingt durch die zusitzlich zwischen Protein und
Zielmolekiil eingefiihrte Kohlenstoftkette, wurde das Labdan an der Oberfliche des
Konjugates présentiert (s. Abb. 3.1). Die Verwendung eines ,,Spacers* verbessert sowohl die
Spezifitdt (Lindner et al., 1972) als auch die Erkennbarkeit des Zielmolekiils (Mould et al.,
1977). Succinatspacer wurden in der Konjugation verschiedenster Molekiile an
makromolekulare Trager eingesetzt (Diener et al., 1981; Gendloff et al., 1986; Gabor et al.,
1995; Ziindorf et al., 1998). Alternativ war eine alkalische Ringdffnung zu Marrubiinséure

moglich (Hardy et al., 1957), die jedoch nicht die Vorteile des Succinat-,,Spacers® besitzt.

A o N\ {
O G0 ic -
PN I adEsg i
I. { ) Reduktion I‘ Synthese des Esters j f Synthese des Konjugates Qg q Q J é)
Lo { HO] = ?4 - BSA oder / Cf Q
o o Thyroglobulin W
Marrubiin Marrubenol OH @ )
of Marrubenolhemisuccinat Proteinkonjugat

Abb. 3.1 Schematische Darstellung der Konjugatsynthese aus Marrubiin. Marrubiin wurde zu
Marrubenol reduziert, mit Bernsteinsaure zum Hemisuccinat verestert und an die Tragerproteine BSA

und Thyroglobulin gebunden.
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Als makromolekulare Triger wurden zwei tierische Proteine, BSA und Thyroglobulin
gewdhlt. Tierische Proteine eignen sich nach Jaffe et al. (1970) und Walker et al. (1973) als
Basis von Konjugaten zur Immunisierung besser als synthetische Makromolekiile wie Poly-L-
Lysin. BSA ist das Standardprotein in der Synthese von Konjugaten zur Immunisierung
schlechthin (Erlanger, 1980). Ein Konjugat mit einem anderen Trigerprotein wurde fiir eine
erste Charakterisierung der Uberstinde gewachsener Hybridoma-Klone bendtigt. Mit Hilfe
dieses Konjugates konnten all diejenigen Zell-Linien selektiert werden, die gegen den
Proteinteil des BSA-Konjugates gerichtet waren. Das zweite verwendete Protein sollte daher
moglichst keine Ahnlichkeiten mit BSA zeigen. Thyroglobulin wurde bereits u. a. von Bartos
et al. (1977) und Ziindorf et al. (1998) zur Synthese von Proteinkonjugaten eingesetzt.

Die Kopplung der Zielstruktur Marrubenolsuccinat an die Triagerproteine BSA und
Thyroglobulin wurde nach der ,,Methode des gemischten Anhydrids* durchgefiihrt (Wieland
et al., 1951 und Boissonnas et al., 1951). Die resultierenden Proteinkonjugate wurden nach
verschiedenen Methoden charakterisiert, die eine Abschidtzung der Bindungsrate von
Marrubenolsuccinatmolekiilen an das Tragerprotein-Molekiil ermdglichen. Die Betrachtung
dieses Verhéltnisses ist wichtig, da nur eine geniigende Anzahl Zielmolekiile pro
Tragerprotein eine gute Ausgangsbasis fiir die Immunisierung bietet (Erlanger, 1971).

Eines dieser Konjugate (BSA als Triagermolekiil) wurde zur Immunisierung einer Balb/C-
Maus eingesetzt. Nach Erreichen eines stabilen Antikorper-Titers wurden die Milzzellen aus
dem Tier gewonnen und mit Myelom-Zellen fusioniert. Die resultierenden Klone wurden mit
Hilfe des HAT-Supplements von nicht umgesetzten Milz- und Myelom-Zellen getrennt
(Abschnitt 3.1.3).

Die so etablierten Zell-Linien wurden in einem ersten Screening direkt sowie mit Hilfe eines
einfachen ELISA auf eine Bindungs-Aktivitit gegen Furanolabdanditerpene untersucht
(Abschnitt 3.1.3). Nach Optimierung der im ELISA relevanten Parameter (Abschnitt 3.1.4)
erfolgte die Charakterisierung der Antikorper ausgewdhlter Zell-Linien mit verschiedenen
Kompetitoren (Abschnitt 3.1.5).

Aufgrund eines sich etablierenden Kontaktes mit der Arbeitsgruppe von V. Cechinel (Itajai,
Brasilien) wurden alle synthetisierten Derivate des Marrubiins (s. Abb. 3.7) wurden
zusammen mit verwandten Labdanditerpenen in verschiedenen pharmakologischen in vivo
und in vitro-Modellen untersucht. Die Furanolabdane zeigen eine deutliche antinociceptive
Wirkung im Writhing-Test an der Maus. In Kooperation mit verschiedenen Arbeitsgruppen
wurden die Substanzen darauthin in verschiedenen Standard- in vitro-Systemen getestet. (s.

Abschnitt 7: Pharmakologischer Anhang).

48



Generierung und Charakterisierung monoklonaler Antikérper gegen Furanolabdanditerpene

3.1.2 Isolierung von Marrubiin aus Marrubium vulgare

Die Furanolabdanditerpene konnen aus dem Pflanzenmaterial von M. vulgare mit 20 ml
Aceton pro Gramm Material quantitativ extrahiert werden (Kndss et al., 1998). Im Vergleich
zum analytischen MaBstab (bis zu 1 mg pro g Pflanzenmaterial) lag die Ausbeute im
préiparativen Maf3stab deutlich niedriger. Aus 100 g Material wurden bis zu 50 mg Marrubiin
erhalten. Die Extraktion war nicht erschopfend. Zusitzlich ging ein Teil bei der Entfernung
des Chlorophylls mit Aktivkohle verloren. Die erhaltenen Furanolabdanditerpene wurden

entsprechend Abschnitt 2.3.1. getrennt.

HO

Pramarrubenol

Marrubiin Marrubenol

Abb. 3.2 Furanolabdanditerpene aus Marrubium vulgare: Pramarrubiin (90,13R,15,16-
Diepoxylabda-14-en-19,163-olid), Pramarrubenol (9o, 13R, 15, 16, -Diepoxy-6[3,19p3-dihydroxylabda-
14-en), Marrubiin (15,16-Epoxy-9a-hydroxylabda-13(16),14-dien-19, 6B3-olid) und Marrubenol (15, 16-
Epoxy-68, 9a,19B-trihydroxylabda-13(16),14-dien).

Den grofiten Anteil am FLD-Spektrum, dessen Hauptbestandteile in Abb. 3.2 dargestellt sind,
hatte Marrubiin, gefolgt von Marrubenol. Die im frischen Extrakt noch nachweisbaren
Prifurane Prdmarrubiin und Prdmarrubenol gingen sukzessive in die stabilen
Furanverbindungen {iber.

Das isolierte Marrubiin stimmte im diinnschichtchromatographischen Verhalten mit einer
authentischen Probe (Fa. Extrasynthese, Frankreich) iiberein. Auch die 'H- bzw. "C-

Spektren zeigten die charakteristischen Signale (s. Abschnitt 8.1).
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3.1.3 Synthese geeigneter Zielstrukturen fiir die Generierung und

Charakterisierung monoklonaler Antikorper gegen Labdanditerpene

3.1.3.1 Reduktion von Marrubiin zu Marrubenol

Pramarrubenol, die Vorstufe des Marrubenols, kommt in M. vulgare L. vor, jedoch in sehr
viel geringeren Mengen als Marrubiin. Daher wurde Marrubenol durch Reduktion von
Marrubiin hergestellt. Die Umsetzung wurde entsprechend der Methode von Popa et al.
(1968) mit Lithiumaluminiumhydrid durchgefiihrt (s. Abschnitt 2.5.1). In einem ersten Schritt
der Reaktion wird hierbei ein Molekiil des Hydrids nucleophil an den Keto-Sauerstoff des
Lactons addiert. Durch nukleophile Substitution wird dann der Lactonring gespalten und ein
weiteres Molekiil Aluminiumhydrid gebunden. Bei der Zugabe von Wasser 16st sich dieser
Komplex. Marrubenol und Aluminiumhydroxid entstehen (s. Abb. 3.3). Marrubiin wurde
unter diesen Reduktionsbedingungen mit einer Ausbeute von iiber 95% zu Marrubenol

umgesetzt.

E—

+ LiAH, oL

+4 H20 pro Komplex LA (OH)3 + LiOH

(Wasserzugabe)

Marrubenol

Abb. 3.3 Mechanismus der Reduktion von Marrubiin zu Marrubenol.

Das durch Reduktion gewonnene Marrubenol stimmte im chromatographischen Verhalten mit
dem aus M. vulgare isolierten Marrubenol iiberein. Zusitzlich wurde die Identitit mit "H- und

BC-NMR-Untersuchungen belegt (s. Abschnitt 8.2).
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3.1.3.2 Alkalische Hydrolyse des Marrubiins

Marrubiin wurde durch Erhitzen in ethanolischer KOH unter Riickfluss zum Kaliumsalz der
Marrubiinsdure umgesetzt (s. Abb. 3.4). Der Reaktionsansatz wurde angeséduert, wodurch die
freie Marrubiinsdure aus der Losung ausfiel. Durch Veteilungschromatographie mit
Dichlormethan wurde die Substanz mit tiber 95% Ausbeute gewonnen. Die Identitdt der Sdure

wurde mit Hilfe von NMR-und MS-Experimenten belegt. (s. Abschnitt 8.4).

ethanol. KOH

Marrubiin Marrubiinat

Abb. 3.4 Reaktionsmechanismus der alkalischen Hydrolyse von Marrubiin. Das Lacton wird

durch den Einfluss des Alkali gespalten.

Marrubiinsdure war bei der Lagerung in Losung instabil. Die Substanz neigte zum spontanen
Ringschluss zu Marrubiin oder zur Decarboxylierung. Daher wurde Marrubiinsédure am

Vakuum zur Trockne eingeengt und trocken bei 4°C gelagert.
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3.1.3.3 Kopplung des Marrubenols mit Bernsteinsidureanhydrid

Die Synthese von Marrubenolhemisuccinat wurde entsprechend dem Review von Erlanger
(1971) durchgefiihrt. Eine einfache Derivatisierungsreaktion fiihrt den Bernsteinsdurespacer
in das Molekiil ein. Marrubenol wurde in wasserfreiem THF mit Bernsteinsdureanhydrid
verestert, freiwerdende Protonen wurden durch Dimethylaminopyridin (DMAP) gebunden

(s. Abb. 3.5).

Marrubenol  Bernsteinsaureanhydrid DMAP

O Marrubenolhemisuccinat

Abb. 3.5 Reaktionsmechanismus der Veresterung von Marrubenol mit Bernsteinsaure-
anhydrid. Die Reaktion findet in Dichlormethan statt. 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) dient als

Protonenfanger.

Die Umsetzung verlief, vermutlich aufgrund sterischer Abschirmung, mit einer relativ
geringen Ausbeute von 60%. Marrubenolhemisuccinat wurde mit Hilfe von NMR- und MS-
Experimenten identifiziert (s. Abschnitt 8.3). Die Reaktion wurde parallel mit 1,4-"C-
Bernsteinsdureanhydrid durchgefiihrt. Auf diese Weise wurde die Bindung des radioaktiv
markierten Spacers an Marrubenol nachgewiesen, wie DC und Radioscan des Produktes in

Abb. 3.6 zeigen. '*C-Marrubenolsuccinat diente der Charakterisierung des Proteinkonjugates.

=T

A

Abb. 3.6 DC und Radioscan des 1,4-'"C-
Bernsteinsdureesters des Marrubenols auf
einer DC-Fertigplatte Kieselgel 60 Fys5, mit dem
FlieBmittel Chloroform:Methanol (8:2), Laufhéhe
6 cm, Detektion mit Vanillin-

Schwefelsaurereagenz. Die Fraktion zeigt in der

oberen schmalen Bande Reste von Marrubenol.
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3.1.3.4 Identifizierung der Produkte der Derivatisierungsreaktionen

Die durchgefiihrten Synthesen sind in der Abbildung 3.7 zusammengefasst. Alle Produkte
wurden diinnschichtchromatographisch untersucht (s. Abb. 3.8) und mit Hilfe von MS-
(s. Tab. 3.1) und NMR-Untersuchungen identifiziert (s. Abschnitt 8: Spektrenanhang).

4pomap "7
Bemsteinsaure- O Marrubenolsuccinat
anhydrid

// in O
Dichlormethan
OH

Essigséaure-

OH anhydrid
HO
Marrubenol
in Pyridin

o
Marrubiin /\ ° Marrubenolacetat

in Ethanol

Marrubiinsaure

Abb. 3.7 Im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Derivatisierungsreaktionen von Marrubiin.
Marrubenolsuccinat wurde zur Synthese der Proteinkonjugate eingesetzt. Marrubiin, Marrubenol und
Marrubenolsuccinat wurden zur Charakterisierung der monoklonalen Antikoérper verwendet,
Marrubenolacetat fir pharmakologische Untersuchungen. Marrubiinsaure bildet ggf. eine Alternative

zu Marrubenolsuccinat bei der Synthese der Proteinkonjugate.

Substanz Masse Masse It. Literatur Autor
Marrubiin 332,2 332 Knoss, 1996
Marrubenol 336,3

Marrubenolsuccinat 446,2

Marrubiinsiure 350,2

Tab. 3.1 MS-Untersuchung der Derivate des Marrubiins. Alle Substanzen wurden mit Hilfe des El-

Verfahrens untersucht und die gefundenen Massen mit den Literaturwerten verglichen.
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Marrubenol-
acetat
Marrubenol
Marrubenol-
succinat
Marrubiin-

Marrubiin
sdure

Abb. 3.8 DC der hergestellten Derivate von Marrubiin. Durchfihrung auf einer DC-Fertigplatte
Kieselgel 60 F,54 mit dem FlieBmittel Chloroform/Methanol ( 95 : 5 ), Laufhdhe 6 cm, Detektion mit

Vanillin-Schwefelsaurereagenz. Rf-Werte: Marrubiin 0,86; Marrubenolacetat 0,75; Marrubenol 0,36;
Marrubenolsuccinat 0,06; Marrubiinsaure 0,04
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3.1.3.5 Darstellung der Proteinkonjugate fiir die Immunisierung

3.1.3.5.1 Proteinkopplung nach der Methode des gemischten Anhydrids

Marrubenolsuccinat wurde nach der Methode des gemischten Anhydrids an bovines
Serumalbumin (BSA) bzw. Thyroglobulin (THY) gebunden. Die Methode der Kopplung
wurde von Vaughan et al. (1952) zur Peptidsynthese entwickelt, ist aber inzwischen die
meistverwendete Methode zur Konjugation Carboxyl-haltiger Haptene an Proteine bzw. des

»~Enzymlabelings* (Gendloff et al., 1986).

1. Reaktionsteilschritt:

10 0

+ + CI)J\O
RJ\OH ﬁ/

Marrubenolsuccinat Tri-N-butylamin ~ Chlorameisenséaureisobutylester
H

+

N/\/\

Reaktion nach der Zugabe der walrigen Proteinlésung:

o)

RJ\O oﬂ/ + HN—R'
hid mit R =

0 Protein

(Marrubenolsuccinat)

Abb. 3.9 Reaktionsmechanismus der Peptidbindung nach dem gemischten Anhydridverfahren.
In der ersten Teilreaktion wird die Carboxylfunktion des Marrubenolsuccinates durch
Chlorameisensaureisobutylester aktiviert. In der zweiten Teilreaktion wird das Terpen nach Zugabe
der wassrigen Proteinlésung mit dem jeweiligen Protein verkniipft. Uberschiissige Chlorameisenséure
wird durch die Wasserzugabe inaktiviert.
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Die resultierenden, z.T. triiben Losungen wurden bei 4°C {iber mehrere Tage dialysiert. Die
Abb. 3.10 zeigt ein Proteinkonjugat vor und nach der Dialyse. Nicht umgesetztes
Marrubenolsuccinat wurde durch die Dialyse entfernt. Die gereinigten Konjugate wurden zur
Lagerung lyophilisiert. Die Ausbeute der Proteinkopplung wurde mit Hilfe der
Proteinbestimmung nach Bradford bestimmt. Mit BSA als Carrier wurden ca. 35% des
eingesetzten Proteins, bezogen auf das dialysierte Produkt, wiedergefunden; bei

Thyroglobulin konnten etwa 20% nachgewiesen werden.

Abb. 3.10 Dinnschichtchromatographie des Marrubenol-
succinat-BSA-Konjugates vor (links) und nach (rechts) der
Dialyse. Verwendet wurden Kieselgel 60 F,5,-DC-Platten. FlieRmittel
war Chloroform:Methanol (8:2), Laufhéhe 6 cm, Detektion mit
Ere—— Vanillin-Schwefelsdurereagenz. Die Platten wurden vor der
Detektion fiir 5 Minuten auf 120°C erhitzt (s.Abschnitt 2.3.4).

3.1.3.5.2 Charakterisierung der Proteinkonjugate

Die gebildeten Proteinkonjugate wurden nach verschiedenen Methoden untersucht:

1. Gel-Elektrophorese
Quantifizierung mit radioaktiv markierten Vorstufen
densitometrische Quantifizierung

MALDI-TOF

Sl

Ziel dieser Verfahren war es, die Belegungsrate der zur Immunisierung und Charakterisierung
eingesetzten Konjugate abzuschitzen. In beiden Fillen ist eine moglichst hohe Menge an
Zielmolekiilen, die pro Tragermolekiil gebunden werden, wiinschenswert. Klause et al. (1974)
erreichten bereits mit einer Belegungsrate von 5:1 (Zielmolekiil : Trager) gute Resultate bei

der Immunisierung.
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Gel-Elektrophorese

Ein qualitativer Nachweis der erfolgreichen Synthese eines Proteinkonjugates war mit Hilfe
von SDS-PAGE mdéglich. Die Abb. 3.11 zeigt ein solches Proteingel, bei dem die Konjugate
von BSA mit Oleanolsdure (Ol), Oleanylsuccinat (Ol-suc) und Marrubenolsuccinat (Marr-

suc) im Vergleich zu reinem BSA eine um ca. 2-3 kDa grof3ere Masse aufweisen.

kDa
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Abb. 3.11 SDS-PAGE der Proteinkonjugate von Bovinem Serumalbumin (BSA) mit den
Zielmolekiilen Oleanolsaure (Ol), Oleanylsuccinat (Ol-suc) und Marrubenolsuccinat (Marr-suc).
Es wurde mit einem 6%-Trenngel gearbeitet. Die Proteinbanden wurden mit Coomassie-Blue

detektiert. In allen drei Konjugaten liegt die Molekiilgrole um oder Uber 70 kDa, wahrend BSA
erwartungsgeman bei 66,2 kDa detektiert wurde.

Bestimmung durch Verwendung radioaktiv markierter Vorstufen

Zur Bestimmung des Verhiltnisses von Zielmolekiil und Triagerprotein im Konjugat wird von
vielen Autoren ein radioaktiv markiertes Zielmolekiil eingesetzt. Die Verwendung von 1,4-
"C- Succinat (s. Abschnitt 3.1.2.3) ermdglichte eine derartige Bestimmung der Belegungsrate

von Marrubenolsuccinat, zum Trégerprotein BSA bzw. Thyroglobulin (s. Tabelle 3.2).
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Es wurden nach der Dialyse 7,3% bzw. 9,4% des eingesetzten Succinates im Produkt
gefunden, was einer Bindungsrate von 13:1 (Succinat:Protein) fiir das BSA-Konjugat und von
82:1 fiir das Thyroglobulin-Konjugat entspricht. Die Methode unterliegt einer relativ weiten
Streuung. Bei einer eventuellen Hydrolyse des Esters aus Bernsteinsdure und Isoprenoid
innerhalb des Konjugates verliert das Konjugat die fiir die Immunisierung gewiinschten
Zielstrukturen, nicht aber den in diesem Test nachweisgebenden Succinatteil, was zur

Uberschitzung der tatsichlich gebundenen Menge fiihrt.
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BSA-Konjugat |6,9 x 10%mol [1,2x 10° mol [40,4kBq |3,0kBq [7.3 % 13:1
THY-Konjugat |1,4x 10°mol [1,2x 10° mol [41,5kBq [3,9kBq [9,4 % 82:1

Tab. 3.2 Bestimmung der Bindungsrate von 1,4-"*C-Succinat an die Tragerproteine BSA und
Thyroglobulin. Die Menge an Radioaktivitat, die im gesamten Reaktionsansatz gemessen wurde,
wurde in Verhéltnis zu der Menge gesetzt, die im dialysierten Produkt gefundenen wurde. Der Anteil
an 'C, der in das Konjugat eingebaut wird, entspricht im Verhaltnis dem Anteil an Gesamtsuccinat,
das eingebaut wird. Da die absolute Menge an Succinat bekannt ist, wird die Bindungsrate

bestimmbar.

Densitometrische Bestimmung

Die Bestimmung der Menge des an den Proteintrdger gebundenen Furanolabdans war
grundsitzlich auch mit Hilfe von Diinnschichtchromatographie und nachfolgender
Densitometrie moglich. Das Proteinkonjugat wanderte, im Gegensatz zum ungebundenen
Anteil an Marrubenolsuccinat, nicht mit dem FlieBmittel und konnte am Start mit Vanillin-
Schwefelsdure detektiert werden. Die quantitative Bestimmung wurde analog den
Bestimmungen fiir Marrubiin und Marrubenol durchgefiihrt: Das entsprechende Konjugat
wurde in verschiedenen Konzentrationen auf eine Kieselgel 60 F»ss-DC-Platte aufgetragen
und die Intensitit der Farbreaktion bei der Detektion mit Vanillin-Schwefelsdure mit einer

Verdiinnungsreihe aus Marrubiin verglichen (s. Abschnitt 2.3.4.).
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Fiir das Konjugat aus Marrubenolsuccinat und BSA wurde eine Bindungsrate von ca. 5:1
(FLD:Protein) ermittelt, fiir das entsprechende Thyroglobulin-Konjugat eine Bindungsrate
von ca. 25:1. Die gebundene Furanolabdanmenge ist fiir die photometrische Bestimmung sehr
klein. Auffillig sind die deutlich niedrigeren Werte fiir die Bindungsraten des
Terpenmolekiils nach dieser Methode im Vergleich zu den mittels Isotopenmarkierung
erreichten. Fraglich ist zudem, ob die Farbreaktion des gebundenen Marrubenolsuccinats mit
der von Marrubiin vergleichbar ist. Da die Reaktion mit Vanillin-Schwefelsdure jedoch tiber
den Furanring stattfindet, ist eine Beeintrdchtigung unwahrscheinlich. Die Proteintrager selbst

farbten sich mit BSA nicht an.

MALDI-TOF

Die Bestimmung der Bindungsrate von Marrubenolsuccinat an BSA war mit Hilfe des
MALDI-TOF unter Verwendung eines sehr kleinen Probenvolumens moglich. Die apparative
Ausstattung des Gerites lieB noch keine Bestimmung oberhalb von 140 kDa zu. Daher war
bislang nur die Charakterisierung der BSA-Konjugate moglich. Bei diesen konnte die
Zunahme des Molekiilgewichts préziser als im SDS-PAGE bestimmt werden.

Die Menge der gebundenen Terpenmolekiile im Konjugat folgt einer statistischen Verteilung,
die sich auch im MALDI-TOF-Diagramm wiederspiegelte. Fiir BSA wurde eine
durchschnittliche Masse von 66,222 kDa ermittelt (s. Abb. 3.12). Diese Molekiilmasse stimmt
mit dem theoretischen Wert iiberein.

Das Konjugat mit Marrubenolsuccinat zeigte eine mittlere Masse von 69.187 kDa (s. Abb.
3.13). Dies entspricht einer Massendifferenz von 2,964 kDa. bzw. einer theoretischen
durchschnittlichen Menge von 6,7 Molekiillen Marrubenolsuccinat (Mrmarrubenolsuccinat)y =

436 g/ mol) pro Carriermolekiil.
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Mode: Linear, Source: 20000, Extraction: 19950, Focus: 15500 Cal: HHPEG1S
Fulge: 1300, Matrix Sup.: 5000
Lazer Coarse: 100, Laser Fine: 40, Shots Summed: &
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Abb. 3.12 MALDI-TOF-Spektrum zur Bestimmung der Masse des zur Konjugation eingesetzten
BSA. Die durchschnittliche Masse entspricht dem erwarteten Wert von 66.222 Da.

Mode: Linear, Source: 20000, Extraction: 19950, Focus: 15500 Cal: HHPEG1S
Fulge: 1300, Matrix Sup.: 5000
Lazer Coarge: 100, Laser Fine: 70, Shots Summed: 10

fbsamas! 18 (2.713) Sm (3G, 2x70.00); Shb(5,30.00 ), Cm (1:40) TOF LD+
100~ 5918697 . 21

7154260 139303.30
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Abb. 3.13 MALDI-TOF-Spektrum zur Bestimmung der Masse des Proteinkonjugates von
Marrubenolsuccinat mit BSA. Die durchschnittliche Masse des Konjugates ist 69.188 Da. Reste von

Phosphationen haben die Aufnahmebedingungen in diesem Fall verschlechtert.

60



Generierung und Charakterisierung monoklonaler Antikérper gegen Furanolabdanditerpene

Auswertung der Untersuchungen

Die Diskrepanz zwischen der densitometrischen Bestimmung und der unter Verwendung
radioaktiv markierter Vorstufen durchgefiihrten Bestimmung kann unter Einbezug aller
Methoden zumindest hypothetisch erkliart werden. Die mit Hilfe der MALDI-TOF-Messung
gefundene Massendifferenz von 2,964 kDa muss nicht von Marrubenolsuccinat als
ankondensiertem Molekiil verursacht werden. Denkbar ist auch eine Spaltung der
Esterbindung zwischen Marrubenol und Succinat, wodurch mehr Bernsteinsdure als
Isoprenoid am Proteinkonjugat verbleibt.

Unter der Pramisse, dass die Daten der Untersuchungen mit radioaktiv markierten Vorstufen
und der per Densitometrie gewonnenen Ergebnisse kombinierbar wiren, wire der
Proteincarrier mit durchschnittlich 13 Molekiilen Bernsteinsdure und 5 Molekiilen
Marrubenol bzw. 8 Molekiilen Bernsteinsdure und 5 Molekiilen Marrubenolsuccinat belegt.
Diese Form der Belegung zeigt im Maldi-TOF eine Massendifferenz von 2.980 Da.

(8x 100 Da + 5x 436 Da = 2.980 Da, gemessen 2.964 Da )

Die Esterbindung des Marrubenolsuccinates ist wie eine Sollbruchstelle, die in wissrigem
Medium zunehmend hydrolisiert wird bzw. durch Umesterung den Succinatspacer am Protein
zuriickldsst. Einen weiteren Anteil hat vielleicht auch eine unspezifische Absorption des
relativ polaren Marrubenolsuccinates an das Tragerprotein, welches unter der Dialyse wieder
freigegeben wird. Diese Uberlegungen basieren zwar auf chemischen Grundlagen, die daraus
resultierenden Probleme des zunehmenden Verlustes an Zielstruktur wurden jedoch von
anderen Autoren, die Proteinkonjugate unter Verwendung eines Bernsteinsidure-Spacers
dargestellt haben, nicht erwdhnt (Oliver et al., 1968; Lauer et al., 1974; Dixon et al., 1977,
Xuan et al., 1999; Ziindorf et al., 1998 und Shoyama et al., 1998). Gegebenenfalls ist die
Esterbindung auch durch die zweite y-Hydroxygruppe besonders labil.

Das Ausmal} dieser Verluste an Marrubenol verdeutlichte ein Experiment mit einem weiteren
Marrubenolsuccinat-Konjugat, bei dem vor und wéhren der Dialyse Aliquots entnommen
wurden. Schon bei der diinnschichtchromatographischen Untersuchung (s. Abb. 3.14) fallt
auf, dass das an der Startlinie verbleibende Konjugat zunehmend weniger mit Vanillin-
Schwefelsdurereagenz gefarbt wird. Im Proteinkonjugat befindet sich mit fortschreitender
Dialyse zunehmend weniger Marrubenolsuccinat. BSA selbst wird mit diesem Reagenz nicht

angefarbt.
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Reaktions- 24 h 48 h 72 h
gemisch Dialyse Dialyse Dialyse

Abb. 3.14 Diinnschichtchromatogramm eines Marrubenolsuccinat-Konjugates im
Reaktionsansatz und wahrend der Dialyse. Je 20 yl wurden dem Ansatz direkt vor der Dialyse bei
4°C gegen Wasser sowie nach 24, 48 bzw. 72 Stunden entnommen und auf eine Kieselgel 60 Fys,-
DC-Platte aufgetragen. Fliel3mittel und Detektion entsprechend Abschnitt 2.3.4.

Die Verluste an Furanolabdanditerpen wurden auch mittels MALDI-TOF bestitigt (s. Abb.
3.15). Bereits nach 48 Stunden Dialyse war die gefundene Masse um fast 2 kDa niedriger als
zu Beginn, was 5,5 Molekiilen Marrubenol entspricht. Diese Menge an Zielmolekiil fehlt in
den Proteinkonjugaten sowohl bei der Immunisierung als auch bei der Charakterisierung der

Proteinkonjugate.
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Abb. 3.15 MALDI-TOF-Spektrum zur Bestimmung der Masse eines Marrubenolsuccinat-BSA-
Konjugates. Die grine Farbung zeigt das Konjugat vor der Dialyse. Die rot bzw. violett

gekennzeichneten Messungen zeigen das Konjugat nach 48 bzw. 72 Stunden Dialyse gegen Wasser.
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Zu einem spiteren Zeitpunkt der Arbeit wurden die mit DC und MALDI-TOF untersuchten
Fraktionen zusitzlich in einem ELISA eingesetzt (s. Abschnitt 2.6.4). Gleiche Mengen eines
Zellkultur-Uberstandes, der Antikorper gegen einen Teil des Furanolabdanmolekiil enthielt,
wurden mit gleichen Mengen des oben bereits verwendeten Proteinkonjugates vor der Dialyse
sowie nach 24 bzw. 48 Stunden Dialyse untersucht. Je Iul der zu untersuchenden
Proteinlosung wurde zum Coaten pro Vertiefung eingesetzt. Alle Ansédtze wurden mit 5 bzw.
10ul des Uberstandes der Zell-Linie 6C5 inkubiert. Die Antikorper der Zell-Linie 6C5 binden
an Furanolabdanditerpene. Wie die Abb. 3.16 zeigt, banden die Antikérper der Zell-Linie 6C5
in beiden Konzentrationsstufen umso schlechter an das Konjugat, je ldnger dieses der Dialyse
unterworfen worden war. Bei Einsatz 10 pl 6C5 nahm die gemessene Absorption, die indirekt
ein MaB fiir die gebundene Menge an Marrubenol darstellt, nach 48stiindiger Dialyse um 50%
ab.
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Abb. 3.16 ELISA-Experiment zum Nachweis der

Absorption

o

[}
11—

HH

Belegung des Marrubenolsuccinat-Konjugates. Je

04 . - T
H 1ul / Vertiefung des Reaktionsansatzes der Protein-

0.2 kopplungsreaktion und dasselbe Produkt nach 24 bzw.

48stlndiger Dialyse gegen Wasser wurden mit dem

Antikorper 6C5 detektiert. Zum Nachweis wurden je 5

Sul
10ul

5l |
10ul
10pl

bzw. 10ul des Uberstandes der Zell-Linie eingesetzt. Die
Antikérper der Zell-Linie 6C5 werden in Abschnitt 3.1.6
charakterisiert.

o
Blindwert [__§

nur 2. Antikérper [JNEH

Reaktions- 24 h 48 h
gemisch Dialyse Dialyse

63



3. Ergebnisse

3.1.4 Gewinnung monoklonaler Antikorper gegen Furanolabdanditerpene

Die hergestellten Proteinkonjugate wurden in Zusammenarbeit mit Frau [. Zindorf
(Frankfurt) zur Immunisierung von Maéusen eingesetzt. Die Immunisierung ist der erste
Schritt der Gewinnung monoklonaler Antikdrper, die in insgesamt sechs Stufen erfolgt

(Dingermann, 1999):

1. Immunisierung der Maus
Kultivierung der Myelom-Zell-Linie
Gewinnung der Lymphozyten
Zellfusion

Testen des Kulturiiberstandes

AR

Expandieren, Klonieren und Konservieren der vorselektionierten Hybridoma-Zellen

Die Immunisierung und Kultivierung wurden in Kooperation in Frankfurt (Institut fiir Pharm.

Biologie) durchgefiihrt, das Screening fand teils in Frankfurt, teils in Bonn statt.

In zwei verschiedenen Ansédtzen (Immunisierung A und B) wurden je 50 pg des
Marrubenolsuccinat-Thyroglobulin-Konjugates (entsprechend der Proteinbestimmung nach
Bradford) je einer Balb/C-Maus intraperitoneal injiziert. Die Immunisierung wurde fiir
5 Monate fortgefiihrt, wobei zwischen den einzelnen Immunisierungsinjektionen je 15 bis 20
Tage lagen. Die letzte Immunisierungsinjektion wurde 3 Tage vor der Gewinnung der
Milzzellen gegeben (s. Abschnitt 2.6.1). Hierfiir wurde die Maus zundchst betidubt und
anschliefend durch Genickbruch getdtet. Die Milzzellen wurden durch Auswaschen aus dem
Milzgewebe gewonnen.

Die isolierten B-Lymphozyten wurden mit frisch kultivierten NS-1-Zellen X63 AGS
fusioniert. Durch Inkubation mit HAT-Supplement wurden die antikdrperproduzierenden
Hybridomazellen selektiert. Den zur Fusion verwendeten Myelom-Zellen fehlt durch einen
genetischen Defekt die Enzymausstattung, um Purine bzw. Pyrimidine aus den im HAT-
Supplement enthaltenen Vorstufen Hypoxanthin und Thymidin zu synthetisieren (H und T
des HAT).
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Die de novo Synthese der Purine und Pyrimidine wird jedoch zusétzlich durch Aminopterin
(A des HAT) unterbunden. Aminopterin ist ein Hemmstoff der Tetrahydrofolsdure, die als C;-
Gruppendonator in der Biosynthese der Purine und Pyrimidine dient. Nur Zellen, die
unabhingig von der de novo Synthese die Basen synthetisieren konnen und somit nicht den
genetischen Defekt der Hybridomazellen enthalten, wachsen in HAT-Supplement. Zellen, die
jedoch ohne Anteil der Myelom-Zellen nicht die Wachstumskontrolle verloren haben, sterben
entsprechend ihres Zellzyklus im Laufe der Zeit ab. Selektiert werden somit Zellen, die

Anteile aus beiden Zell-Typen enthalten (s. Abb. 3.17)

Immunkompetente
Lymphozyten
Inkubation HAT-Supplement
\(/’ -~ J Zellen ohne Myelomanteil Zellen ohne
% / sterben ab. Lymphozytenanteil

QT ™ sterben ab.
Myelom-Zellen
Abb. 3.17 Generierung und Selektion der Hybridom-Zellen. Zur besseren Veranschaulichung

wurde die Inkubation mit HAT-Supplement in die zwei ablaufenden Prozesse unterteilt.

Die selektierten Zellen wurden auf Mikrotiterplatten vereinzelt. Jede Linie erhielt ihren
Namen durch eine Kombination aus der Mikrotiterplatte und der Bezeichnung der einzelnen
Vertiefung. In jedem der 2 Ansdtze wurden mehr als 1000 Hybridom-Linien etabliert. Die
einzelnen Linien zeigten Wachstum und sekretierten Antikorper in den Kulturiiberstand. Die
entsprechenden Vertiefungen der Mikrotiterplatten wurden mikroskopisch untersucht.
Wurden in einer Vertiefung mehrere Zell-Kolonien gefunden, wurden diese auf eine weitere

Mikrotiterplatte verteilt.
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3.1.4.1 Direkter Nachweis der Antikorperbindung

Ein direkter Nachweis der Bindung des Antikérpers an ein Antigen ist moglich, wenn das
Antigen spezifisch markiert ist. Eine solche Mdglichkeit bietet die radioaktive Markierung
eines Molekiils. Zum Nachweis der Bindung der monoklonalen Antikorper an das
Zielmolekiil Marrubiin wurde daher radioaktiv markiertes Marrubiin nach den Angaben von
Knoss et al. (1997) hergestellt (s. Abschnitt 2.3.2). Es wurden 2,1 mg Marrubiin mit einer
Gesamtaktivitdt von 5730 dpm gewonnen.

Je 30 pl einer Losung des Marrubiins (63 pg; 172 dpm) wurden mit 300 pl eines Zellkultur-
Uberstandes (1, 2) mit Antikdrpern, die potentiell gegen Marrubiin gerichtet waren, inkubiert.
In einem weiteren Ansatz wurde ein gegen ein fremdes Hapten gerichteter Antikdrper im
Zellkultur-Uberstand in gleicher Art behandelt. Nach 7 Stunden Inkubationszeit wurden die
Proteinteile der Losung mit Hilfe eines Microcon-Réhrchens aufkonzentriert und die Losung
zweimal mit je 300 pl PBS gespiilt. Die aufkonzentrierte Proteinfraktion wurde, wie in
Abschnitt 2.3.4 beschrieben, diinnschichtchromatographisch untersucht. Eine Detektion des
proteingebundenen Marrubiins war aufgrund der ebenfalls mit Vanillin-Schwefelsdure
reagierenden Bestandteile des Zellkultur-Mediums nicht moglich, visuell wurde kein freies
Marrubiin detektiert. Die Startzonen der DC-Platte wurden daher mit einem Spatel abgehoben
und die Radioaktivitdt per Szintillationszéhler bestimmt (s. Abb. 3.18).

Die entsprechende Zone des Zellkultur-Uberstandes 2 zeigte nach der Analyse eine etwas
hohere Radioaktivitit als die des Uberstandes 1, der kaum von der unspezifischen Absorption
des fremden Antikdrpers zu unterscheiden war. Die Antikérper des Uberstandes 2 zeigen
demnach eine schwache, direkte Bindung des Marrubiins. Die gemessenen Werte sind jedoch
insgesamt sehr niedrig und streuen relativ stark. Gegebenenfalls wurde durch den
Methanolgehalt des FlieBmittels, analog der Elution bei Immunoaffinitdtssdulen (Shan et al.,
2000) auch groBere Anteil des gebundenen Marrubiins wieder vom Antikorper eluiert.

Da der Aufwand fiir die Herstellung von groferen Mengen radioaktiv markierten Marrubiins
mit einer hdheren spezifischen Radioaktivitit zu hoch gewesen wire, wurden die

Untersuchungen mit einer indirekten Methode, dem ELISA (s. Abschnitt 3.1.5) fortgesetzt.
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Abb. 3.18 Direkter Nachweis der Antikorperbindung an radioaktiv
markiertes Marrubiin. Je 30 pl einer Marrubiin-Lésung (172 dpm)

wurden mit je 300 pl eines Zellkultur-Uberstandes (1, 2) oder eines

Radioaktivitat [dpm]
N w
o o

fremden  AntikGrpers  inkubiert. Nachdem die  Antikorper

B m aufkonzentriert, gewaschen und auf einer DC-Platte von unspezifisch

’ Blind- fremder gebundenem Marrubiin gereinigt worden waren, wurde die
" Zeﬁ_kunie 1 i Radioaktivitat der entsprechenden Fraktionen bestimmt.

3.1.4.2 Screening der etablierten Zell-Linien

Die Antikorper wurden in einem indirekten ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
auf eine Aktivitit gegen Marrubiin untersucht. Dieses Standardsystem wird zur qualitativen
und quantitativen Bestimmung verschiedenster Antigene eingesetzt (Crowther, 1995;
Kemeny, 1994).

Dabei wird das Antigen (in diesem Fall Marrubenolsuccinat-Proteinkonjugat) an die Wénde
einer Polystyren-Mikrotiterplatte adsorbiert. Freie Valenzen der Mikrotiterplatte, die z.B. den
Antikorper adsorbieren konnten, werden mit einem neutralen Protein, z.B. Milchpulver oder
BSA blockiert. In einem zweiten immunologischen Schritt bindet der zu untersuchende
(primére) Antikorper an das auf diese Weise in immobilisierter Form présentierte Antigen.
Die Menge des gebundenen Antikorper wird mit Hilfe eines sekunddren Antikorpers
bestimmt, der gegen den priméren Antikorper gerichtet ist. In diesem Falle handelte es sich
um einen Anti-Maus-Antikdrper, der im konstanten Fc-Teil des murinen IgG bindet.

Am C-terminalen Ende des zweiten Antikorpers ist in der Regel ein Enzym gebunden, iiber
welches eine Farbreaktion katalysiert wird. Das System wird als indirekter ELISA bezeichnet,
weil das Enzym nicht direkt an den ersten Antikdrper gebunden ist, sondern iiber einen
zweiten Antikorper ,,indirekt” mit der Konzentration des ersten Antikorpers korreliert
(Crowther, 1995). Als Chromogen wurde ABTS (2,2’-Azino-di-ethylbenzothiazolin-
sulfonsdure) eingesetzt. Der Farbstoff reagiert unter Bildung eines griin gefarbten Radikal-
kations mit Wasserstoffperoxid unter der Katalyse von Peroxidase (Childs et al., 1975)

Da der sekundire Antikdrper iiber den primdren Antikorper und das immobilisierte Antigen
an der Wand der Mikrotiterplatte fixiert ist, steht die detektierte Menge des sekundéren
Antikorpers in direkter Korrelation zur Menge des Antigens bzw. zur Menge gebundenen

primdren Antikorpers (s. Abb. 3.19 und Abschnitt 2.6.4).
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6. Coating

Das Proteinkonjugat wurde wahrend der 12-stlindingen
Inkubationszeit an die Mikrotiterplatte adsorbiert. Das
Proteinkonjugat ist hier als gelbe Proteinbasis dargestellt,
aus der Uber den Sucinat-“Spacer” das Isoprenoid (blaue

Kugel) gebunden wurde.

7. Blockieren

Freie Valenzen der Oberflache der Vertiefung werden mit
fettfreien Milchpulver (Frema®) (blassgelbe Ldsung)
blockiert.

8. Inkubation mit dem murinen mAK

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten monoklonalen
Antikoérper (primarer Antikorper, violett) banden im
nachsten Inkubationsschritt an das immobilisierte

Proteinkonjugat.

9. Inkubation mit Anti-Maus-Antikorper

Anti-Maus-Antikoérper (als Konjugat mit Peroxidase, rot)
wurden im nachfolgenden Inkubationsschritt an den

konstanten Teil des primaren Antikdrpers gebunden.

10. Farbreaktion

Die Menge des gebundenen Antikérpers wurde indirekt
Uber eine  Farbreaktion  (Chromogen: ABTS®)
nachgewiesen. Je grofRer die Menge an in der Platte
befindlichem primaren Antikorper, desto groler die

Menge an gebildetem griinen Farbstoff.

Abb. 3.19 Schema des indirekten ELISA.
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Generierung und Charakterisierung monoklonaler Antikérper gegen Furanolabdanditerpene

Fiir dieses erste Screening wurde als Antigen das Konjugat aus Marrubenolsuccinat mit
Thyroglobulin eingesetzt. In der Grafik 3.19 ist dieses Konjugat durch einen gelben
Molekiilteil dargestellt, aus dem rot die Succinatspacer herausragen, die das
Furanolabdanditerpen (blaue Kugeln) tragen. Antikorper, die eine Bindung an dieses
Konjugat zeigten, sind nicht gegen den Proteincarrier gerichtet, da dieser nicht das in der
Immunisierung verwendete BSA als Tragerprotein enthielt.

Die Zell-Linien, die eine Bindung an das Konjugat zeigten, wurden aus den Mikrotiterplatten-
Vertiefungen in Anzuchtschalen iibertragen und dort kultiviert. Die Hybridom-Zellen
sekretierten Antikorper, die gegen den Marrubenolsuccinat-Teil des Molekiiles gerichtet
waren. Der Zellkultur-Uberstand, der die monoklonalen Antk&rper enthielt, wurde gesammelt

und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.
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Abb. 3.20 Antikérper aus Zell-Linien der Immunisierung A. Je 10 yl des Kulturiiberstandes der
einzelnen Zell-Linien wurde entsprechend Abschnitt 2.7.4 im ELISA gegen 0,4 ug Marrubenolsuccinat-
BSA-Konjugat eingesetzt. Die rémischen Zahlen unterscheiden den ersten Uberstand von einem 4

Wochen spater gewonnenen. Die Werte geben jeweils Mittelwerte aus drei Einzelbestimmungen an.
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3. Ergebnisse

Bei den Marrubenolsuccinat-Konjugaten wurden in der Immunisierung A 38 verschiedene
Zell-Linien und Subklone etabliert, in der Immunisierung B acht Linien (s. Abb. 3.20 und
3.21).

Bei den Zell-Linien von A fielen die Uberstinde von 1C1, 1C2, 5F2, 6A1, 9B5 und 9C1
sowie deren Subklone im ELISA besonders hohe Absorptionen auf. Diese Absorptionen
deuteten auf eine hohe Antikorperkonzentration bzw. hohe Affinitit der Antikdrper gegentiiber
dem Konjugat hin. Unter den Zell-Linien der Immunisierung B fiel nur Zell-Linie 6C5 durch
sehr hohe Absorptionen auf. Fiinf dieser sieben Zell-Linien wurden fiir eine weitere

Charakterisierung ausgewdhlt.
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Abb. 3.21 Antikorper aus Zell-Linien der Immunisierung B. Je 10 ul des Kulturiiberstandes der
einzelnen Zell-Linien wurde entsprechend 2.6.4 im ELISA gegen 0,4 pg Marrubenolsuccinat-BSA-

Konjugat eingesetzt. Die Werte geben jeweils Mittelwerte aus drei Einzelbestimmungen an.
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3.1.5 Optimierung des Testsystemes ELISA

Im ELISA wurden als Antigen die Proteinkonjugate der Isoprenoide eingesetzt. In der ersten
Voruntersuchung, in der Zell-Linien gegen BSA, das Protein der Immunisierung aussortiert
werden sollten, wurde das Konjugat mit Thyroglobulin als Tragermolekiil eingesetzt. Ebenso
wie bei der Immunisierung selbst war eine moglichst hohe Belegungsrate mit dem
entsprechenden Zielmolekiil notwendig, um eine moglichst grole Spanne zwischen starker,
schwacher und fehlender Bindung zu schaffen. Die Problematik der Belegung wurde bereits
in Abschnitt 3.1.3.5.2 diskutiert.

Auch unter der Verwendung des gleichen Proteinkonjugates gab es in einigen Féllen zunéchst
einmal nicht erkldrbare Ergebnisse. In Abb. 3.22 sind Ansdtze mit solchen Ergebnissen
nebeneinander gestellt. Die Antikorper der Zell-Linie 6C5 wurden in steigender
Konzentration im indirekten ELISA untersucht. Die Reihe eins gibt den erwarteten Verlauf
wieder: Mit steigender Antikorper-Konzentration steigt auch die gefundene Absorption. In
Reihe zwei ist die Grundabsorption bei 0,5 pl Zellkultur-Uberstand schon sehr hoch, bei 4-
8 ul ist bereits die maximale Bindung erreicht. Die Ergebnisse der Reihe 3 streuen sehr stark

und sind nicht mehr aussagekriftig.
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Abb. 3.22 Fehlerhafte ELISA. Steigende Mengen Zellkultur-Uberstand der Zell-Linie 6C5 wurden im
ELISA gegen 0,4 pg Marrubenolsuccinat-BSA-Konjugat eingesetzt. Jede Reihe gibt eine zu einem
anderen Zeitpunkt bzw. auf einer anderen Mikrotiterplatte durchgefiihrten Versuch an. Die Werte sind

jeweils Mittelwerte aus drei Einzelbestimmungen in nebeneinanderliegenden Vertiefungen.
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3. Ergebnisse

Das fiir die Versuche verwendete Proteinkonjugat wurde bei —20°C in lyophilisierter Form
gelagert. Bei genauerer Betrachtung erschien das Konjugat nach der Zugabe von PBS in
manchen Fillen nicht mehr gelost, sondern feinst suspendiert. Verldssliche Resultate
erbrachte nur eine Charge gleichmédfig und nur einmal gefrorener konzentrierter
Stammlosungen (1 mg / ml). Durch das Einfrieren und Auftauen wurde der hydrolytische
Prozess, bei dem die Bindung des Furanolabdans an das Proteinkonjugat verloren geht,
wahrscheinlich noch gesteigert. Gegebenenfalls unspezifisch adsorbiertes Marrubenolsuccinat
ging aufgrund der Konformationsdnderung des Proteins durch die Einfrier- und
Auftauvorginge zusitzlich verloren.

Zur Uberpriifung der Uberlegungen beziiglich dieser Fehlerquellen wurde ein frisch
hergestelltes Marrubenolsuccinat-BSA-Konjugat wiederholt eingefroren und aufgetaut. Von
jedem dieser Schritte wurden gleiche Mengen in die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte
gegeben und mit verschiedenen Konzentrationen an Zellkultur-Uberstand 6C5
(Immunisierung B) versetzt. Nach dem ersten Zyklus war das Konjugat intakt. Steigende
Mengen des Zellkultur-Uberstandes korrelierten mit steigender Absorption im ELISA. Schon
im zweiten Zyklus waren die Daten aufgrund stirkerer Streuung unkorreliert. Ab dem dritten
Zyklus traten feinste Ausfillungen auf. Das Konjugat band insgesamt schlecht an die
Mikrotiterplatte, wie die niedrigen Absorptionen zeigen (s. Abb. 3.23). Diese Phdnomene sind
nicht unbekannt. Nach Erlanger (1973) kommt es gelegentlich zu einer ,,Alterung und somit
Unbrauchbarkeit von Proteinkonjugaten, die ihre Loslichkeit bzw. das Zielmolekiil verlieren.
Als Losung bietet sich derzeit nur die konsequente Verwendung der aliquotierten

Stammldsungen an.
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Abb. 3.23 Beispiel fiir den Einfluss wiederholter Auftauvorgange auf die Qualitit des
Proteinkonjugates im ELISA. Eine Probe eines Proteinkonjugates mit Marrubenolsuccinat wurde
wiederholt eingefroren. Nach jedem Auftauvorgang wurde ein Teil auf die gleiche Mikrotiterplatte
pipettiert. Zu den vier auf diese Weise erhaltenen Ansatzen wurden steigende Mengen des
Kulturiberstandes der Zell-Linie 6C5 (Immunisierung B) gegeben. Die Daten sind jeweils Mittelwerte

aus drei Einzelmessungen.
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Auch die zu untersuchenden Antikorper verloren bei der Lagerung der Zellkultur-Uberstinde
in Falcon-Tubes bei 4°C zunehmend an Funktionalitdt (s. Abb. 3.24). Zuséitzlich waren die
mit fetalem Kélberserum angereichterten Losungen bei dieser Art der Lagerung stdrker durch
Kontamination durch Mikroorganismen geféhrdet.

Die monoklonalen Antikdrper wurden deswegen ebenfalls in Aliquots bei —20°C gelagert. Die
Auswertung der kompetitiven ELISA wurde in einem relativen Mafistab, im Vergleich zu
Blindwerten, dargestellt, da die Reaktion des Antikorpers je nach Alter des verwendeten
Zellkultur-Uberstandes nicht vergleichbar war. Bei Lagerung bei 4°C verloren die Antikdrper
an Empfindlichkeit, was zu ungenauen und nichtreproduzierbaren Ergebnissen fiihrte.

Die zu verschiedenen Zeitpunkten gewonnenen Zellkultur-Uberstande waren ebenfalls nicht
immer vergleichbar. Direkt nach der Fusion enthalten die Hybridom-Zellen einen doppelten
Chromosomensatz. Nur die Halfte stammt jedoch von der immunkompetenten Milzzelle. Mit
fortschreitender Kultivierung verlieren die Zellen nach und nach das iiberschiissige
Erbmaterial, gegebenenfalls auch die Information, die den entsprechenden Antikdrper betrifft.
Da dieser Mechanismus in jeder einzelnen Zelle der Zellkultur unterschiedlich ablduft, kann
nach Monaten die Antikorperproduktion der Zell-Linie abnehmen oder gar versiegen. Daher

ist eine adiiquate Lagerung der Zellkultur-Uberstiinde bei —20°C wichtig.
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'I_ Abb. 3.24 Lagerung der Zellkultur-Uberstinde.
02 11T Der Kulturiiberstand der Zell-Linie 6C5 wurde fiir
01 ERns 2 Wochen bei —20°C bzw. bei 4°C gelagert, ein
weiterer Teil 6 Monate bei 4°C. Im ELISA wurden
0 N v g e ey | -3 0,4 uyl Konjugat / Vertiefung (auf einer
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B f 2Wochen | 2 Wochen | 6 Monate Uberstandes inkubiert. Weitere Details der
5 bei -20°C bei 4°C bei 4°C
g ! ‘ Methode unter 2.7 4.
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3. Ergebnisse

Peroxidase-Farbreaktion

Die Peroxidase-Farbreaktion basiert auf der Umsetzung von Wasserstoffperoxid durch die an
den Anti-Maus-Antikérper gekoppelte Peroxisdase. Als Chromogen wurde ABTS (2,2’-
Azino-di-(3-ethyl)-benzthiazolin) eingesetzt. Eine intensivere Farbentwicklung korrelierte mit
einer hoheren gebundenen Menge des zu untersuchenden Antikdrpers.

Die Farbstoftbildung war jedoch nicht linear, wie Abb. 3.25 zeigt. Die Farbstoffbildung
schritt je nach Farbstoffmenge und Menge der vorhandenen Peroxidase unterschiedlich rasch
voran. Der Farbstoff zersetzte sich nach Beendigung der Reaktion jedoch zunehmend, was
eine quantitative Bestimmung erschwert. Der gebildete Farbstoff wurde daher nach jeweils
genau 30 Minuten photometrisch bestimmt. Zusétzlich war entsprechend McCoy-Messer et
al. (1993) darauf zu achten, dass der pH-Wert von 4,2 genau eingehalten wird.

Nach Kemeny (1994) ist auch die Konzentration des Wasserstoffperoxids von grofBer
Bedeutung, da bei zu hoher Peroxid-Konzentration das Enzym an Aktivitét verliert und bei zu
geringer Konzentration die Reaktion weniger empfindlich ist. Portionen des einzusetzenden

Wasserstoffperoxids wurden daher bei 4°C autbewahrt.
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3. Ergebnisse

3.1.6 Charakterisierung der monoklonalen Antikorper gegen Furano-

labdanditerpene und erste Anwendung

Zur Charakterisierung der monoklonalen Antikdrper wurde eine andere Form des ELISA, der
kompetitive ELISA eingesetzt. Hierbei kompetiert das Zielmolekiil des immobilisierten
Proteinkonjugates mit einem zweiten Molekiil ( = Kompetitor), das sich zusammen mit dem
monoklonalen Antikorper in Losung befindet. Je besser der Kompetitor an den monoklonalen
Antikorper bindet, desto weniger Antikdrper bleibt zur Bindung an das immobilisierte
Proteinkonjugat. Die Menge des mit dem zweiten Antikorper und der gekoppelten
enzymatischen Reaktion nachweisbaren Antikérpers nimmt also bei gleicher Bindungsstérke
mit zunehmender Kompetition ab. Durch entsprechende Wahl verschiedener Kompetitoren
wird das Epitop, das der Antikorper als Teil des Zielmolekiils bindet, bestimmbar
(s. Abb. 3.26).

3a. Priinkubation der murinen Antikorper ¢ / (\(( S\f » ,{))k\\
A —~ ©
mit einem potentiellen Kompetitor o O // 2 QO i
IC VN
: - o Fa . o o
Die Antikérper wurden in einem Glas-Flaschchen mit »* ,}\(\\ of »\\\\\
dem  moglichen  Kompetitor (grine  Kugeln) §/ f") 3 o
\ 7
vorinkubiert. Das Gemisch wurde in die Vertiefungen o /&( /}/(\ o . s
der Mikrotiterplatte pipettiert. |
3b. Inkubation der monoklonalen Antikorper — —
mit dem Kompetitor und dem immobilisierten % Q@ o ? Q’ N
Proteinkonjugat Os v _ »\
C/{ %) \\\\ p /
Band der Kompetitor an den monoklonalen //(\\ o »\\\
Antikérper, stand fur die Bindung an das o \kk’ ‘ s “%
immobilisierte Proteinkonjugat weniger Antikérper zur ‘/,\\)\\ﬁ(( quQ o? ‘(«}
Verfiigung. — - >——

Abb. 3.26 Schema der zusatzlichen Schritte im kompetitiven ELISA. Mit Hilfe verschiedener
strukturell nahe verwandter Kompetitorsubstanzen ist es mdglich, diejenigen Teile des Zielmolekils zu
bestimmen, die als Hapten fiir den jeweiligen Antikdrper fungierten. Beinhaltete der Kompetitor dieses
Hapten ebenfalls und band an den Antikérper, stand fir die Bindung an das immobilisierte
Proteinkonjugat im ELISA weniger Antikorper zur Verfigung. Die Durchfihrung des indirekten ELISA
ist in Abschnitt 3.1.4.1 beschrieben.
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Generierung und Charakterisierung monoklonaler Antikérper gegen Furanolabdanditerpene

Die Kompetitoren, die zur Charakterisierung verschiedener Zell-Linien im kompetitiven

ELISA eingesetzt werden sollten, zeigten eine geringe Wasserloslichkeit. Die Inkubation mit

den Kompetitorsubstanzen musste daher zum Teil in Gegenwart organischer Losungsmittel

durchgefiihrt werden. Hierbei erwiesen sich Aceton, Dioxan und DMSO selbst in 5%iger

Konzentration als inkompatibel mit den Antikérpern. Ethanol und besonders Methanol waren

besser geeignet. Bei Konzentrationen von bis zu 20% (V/V) blieb eine Restaktivitit der

Antikorper erhalten. Mit zunehmendem Methanolanteil nahm die Absorption nur leicht zu

(s. Abb. 3.27).
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10%
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20%

Abb. 3.27 Einfluss organischer Losungsmittel auf den ELISA. 5ul des Kultur-Uberstandes 6A1

wurde mit steigenden Konzentrationen organischer Losungsmittel in PBS inkubiert. Fir weitere

methodische Details s. 2.6.4. Methanol zeigte die geringste Beeintrachtigung der Empfindlichkeit.

77



3. Ergebnisse

3.1.6.1 Checkerpoint-Titration

In einem ersten Screening waren die Zell-Linien 1C1CI11, 1C2, 5F2, 6A1, 6CS5, 9B5 und
9CIC8 durch hohe Absorptionen im indirekten ELISA aufgefallen. Diese hohen
Absorptionen deuten auf eine hohe Antikdrpermenge oder hohe Bindungsaffinitit hin. Die
Zell-Linien wurden daher zur weiteren Charakterisierung ausgewihlt. Die Uberstinde der
Zell-Linien 1C2 und 9B5 zeigten mit zunehmender Kultivierungsdauer im ELISA immer
geringere Absorptionen, was darauf hindeutet, dass die Hybridom-Zellen die Fihigkeit

verloren, Antikérper zu binden. Die beiden Zell-Linien wurden daher nicht weiter untersucht.

Die sogenannte Checkerpoint-Titration wurde eingesetzt, um fiir den kompetitiven ELISA
eine optimale Korrelation zwischen der Menge des eingesetzten Proteinkonjugates, des
Zellkultur-Uberstandes und mdglicher Kompetitoren zu finden. Hierfiir wurden steigende
Konzentrationen des entsprechenden Zellkultur-Uberstandes oder gereinigten Antikdrpers mit
einer gleichbleibenden Konzentration Proteinkonjugat inkubiert (s. Abb. 3.28).

In halblogarithmischer Darstellung ergab sich fiir die einzelnen Uberstinde bzw.
aufgereinigten Antikorper eine Kurve, anhand derer das optimale Verhiltnis von
Proteinkonjugat und Antikorper bestimmt werden konnte (s. Abb. 3.29). Geeignet fiir ELISA-
Systeme ist nur der Bereich mit mdglichst grofer Steigung. Fiir den kompetitiven ELISA
sollte eine Konzentration aus dem oberen Drittel des linearen Kurvenanteils gewéhlt werden.
Die Kompetition und damit die verminderte Bindung des Antikorpers an das Proteinkonjugat
zeigt so den deutlichsten Effekt. Die Antikorper der Zell-Linie 1C1C11 zeigten ein lineares
Intervall zwischen 5 und 20 pl, ebenso 5F2. 6A1 konnte mit 2 - 10 pl bereits in geringeren
eingesetzt werden, genau wie 9C1C8. 6C5 hat mit 2- ca. 7 pul das engste Intervall (s. Tab. 3.3).

Name der Zellkultur | Immunisierung | Checkerpoint-Titration
1C1C11 MIN A 05 —-20 pl
5F2 MIN A 05 —20 ul
6A1 MIN A 02 —20 ul
6CS MIN B 02 -07 ul
9C1C8 MIN A 02 —20 ul

Tab. 3.3 Charakterisierte Zell-Linien aus Immunisierungen mit Marrubenolsuccinat-Konjugat.
Die Abkirzung MIN steht fir Marrubiin, die Zielstruktur, gegen die die monoklonalen Antikorper

gerichtet sein sollten.
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Abb. 3.28 Checkerpoint-Titration verschiedener Zell-Linien und gereinigter Antikorper aus den
Immunisierungen mit Marrubenolsuccinat-Proteinkonjugat. 0,1 — 60ul verschiedener Antikdrper-
Lésungen wurden mit 0,4 ug/ Vertiefung Marrubenolsuccinat-Proteinkonjugat inkubiert. Die Antikérper
6A1, 1C1C11 und 6C5 wurden als Zellkultur-Uberstand eingesetzt. 5F2 und 9C1C8 wurden in Form
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3. Ergebnisse
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3.1.6.2 Kompetitionen

Mit Hilfe der Daten aus der Checkerpoint-Titration wurden die Antikérper der Zell-Linien
ICIC11, 5F2, 6A1, 6C5 und 9C1C8 im kompetitiven ELISA getestet. In allen Fillen wurde
eine Konzentration von 5 pl Zellkultur-Uberstand pro 100 pl PBS eingesetzt. Fiir die Charak-
terisierung standen als Kompetitoren Marrubiin, Marrubenol, Sclareol, Galeopsin,
Leosibiricin, Bernsteinsdure und Furan-3-carbonsidure zur Verfiigung (s. Abb. 3.30).
Steigende Mengen der verschiedenen Kompetitoren wurden zu einer konstanten Menge an
Zellkultur-Uberstand und konstanter Menge an Proteinkonjugat pipettiert.

Um die Bindung des Antikorpers an einen moglichen Kompetitor zu erhéhen, wurden diese
beiden Komponenten vorinkubiert. Hierfiir wurde der Kulturiiberstand der zu untersuchenden
Zell-Linie und der Kompetitor fiir eine Stunde vorinkubiert. Das Gemisch, in dem die
Bindung des Kompetitors an den Antikorper bereits stattgefunden hat, wurde dann in die
Mikrotiterplatte und zu dem immobilisierten Proteinkonjugat gegeben (s. Abschnitt 2.6.5).
Die untersuchten Diterpene sind nur begrenzt wasserldslich. Sie wurden daher in organischen
Losungsmitteln  (Methanol, Dichlormethan, Aceton) in Glasvials eingefiillt. Das

Losungsmittel wurde durch Druckluft entfernt.

/4 Galeopsin
Marrubenol (o) Leosibiricin
Marrubiin
ioz _~_-COOH
\ / HOOC
COOH ;
Furan-3-carbonsaure Sclareol

Bernsteinséaure
Abb. 3.30 Kompetitorsubstanzen zur Charakterisierung der Antikérper gegen

Marrubenolsuccinat.
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3. Ergebnisse

Mit den Antikorpern der Zell-Linie 6A1 konnte Marrubiin als Kompetitor in einer
Konzentration von 0,75 nmol /100 pl nachgewiesen werden. Die Grafik 3.31 zeigt die
Abnahme der gebildeten Farbstoffmenge im Vergleich zur Inkubation ohne Kompetitor.
Kompetition zeigten auch Marrubenol und das Furanolabdanditerpen Galeopsin, nicht aber
das Labdanditerpen Sclareol und auch nicht Leosibiricin, ein Labdanditerpen mit
Priafuranstruktur. Ascorbinsdure als Antioxidans hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die
Peroxidasereaktion.

Kompetition wurde auch mit Furan-3-carbonsdure beobachtet. Besonders letztere
Kompetition zeigt, dass Antikdrper der Zell-Linie 6A1 allgemein gegen 3-substituierte
Furanstrukturen gerichtet sind (s. Abb. 3.31 und 3.32).

Die Zell-Linien 1C1C11, 5F2, 9C1C8 und 6C5 wurden ebenfalls mit Hilfe des kompetitiven
ELISA charakterisiert. Die Antikorper der Zell-Linie 1C1C11 scheinen ein Epitop zu
erkennen, das dem der Linie 6A1 dhnelt. Auch hier wurde eine schwache Kompetition mit
Marrubenol und Furan-3-carbonsidure nachgewiesen. Die Antikdrper der Zell-Linie 5F2
zeigten nur Kompetition mit Marrubenolsuccinat und mit Bernsteinsdure. Die Antikorper
dieser Zell-Linie sind gegen den Succinat-,,Spacer* gerichtet. Vor der Immunisierung und im
Organismus der Maus fand wahrscheinlich eine Hydrolyse des Konjugates statt, die zu
unsubstituiertem Succinat am Proteinkonjugat fiihrte.

9CIC8 und 6C5 sind Zell-Linien, deren Antikérper auch eine Bindung an Sclareol, ein
Labdanditerpen ohne Furansubstituenten, zeigten. Eine Kompetition mit Furan-3-carbonsiure
wurde bei beiden Zell-Linien nicht beobachtet. 6C5 zeigte zusitzlich eine Kompetition mit
Galeopsin. Die einzelnen Zell-Linien und die Daten der Kompetitionen sind in Abb. 3.33
zusammengefasst.

Fiir die weitere Charakterisierung sind zunidchst neue Kompetitorsubstanzen notwendig, um
die Antikorper und das Ziel, gegen das sie gerichtet sind, genau definieren zu konnen.
Insgesamt fithrten zwei Immunisierungen zu monoklonalen Antikdrpern, die gegen
mindestens drei verschiedenen Epitopen gerichtet sind. Zwei sind auf den Furanring gerichtet,
eine bindet an den verwendeten Succinat-Spacer und zwei sind auf das Labdangrundgerist

zuriickzufiihren.
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Abb. 3.31 Kompetition verschiedener Substanzen mit Antikorpern der Zell-Linie 6A1 AntikOrper
der Zell-Linie 6A1 wurden mit verschiedenen Konzentrationen einer Kompetitor-Lésung in PBS
inkubiert, bevor das Gemisch in die ELISA-Vertiefungen Ubertragen wurde. Kompetition wurde durch

Abnahme der Farbstoffbildung bei zunehmender Kompetitorkonzentration nachgewiesen.
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Abb. 3.32 Kompetition verschiedener Substanzen mit Antikérpern der Zell-Linie 6A1 fehlt
Antikorper der Zell-Linie 6A1 wurden mit verschiedenen Konzentrationen einer Kompetitor-Lésung in
PBS inkubiert, bevor das Gemisch in die Mikrotiterplatten-Vertiefungen (bertragen wurde. Im

Gegensatz zu den Kompetitoren der Abb. 3.5.3.2. fehlt die Abnahme der Farbstoffentwicklung.
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3. Ergebnisse

Zell-Linie Kompetition
1C1C11 |+ : )
5F2 - + - + - - - -
6A1 + + + - + - + -
6CS + + + - + + -
9C1C8 + + + -
HOOC/\/COOH Galeopsin /
HO OH Bernsteinsaure OH  Liran-3-carbonsaure
OH Marrubenol
o . B
Marrubenolsuccinat Sclareol
o
(0]

Tab. 3.33 Zusammenfassung der Ergebnisse der Kompetitions-Assays. Die verschiedenen Zell-
Linien wurden mit steigenden Mengen (3 bis 30 nmol) der verschiedenen Kompetitoren inkubiert. ,+*
symbolisiert eine Kompetition, ,(+)* eine schwache bzw. unsichere Kompetition und ,-“ fehlende

Kompetition. Leere Felder bedeuten noch nicht durchgefihrte Kompetitionsversuche.
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3.1.6.3 Anwendungsmoglichkeiten

Die monoklonalen Antikorper sollen unter anderem fiir Reihenuntersuchungen von Pflanzen
und deren Zubereitungen auf das Vorkommen von Furanolabdanditerpenen eingesetzt
werden. Die Antikorper wurden daher in einem kompetitiven ELISA mit wissrigen Tee-
Extrakten (Dekokten) verschiedener Furanolabdanditerpenhaltiger Arzneipflanzen inkubiert.
Wenn die Antikoérper auch die Furanolabdanditerpene innerhalb der Matrix eines
Pflanzenextraktes binden, kann das System auf vielfdltige Weise in der Naturstoffanalyse
eingesetzt werden. Fiir eine derartige Untersuchung eignen sich besonders die mAk der Zell-
Linie 6A1, da das Epitop, an das die Antikdrper binden, genau bekannt ist. Die mAK
fokussieren 3-substituierte Furanringe.

Wissrige Extrakte von Marrubium vulgare, Leonurus cardiaca und Galeopis segetum zeigten
jeweils Kompetition in diesem System (s. Abb. 3.34), Melissa officinalis dagegen nicht. Die
Versuche zeigen, dass der Nachweis von Furanolabdanditerpenen mit Hilfe der monoklonalen
Antikorper der Zell-Linie 6Al1 auch in komplexen Vielstoffgemischen moglich ist.
Furanolabdanditerpene in Arzneipflanzen wurden bereits von Kndss (1996) mit Hilfe eines
photometrischen Tests nachgewiesen. Es wurden dabei deutliche Unterschiede in der Menge
an Furanolabdanditerpenen in Mustern der verschiedenen Arzneipflanzen gefunden. Solche
Differenzen konnten im kompetitiven ELISA nicht beobachtet werden. Eine Quantifizierung
der FLD scheint daher mit Hilfe der Antikérper der Zell-Linie 6A1 nicht moglich, wohl

jedoch eine qualitative Einschitzung.
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Abb. 3.34 Kompetition verschiedener Tee-Extrakte mit Antikorpern der Zell-Linie 6A1. Analog
den in Abschnitt 2.3.3 beschriebenen Konditionen wurden Dekokte verschiedener Arzneipflanzen mit
je 5ul Zellkultur-Uberstand der Linie 6A1 inkubiert.

85



3. Ergebnisse

Im Rahmen dieses Projektes wurden monoklonale Antikérper gegen drei verschiedene
Epitope des Hapten Marrubenolsuccinat etabliert und charakterisiert. Die Antikorper der Zell-
Linie 5F2 fokussieren den Succinat-Spacer. Die mAk aus 6A1 binden an 3-substituierte
Furanringe, die mAk aus 1CI1CI11 wahrscheinlich an ein dhnliches Epitop. Besonders fiir die
weitere Charakterisierung der Antikérper der Zell-Linien 6C5 und 1CIC11 fehlen
Kompetitoren, die als Labdanditerpene Kreuzreaktionen mit dem unterschiedlich

substituierten Labdan-Bicyclus erkennbar machen.

86



Generierung und Charakterisierung monoklonaler Antikérper gegen pentacycl. Triterpene

3.2 Generierung und Charakterisierung monoklonaler Antikdrper gegen

pentazyklische Triterpene

3.2.1 Strategie

Die Erkenntnisse, die im Rahmen der Versuche mit Furanolabdanditerpenen gewonnen
worden waren, sollten nun an einer zweiten Zielstruktur erweitert werden. Hierfiir wurde das
pentazyklische Triterpen Oleanolsdure ausgewahlt. Oleanolsdure ist genuin in verschiedenen
Pflanzen vorhanden (Liu, 1995), sie bildet auch die Basis vieler dhnlich gestalteter
Sapogenine der Triterpensaponine (Mahato et al., 1988; Price et al., 1987). Oleanolsdure ist
kommerziell erhéltlich (Sigma), so dass filir dieses System die aufwéndige Extraktion und
Reinigung dieses Ausgangsstoffes entfiel.

Aufgrund der Schwierigkeiten, die die Verwendung eines Bersteinsdure-Spacers bei der
Synthese des Proteinkonjugates mit Marrubenolsuccinat bereitet hatte, wurden fiir
Oleanolsidure zwei verschiedene Proteinkonjugate synthetisiert. Das erste wurde mit
Oleanylsuccinat, also unter Verwendung eines Spacers und unter Bindung an den Ring A,
hergestellt. In einem zweiten Konjugat wurde Oleanolsdure ohne weitere Verdnderungen
eingesetzt, die Bindung also iiber die Carboxylfunktion zwischen den Ringen D und E
gekniipft (s. Abb.3.35). Dadurch konnte zum einen untersucht werden, ob die Verwendung
eines solchen ,,Spacers® wirklich notwendig ist. Zum anderen bieten die beiden verschiedenen
Ankniipfungspunkte ggf. die Mdoglichkeit, zwei verschiedene Antikorper zu erzeugen, deren
Epitope sich nicht iiberlappen. Zwei derartige Antikorper erlauben, z.B. in einem Sandwich-
ELISA (Crowther, 1995) eine noch spezifischere Erfassung eines definierten Zielmolekiils.
Die Generierung und Charakterisierung der Antikdrper wurde analog der fiir die

Furanolabdanditerpene beschriebenen Schritte durchgefiihrt.
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3.2.2 Synthese geeigneter Zielstrukturen fiir die Immunisierung und

Antikorper-Charakterisierung

Oleanolsédure wurde entsprechend den Reaktionen fiir Furanolabdanditerpene mit LiAlH4 mit
einer Ausbeute von iiber 90% zum Oleanlyalkohol reduziert. Die Veresterungen mit
Essigsdureanhydrid bzw. Bernsteinsdureanhydrid verliefen ebenfalls mit hohen Ausbeuten
von iiber 80%. Die Derivatisierungsreaktionen sind in Abbildung 3.35 zusammengefasst. Die
Untersuchung der Produkte mittels DC fiihrte zu den folgenden Rf-Werten: Unter
Verwendung von Kieselgel 60 F,s4 -Platten und dem FlieBmittel Chloroform/Methanol (95:5)
ergab sich fiir Oleanolsdure Rf = 0,59, Oleanylalkohol Rf = 0,71, Oleanylacetat Rf = 0,39 und
Oleanylsuccinat Rf = 0,92 (s. Abb. 3.36). Zum Nachweis der Identitdt der Produkte wurden
'H-NMR, "C-NMR und DEPT 135-Experimente herangezogen. Die gefundenen Daten
entsprechen den Angaben in der Literatur. Die Spektren sowie eine Zusammenfassung sind

im Spektrenanhang dargestellt (s. Abschnitt 8).

Erythrodiol
LiAIH,

in THF

__ Essigséureanhydrid .

COOH in Pyridin

o

\Bernsteinsére— /J§o Oleanylacetat

anhydrid

- +
Oleanolsaure \ 4-DMAP

in
Dichlormethan\
HONO Oleanylsuccinat

Abb. 3.35 Derivatisierungsreaktionen von Oleanolsaure (33-Hydroxy-olean-12-en-28-olsaure). Die

HO

Produkte Oleanylsuccinat (Bernsteinsaure-mono-(Olean-28-carboxyl-12-en-3[3-yl)-ester), Oleanyl-
acetat (3p-Acetoxy-olean-12-en-28-olsadure) und Erythrodiol (Olean-12-en-3f3,28-diol) wurden mittels
DC, NMR und MS identifiziert.
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Abb. 3.36 DC der im Rahmen dieser Arbeit
dargestellten Derivate der Oleanolsdure. Die
Substanzen wurden auf einer DC-Fertigplatte
Kieselgel 60 Fos4 mit dem FlieRmittel
Chloroform:Methanol ( 95 : 5 ), Laufhdhe 6 cm

getrennt und mit Anisaldehyd-Schwefelsdure-

Oleanolsaure
Erythrodiol
Oleanyl-
succinat
Oleanylacetat

reagenz detektiert.

Die Identitdt der Oleanolsdurederivate wurde weiterhin durch MS-Experimente belegt. Alle
gefundenen Massen stimmten mit den flir die jeweiligen Produkte in der Literatur

angegebenen Werten iiberein (s. Tab. 3.5). Die jeweiligen Spektren befinden sich ebenfalls im

Anhang.
Substanz Gefundene Masse | Masse It. Literatur | Quelle
Oleanolsiure 456,4 456 Ulubelen et al., 1999
Erythrodiol 442 .4 442 Lee et al., 2000
Oleanylacetat |498,3 498 Kim et al., 1999
Oleanylsuccinat | 556,3 556,77 Yang et al, 1997

Tab. 3.5 MS-Untersuchung der Derivate der Oleanolsaure. Alle Produkte wurden mit Hilfe des El-

Verfahrens untersucht und die gefundenen Massen mit den Literaturwerten verglichen.

Um monoklonale Antikérper generieren zu kdnnen, mussten zundchst die Proteinkonjugate
der Zielstrukturen hergestellt werden. Hierfiir wurden sowohl Oleanylsuccinat als auch
Oleanolsdure nach der ,Methode des gemischten Anhydrids“ an bovines Serumalbumin
(BSA) bzw. Thyroglobulin (THY') gekoppelt.

Oleanolsdure ist nicht wasserloslich und wurde dementsprechend bei der Reinigung des
Produktes mit Hilfe der Dialyse nicht entfernt. Nach der Lyophilisation der entsprechenden
Losungen wurde der Riickstand in PBS-Puffer aufgenommen und nicht geloste Oleanolséure
abzentrifugiert. Problematisch war dabei jedoch die teilweise schlechte Loslichkeit der

Proteinkonjugate.
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Alternativ wurden die Proteinkonjugate mit Hilfe der GréBenaustauschchromatographie an
einer Sephadex A25-Sdule gereinigt. Die Konjugate wurden vollstindig von nicht

konjugiertem Triterpen und den anderen Begleitsubstanzen getrennt (s. Abb. 3.37)

Mokoular siems Enjagat rens FAOHZ11001:17 UF -~ Mokauhr ders Korjuat ven FaOHZ11001:17_ Caed  — — Molkoular siave Bt ven Ha OH 311001:17_Fractiores
mAIT

2500

200

1300

1000

i)

| | I
[ |11|12|13|14|15|16|1?|18|]9 2u|21|:{a|23|24|25| Waste
00 50 100 150 200 250 ml

Abb. 3.37 Reinigung von 3 mg Oleanolsdure-BSA-Konjugat mit Hilfe einer Sephadex A-25-
Saule. Es wurden Fraktionen zu je 1ml gesammelt. Die blaue Kurve zeigt die UV-Absorption bei 215
nm innerhalb der Durchflusszelle. Die laufenden Nummern (rot) bezeichnen die einzelnen Fraktionen.
Bei Fraktion 9-12 eluiert das Proteinkonjugat von der Saule, ab Fraktion 17 die Begleitsubstanzen der

Reaktion, wie auch die braune Kurve (Leitfahigkeit) zeigt.

Wie bereits oben beschrieben, waren die Konjugate von Oleanolsdure nur begrenzt in Wasser
bzw. PBS I6slich, die Konjugate mit Oleanylsuccinat kaum. Eine Immunisierung ist mit
unldslichen Proteinkonjugaten durchaus moglich (Erlanger, 1980). Zumindest fiir die
Untersuchungen im ELISA muss jedoch ein 16sliches Konjugat zur Verfligung stehen, das
adsorptiv an die Polystyren-Wiande der Mikrotiterplatte gebunden werden kann. Nach
verschiedenen Loslichkeitsversuchen konnte ein Teil der in PBS unloslichen Reste in 50%
Isopropanol in Losung gebracht werden. (s. Abb. 3.38). Die Ausbeute betrug fiir das
Oleanolsdure-BSA-Konjugat 77%, fiir das entsprechende THY-Konjugat 36%, fiir das
Oleanylsuccinat-BSA-Konjugat 10% und fiir das Oleanylsuccinat-THY-Konjugat 32%.
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geloster Anteil des Proteinkonjugates [%]

Oleanolsaure-BSA-Konjugat

50% Oleanolsaure-Thyroglobulin-Konjugat
'0

Isopropanol
2

Isopropanol |sopropanol
in PBS ;

Spiillésung (je 1ml)
Abb. 3.38 Loslichkeit der Proteinkonjugate mit Oleanolsdure bzw. Oleanylsuccinat in Wasser
und Isopropanol. Je 5 mg des entsprechenden Konjugates wurden in der entsprechenden
Splllésung suspendiert. Nach kurzer Zentrifugation wurde die Uberstehende klare Ldsung
abgenommen und der Proteingehalt mit Hilfe des Bradford-Testes bestimmt. Das Pellet wurde in der

nachfolgenden Splllésung resuspendiert.

Die Belegungsrate der Proteinkonjugate konnte bisher nur flir die entsprechenden BSA-
Konjugate bestimmt werden. Die Belegung der Thyroglobulin-Konjugate konnte nur
qualitativ nachgewiesen werden. Im DC wurden die Konjugate mit Anisaldehyd-
Schwefelsdurereagenz angeférbt, die reinen Proteine dagegen nicht.

Die GroBenzunahme der BSA-Konjugate mit Oleanolsdure (Ol) und Oleanylsuccinat (Olsuc)
war schon im SDS-PAGE deutlich zu erkennen. Die Bindung iiber die primaére
Carboxylfunktion des Oleanylsuccinats fiihrte dabei zu hoheren Bindungsraten als die des
tertidren Carboxyls der Oleanolsdure. In beiden Féllen zeigte das Produkt eine Molekiilgrof3e
um oder iiber 70.000 Da (s. Abbildung 3.11).

Die apparative Ausstattung des MALDI-TOF reichte noch nicht aus, die Molekiilgroe der
Thyroglobulin-Konjugate zu bestimmen. Fiir das Oleanolsdure-Konjugat wurde eine mittlere
Masse von 67.271 Da (zweites Maximum bei 67.799 Da) ermittelt (s. Abb. 3.39). Bei einem
Molekiilgewicht von MW ojeanosiure= 456 g/mol entspricht das einer durchschnittlichen Menge
von 2,3 (3,5) Molekiilen Oleanolsdure. Reines BSA zeigte erwartungsgemill eine Masse von
66.222 Da (s. Abb. 3.12). Fiir das Konjugat mit Oleanylsuccinat wurde eine mittlere Masse
von 70.429 Da ermittelt (s Abb. 3.40). Bei einem Molekulargewicht von MWoicanyisuccinat=
556 g/mol entspricht die Massendifferenz von 4207 Da einer durchschnittlichen Menge von

7,6 Molekiilen Oleanylsuccinat.
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Mode: Linear, Source: 20000, Extraction: 19950, Focus: 15500 Cal: HHPEGTH)
Fulse: 1300, Matrix Sup.: 5000
Laser Coarse: 100, Laser Fine: 40, Shots Summed: 5
bbsa 38 (4.434) 5m (55, 2¢50.00); 50 (12,30.00 ); Cm (2:52-(24+34)) TOF LD+
6622264 1688
100+
o]
80171.76
55358.23 8485605
>
e B B B B o L o Ll B R o B b o e B L o o o B s sl (114
55000 57500  f0000 62500 65000 67500 70000 72500 75000 77500 80000 82500 85000 87500 90000

Abb. 3.1

MALDI-TOF-Experiment zur Bestimmung der Masse des zur Konjugation

eingesetzten BSA. Die durchschnittliche Masse entspricht dem erwarteten Wert von 66.222 Da.
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Abb. 3.39 MALDI-TOF-Experiment zur Bestimmung der Masse des Proteinkonjugates von

Oleanolsaure mit BSA. Die durchschnittiche Masse des Konjugates betragt 67.271 Da, weitere
Maxima liegen bei 66.891Da und 67.799 Da.

Cal: HHPEG15
Pulse: 1300, Matrix Sup.: 5000
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Abb. 3.40 MALDI-TOF-Experiment zur Bestimmung der Masse des Proteinkonjugates von

Oleanylsuccinat mit BSA. Die durchschnittliche Masse des Konjugates betragt 70.429 Da.
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3.2.3 Gewinnung monoklonaler Antikorper gegen Oleanolsiure

Fiir die Immunisierung standen je ein Konjugat mit Oleanolsdure und Oleanylsuccinat zur
Verfligung. Da die genaue Belegungsrate nur fiir die Konjugate mit BSA als Tragerprotein
bekannt waren und die Belegung des Thyroglobulin-Proteinkonjugates bei den
Marrubenolsuccinat-Konjugaten hoher war, wurden die THY-Konjugate fiir die
Immunisierung eingesetzt. Zusatzlich war die Ausbeute an lslichem Konjugat hoher. Die
BSA-Konjugate standen somit zur Charakterisierung zur Verfiigung.

Um den Unterschied zwischen der Immunisierung mit einem 16slichen und einem unldslichen
Konjugat untersuchen zu kdnnen, wurde von dem Konjugat mit Oleanolsdure und dem mit
Oleanylsuccinat als Zielmolekiil je eine unldsliche und eine 16sliche Fraktion eingesetzt. Die

vier unterschiedlichen Konjugate fiir die Immunisierung sind in Tabelle 3.6 zusammengefasst.

Name Zielmolekiil Trigerprotein | Fraktion

OL A Oleanolséure Thyroglobulin | gelost in PBS

OLB Oleanolsédure Thyroglobulin | unldslich, suspendiert in PBS
OLSUC A Oleanylsuccinat | Thyroglobulin | geldst in 50% Isopropanol
OLSUCB Oleanylsuccinat | Thyroglobulin | unldslich, suspendiert in PBS

Tab. 3.6 Konjugate fiir die Generierung monoklonaler Antikorper gegen Oleanolsaure.

Die Immunisierung wurde analog der Vorgehensweise bei den Furanolabdanditerpenen
durchgefiihrt (s. 3.1.4). Die Mause, die mit OL-Konjugaten immunisiert wurden, erreichten
einen stabilen Antikorpertiter nach 4 Monaten, bei den OLSUC-Konjugaten dauerte die
Immunisierung einen Monat langer. Danach zeigten die Seren der immunisierten Miuse einen
hohen Antikdrper-Titer. Die Seren wurden in einem indirekten ELISA auf eine Bindung an
das Oleanolsdure- bzw. Oleanylsuccinat-BSA-Konjugat untersucht. Bereits in 10.000facher
Verdiinnung zeigten alle vier Seren eine starke Bindung an das immobilisierte

Proteinkonjugat (s. Abb. 3.41).
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Abb. 3.41 Indirekter ELISA des gewonnenen polyklonalen Serums. Je 10 pl bzw. 20 ul einer
1:10.000 Verdunnung des aus der Maus gewonnenen Serums der vier verschiedenen
Immunisierungen wurden entsprechend Abschnitt 2.6.4 im ELISA gegen 0,8 ug des angegebenen

Proteinkonjugates eingesetzt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus drei Einzelmessungen.

Die immunkompetenten B-Lymphozyten wurden nach der gleichen Methode gewonnen und
mit Myelomzellen fusioniert. Bislang wurden nur die Milzzellen der Immunisierungen OL A,
OL B und OLSUC B aufgearbeitet. In allen drei Féllen wurden jeweils mehr als 1000 Klone
etabliert und auf eine Bindung an das Oleanolsdure- bzw. Oleanylsuccinat-Konjugat

untersucht.
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3.2.3.1 Immunisierung mit Oleanolsaure-Konjugaten

Ausgehend von der Immunisierung mit unldslichem Oleanolsdure-THY-Konjugat (OL B)
konnten acht verschiedene Zell-Linien etabliert werden, derenAntikdrper eine Affinitdt zum
Oleanolsédureteil des Konjugates zeigten. In allen Fillen war die Reaktion sehr schwach (s.
Abb. 3.42). Mit Hilfe des 16slichen Oleanolsdure-Konjugats (OL A) wurden 27 verschiedene
Zell-Linien generiert (s. Abb. 3.43). Unter diesen zeigte nur 10F10 eine besonders hohe
Bindung an den Oleanolsdureteil des Konjugates, wie sie fiir eine hohe Antikérpermenge

bzw. eine spezifische Bindung typisch ist.
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Abb. 3.43 Zell-Linien der Immunisierung OL A. Je 10 yl des Kulturiiberstandes der einzelnen Zell-
Linien wurde entsprechend 2.6.4 im ELISA gegen 0,8 pg Oleanolsdure-BSA-Konjugat eingesetzt. Die

angegebenen Werte sind Mittelwerte aus drei Einzelmessungen.
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3.2.3.2 Immunisierung mit Oleanylsuccinat-Konjugaten

Oleanolsdure wurde zur Konjugation zum einen direkt, zum anderen aber auch unter
Verwendung von Succinat als ,,Spacer eingesetzt. Zwei Mause wurden mit einem 16slichen
(OLSUC A) und einem unloslichen Proteinkonjugat (OLSUC B) immunisiert. Bislang wurde
nur die Milz der mit dem unloslichen Konjugat immunisierten Maus (OLSUC B)
aufgearbeitet und die Lymphozyten mit Myelom-Zellen fusioniert. Die immunkompetenten
Lymphozyten der Maus, die mit dem I6slichen Anteil des Proteinkonjugates behandelt
wurden (OLSUC A), werden unter Stickstoff bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Aus dem Ansatz OLSUC B stammen siecben verschiedene Zell-Linien, die eine Affinitit zu
einem Oleanylsuccinat-BSA-Konjugat zeigten (s. Abb. 3.44). Die fiinf Linien 3H10, 4D11,
5F9, 6C2 und 7A6 fielen im ersten ELISA durch hohe Absorption auf. Diese Linien wurden

zur weiteren Charakterisierung ausgewahlt.

25
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3.2.4 Charakterisierung der monoklonalen Antikorper gegen Triterpene

3.2.4.1 Checkerpoint-Titration

Die Zellkultur-Uberstinde aus sechs verschiedener Zell-Linien aus den Immunisierungen
OL A (10F10) und OLSUC B (3H10, 4D11, 5F9, 6C2, 7A6) wurden in der Checkerpoint-
Titration auf eine Reaktion mit dem Oleanolsdure- bzw. dem Oleanylsuccinat-Konjugat
untersucht. Die Antikorper der Zell-Linien 5F9 und 4D11 zeigten gegeniiber beiden
Konjugaten nur eine relativ schwache Reaktion. Sie wurden in die weiteren
Charakterisierungsschritte nicht einbezogen.

Die vier verbleibenden Zell-Linien enthielten Antikdrper, die sowohl an das Oleanolsdure- als
auch an das Oleanylsuccinat-Konjugat banden. Die Checkerpoint-Kurven der Zell-Linien
10F10 und 3H10 verliefen dabei bei der Inkubation mit beiden Konjugaten auf &hnliche
Weise. Die Antikorper der Zell-Linien 6C2 und 7A6 banden stdrker an das Oleanylsuccinat-
Konjugat als an das Oleanolsdure-Konjugat (s. Abb. 3.45 und 3.46). Eine Begriindung fiir die
hoheren Werte konnte die hohere Belegungsrate des Oleanylsuccinats mit Triterpen-
Molekiilen sein.

Die Charakterisierung der monoklonalen Antikorper wurde fiir alle vier Zell-Linien auf der
Basis des Oleanolsdure-Konjugats durchgefiihrt, da dieses Konjugat in hoherer Ausbeute und
besserer Loslichkeit herstellbar war. Die mit Hilfe der Checkerpoint-Titration ermittelten
Konzentrationsintervalle fiir die einzelnen Zell-Linien und die verwendete Konzentration im

kompetitiven ELISA sind in der Tabelle 3.6 zusammengestellt.

Name der Zell-Linie | Immunisierung | Checkerpoint-Titration | Konzentration im
kompetitiven ELISA

3H10 OLSUCB 2-20pl 2 ul

6C2 OLSUCB 0,2-2pl 1 ul

7TA6 OLSUC B 0,5—-10 pl 1 pl

10F10 OL A 0,5-5ul 5ul

Tab. 3.6 Charakterisierte Zell-Linien aus Immunisierungen mit Oleanolsaure-Derivaten
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Abb. 3.45 Checkerpoint-Titration. Steigende Mengen Kulturiiberstand der einzelnen Zell-Linien

wurde entsprechend 2.6.4 im ELISA gegen 0,8 ug Oleanolsaure-BSA-Konjugat eingesetzt.
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Abb. 3.46 Checkerpoint-Titration. Steigende Mengen Kulturiiberstand der einzelnen Zell-Linien

wurde entsprechend 2.6.4 im ELISA gegen 0,8 ug Oleanylsuccinat-BSA-Konjugat eingesetzt.

98



Generierung und Charakterisierung monoklonaler Antikérper gegen pentacycl. Triterpene

3.2.4.2 Kompetitiver ELISA

In den Voruntersuchungen der Zell-Linien mit monoklonalen Antikérpern gegen
Oleanolsédure und Oleanylsuccinat fielen besonders die vier Linien 10F10 (OL A), 3H10, 6C2
und 7A6 (alle OLSUC B) auf. Jede der vier Linien zeigte Aktivitit im ELISA gegen das
Oleanolsdure-BSA-Konjugat. Im kompetitiven ELISA (s. Abschnitt 2.6.5) mit diesem
Proteinkonjugat als Basis wurden die Zell-Kulturiiberstinde mit steigenden Konzentrationen
an Oleanolsdure inkubiert. Nur die Antikorper der Zell-Linien 6C2, 7A6 und 10F10 lieBen
eine konzentrationsabhingige Hemmung durch den Kompetitor Oleanolsdure erkennen. Die
Antikorper der Zell-Linie 3H10 reagierten unspezifisch und die gemessenen Absorptionen
unterlagen grofen Schwankungen (s. Abb. 3.47). Eine weitere Bestimmung des erkannten
Epitopes war bei den Antikorpern dieser Zell-Linie daher nicht méglich.

Mit Hilfe der Antikdrper des Zellkultur-Uberstandes der Linien 10F10 war es mdglich, 100
pmol / 100 ul PBS Oleanolsidure nachzuweisen. Bei den Antikdrpern der Zell-Linie 7A6 und
6C2 lag die Grenze mit 200 pmol / 100 ul PBS héher.
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Abb. 3.47 Kompetition der Antikorper der Zell-Linien 10F10, 3H10, 6C2 und 7A6 mit
Oleanolsiure. Der jeweilige Zellkultur-Uberstand (5 pl / 100 pl bei 10F10, 2 pl / 100 pl bei 3H10, 1 pl /
100 pl bei 6C2 und 7A6) wurde mit steigenden Konzentrationen Oleanolsdure prainkubiert. Die im
ELISA gemessene Absorption wurde in Relation zu derjenigen ohne Kompetitor gesetzt, jeweils

vermindert um den Blindwert (jeweils Mittelwerte aus 3 Einzelmessungen).

99



3. Ergebnisse

Die Antikorper der Zell-Linie 10F10 wurden mit verschiedenen Kompetitoren analog dem
Verfahren in Abschnitt 3.1.6.2 auf eine Kreuzreaktion untersucht. Durch Variation in
verschiedenen Molekiilbereichen der Oleanolsdure wurde eine Charakterisierung des
erkannten Epitops mdglich. Als Kompetitoren wurden insgesamt 22 verschiedene Triterpene
eingesetzt, die zum {iiberwiegenden Teil von Prof. Wollenweber, Darmstadt (Institut fiir
Botanik) und Prof. Hamburger, Jena (Institut fiir Pharm. Biologie) zur Verfiigung gestellt
wurden. Die Ergebnisse des ELISA sind in Abb. 3.48 zusammengestellt, die dazu gehdrenden
Strukturen in Abb. 3.49.
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Abb. 3.48 Charakterisierung der Antikorper der Zell-Linie 10F10 - Kompetition. Die dargestellten
Triterpene wurden in einer Menge von 5 — 20 yMol mit je 5 ul des Kulturiberstandes der Zell-Linie
10F10 in 100 pl PBS prainkubiert. Der entsprechende ELISA zeigte eine konzentrationsabhangige
Kompetition (Oben und Mitte) bzw. fehlende konzentrationsabhangige Kompetition (Unten).
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Abb. 3.49 Charakterisierung der Antikorper der Zell-Linie 10F10. - Kompetition. Die dargestellten
Triterpene wurden in einer Menge von 5 — 20 ymol mit je 5 pl des Kulturiiberstandes der Zell-Linie
10F10 in 100 pl PBS prainkubiert. Der entsprechende ELISA zeigte eine bei den Substanzen im
oberen Bereich konzentrationsabhangige Kompetition (s. Abb. 3.48.), bei denen im unteren Bereich
dagegen nicht. Das Saponin aus Ranunculus fluitans ist 3-O-[3-D-glucopyranosyl-(1-3)-a-L-
arabinopyranosyl]  -28-O-[o-L-rhamnopyranosyl-(1-4)  -B-D-glucopyranosyl-(1-6)  -B-D-glucopyra-
nosyllhederagenin (Wegner et al., 2000).
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Die Antikorper der Zell-Linie 10F10 erkennen ein Epitop, das im unteren Molekiilbereich
angesiedelt ist. Die Ringe A und B miissen frans verkniipft sein, was die fehlende
Kompetition mit Digitoxigenin zeigt. Die Hydroxygruppe an C3 ist obligatorisch, sie darf
nicht zum Keton oxidiert sein, da eine Kompetition mit Lupeon, Gluteon und B-Amyrenon
fehlt. Die Hydroxygruppe kann mit einfachen Substituenten wie Acetat verestert sein
(Kompetition mit Isomultiflorenolacetat, Oleanylacetat und Taraxasterolacetat). Auch eine
weitere Hydroxygruppe in Position 2 (20-Hydroxy-oleanolsdure) beeintriachtigt die Bindung
nicht. Dagegen behindert die 11-Ketofunktion der Glycyrrhetinsdure deutlich. Die
Kompetition ist schwach.

Durch andere Positionierung von Doppelbindungen wird das Kohlenstoffskelett des
Triterpens verformt, jedoch nicht so stark, dass die Bindung an den Kompetitor verloren
ginge. Die Doppelbindung in Position 12 der Oleanolsdure darf fehlen (Taraxasterol,
Taraxasterolacetat, Betulin, Betulinsdure) oder in Position 8 (Isomultiflorenol,
Isomultiflorenolacetat, Lanosterol) oder 5 (Glutenylacetat) liegen. Alle Kompetitoren
bendtigen zwei Methylsubstituenten in Position 4 (B-Sitosterol, Cholesterol, B-Sitosterol). Die

Grofe und Substitution des E-Ringes sind nicht relevant.
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Abb. 3.50 Charakterisierung der Antikorper der Zell-Linie 6C2. Verschiedene Triterpene wurden in
einer Menge von 5 — 20 umol mit je 5 yl des Kulturiiberstandes der Zell-Linie 6C2 in 100 ul PBS
prainkubiert. Der entsprechende ELISA zeigte eine konzentrationsabhangige Kompetition (obere

Reihe) bzw. fehlende Kompetition (untere Reihe).

Wie die Abb. 3.50 zeigt, wurde fiir die Antikorper der Zell-Linie 6C2 bisher Kompetition mit
Oleanolsdure, Ursolsdure, und Betulinsdure, nicht jedoch mit Erythrodiol und
Glycyrrhetinsdure nachgewiesen. Auch verschiedene andere Kompetitoren wie Sterole
werden nicht erkannt. An dem Epitop, das dieser Antikorper erkennt, muss daher die
Carboxy-Funktion an C28 des Oleanolsduremolekiils beteiligt sein. Auch die Verschiebung
einer Methylgruppe der Oleanolsdure von C20 nach C19, was zu Ursolsdure fiihrt, schwécht
die Bindung bereits. Fiir die vollstindige Charakterisierung der Antikdrper dieser Zell-Linie
sollten noch weitere Kompetitoren gefunden werden, die unterschiedliche Substitutionsmuster

in den Ringen C, D und E tragen.
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3. Ergebnisse

Die Antikorper der Zell-Linie 7A6 zeigen Kompetition Betulinsdure und Ursolsdure.
Weiterhin binden sie an Cholesterol und B-Sitosterol, nicht jedoch an Lanosterol und
Stigmasterol. Auch Erythrodiol zeigte in den Kompetitionsversuchen keinen Effekt
(Ergebnisse der Untersuchungen s. Abbildung 3.51, Die Strukturen sind in Abbildung 3.49
zusammengefasst). Die Antikorper dieser Zell-Linie konnen bislang noch nicht auf ein Epitop
festgelegt werden. Eine Moglichkeit zur Charakterisierung wiren die Kombination aus

weiteren Kompetitionen mit Methoden des molecular modelling.
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Abb. 3.51 Charakterisierung der Antikorper der Zell-Linie 7A6. Verschiedene Triterpene wurden in
einer Menge von 5 — 20 pmol mit je 5 pl des Kulturiberstandes der Zell-Linie 7A6 in 100 yl PBS
prainkubiert. Der entsprechende ELISA zeigte eine konzentrationsabhangige Kompetition (obere

Reihe) bzw. fehlende Kompetition (untere Reihe).
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3.2.4.3 Anwendungsmoglichkeiten

Nach den bisherigen Untersuchungen ist der Zellkultur-Uberstand der Zell-Linie 10F10
aufgrund der Empfindlichkeit des Nachweises fiir weitergehende Untersuchungen gut
geeignet. Daher wurden mit dieser Zell-Linie erste Versuche durchgefiihrt, Oleanolsdure und
dhnliche Substanzen in Tee-Zubereitungen nachzuweisen. Hierfiir wurden Zubereitungen
(Dekokte) nach den Angaben in Abschnitt 2.3.3 hergestellt. Die untersuchten Pflanzen bzw.
Pflanzenteile gehoren groBtenteils zu den ,,Saponindrogen® des DAB bzw. EuAB (s. Abb.
3.52 und 3.53).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 3.52 Tee-Prdaparationen fir die Charakterisierung monoklonaler Antikdrper gegen
Triterpene. Die Tee-Praparationen (Dekokte) wurden entsprechend Abschnitt 2.3.3 hergestellt.
Verwendet wurden hierbei die Friichte von Aesculus hippocastanum (6) und Crataegus monogyna (4),
die Blatter von Betula pendula (3) und Hedera helix (1), die Wurzeln von Glycyrrhiza glabra (9),
Gypsophila paniculata (2), Polygala senega (8), Primula veris (10) und Smilax spec.(5) sowie die
Rinde von Quillaia saponaria (7).
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Aesculus hippocastanum Betula pendula, B. pubescens Crataegus monogyna
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Abb. 3.53 Hauptsapogenine der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Saponindrogen.
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Aesculus hippocastanum, die Rosskastanie, enthdlt in den verwendeten Samen mindestens 3%
des Estersaponingemisches Aescin, das sich von den Sapogeninen Protoaescigenin bzw.
Barringtogenol C ableitet. Zusitzlich besteht die A’-Sterolfraktion zu 65% aus A'—
Stigmastenol, das als Reinsubstanz Kompetition mit den Antikorpern der Zell-Linie 10F10
zeigte. (Stankovic et al., 1984 und 1985).

Crataegus monogyna, der eingrifflige Weilldorn enthélt 0,42 — 0,45% Triterpensduren,
darunter Ursol- und 2o0-Hydroxy-oleanolsdure (Schindler, 1955; Hagers Handbuch). Die
arzneilich verwendete Droge ,,Birkenblatter setzt sich aus den Bléttern von Betula pendula,
die Hange-Birke, und Betula pubescens, der Moorbirke zusammen. Das Blattmaterial enthilt
ca. 3% Saponine, die auf Betulinsdure basieren (Fischer et al., 1961; Wichtl, 1989).
Betulinséure und Betulin zeigten als Reinsubstanzen Kompetition mit den Antikdrpern der
Zell-Linie 10F10.

Hedera helix ist eine der meistverwendeten Saponindrogen. Efeublitter enthalten ca. 5% eines
Saponingemisches, das hauptsidchlich aus dem bidesmosidischen Hederacosid B, in kleineren
Anteilen aus den Monodesmosiden [B-Hederin, o-Hederin und Herderacosid C besteht.
Sapogenine dieser Substanzen sind Oleanolsdure und Hederagenin (Elias et al., 1991; Pasich
et al., 1983; Tschesche et al., 1965). Die weille Seifenwurzel Gypsophila paniculata enthilt
bis zu 20% eines Saponingemisches, dessen Hauptbestandteil das Gypsosid A auf der Basis
von Gypsogenin ist (Wulft, 1968; Wagner, 1983).

Glycyrrhiza glabra, die SiiBholzwurzel, enthdlt 8-12% Glycyrrhizin, deren Basis die
Glycyrrhetinsdure ist (Sticher et al., 1978; Wulff, 1968). Glycyrrhetinsdure zeigte mit den
Antikorpern der Zell-Linie 10F10 eine schwache Kompetition. Die Basis der Saponine in
Senegawurzel (Polygala senega) ist Presenegenin (Estrada et al., 2000; Wagner, 1983).
Primula elatior und P. veris, die Stammpflanzen der Primelwurzel, enthalten 5 — 10 % eines
Saponingemisches mit Primulagenin A als Hauptsapogenin (Wagner et al., 1986; Wulff,
1968). Die Arzneidroge Sarsapillwurzel wird aus verschiedenen Smilax-Arten gewonnen. Es
sind 8 — 10% eines Saponingemisches auf der Basis von Presenegenin enthalten (Tschesche et
al.,, 1966; Wulff, 1968). Seifenrinde aus Quillaia saponaria enthélt 8,5 — 16% eines
Saponingemisches, das als Aglykon die Quillaiasdure hat (Higuchi et al., 1987 und 1988). Die
Strukturen der einzelnen Sapogenine sind in der Abbildung 3.53 zusammengefasst, die

Ergebnisse in der Abbildung 3.54.
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Im ELISA fallen besonders die Extrakte von Betulae pendula und Quillaia saponaria durch
eine hohe Kompetition auf. Betulin und Betulinsdure wurden als Reinsubstanzen positiv im
kompetitiven ELISA getestet. Auch Quillaiasdure passt zu dem im kompetitiven ELISA
ermittelten Epitop und ist zudem in hoher Konzentration im Material enthalten. Die durch den
Extrakt von Gypsophila paniculata hervorgerufene Kompetition ist fast ebenso stark und
reflektiert eine vergleichbar hohe Konzentration des entsprechenden Sapogenins Gypsogenin,
das sich von Quillaiasédure nur durch eine Hydroxygruppe unterscheidet.

Extrakte aus Hedera helix und Aesculus hippocastanum zeigen eine etwas schwichere
Kompetition. Beide Drogen enthalten Sapogenine, die zu dem postulierten Hapten der Zell-
Linie 10F10 passen.

Die Extrakte von Primelwurzel, Polygalawurzel und SiiBholzwurzel hemmen die Bindung der
Antikorper nur schwach. Dies ist bei letzteren beiden leicht zu erkldren, denn durch
Modifikationen in dem Molekiilteil, auf den vermutlich der Antikdrper fokussiert, wird die
Bindung erschwert.

Die Steroidsaponine aus dem Smilax-Extrakt haben keinen Einfluss auf die Bindung der
Antikorper. Es fehlen z.B. die Methylgruppen in Ring A und B.

Crataegus monogyna enthdlt keine Saponine, wohl aber geringe Mengen an den freien
Triterpensduren Ursolsdure und 2o-Hydroxy-oleanolsdure. Die gemessene Kompetition
verdeutlicht in Korrelation mit den Kompetitionen der stark saponinhaltigen Drogen noch
einmal, dass Saponine selbst aufgrund der volumindsen Zucker-Seitenketten keine

Kompetition bewirken konnen und mit Hilfe dieses Assays nur freie Aglyka erfasst werden.
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Abb. 3.54 Kompetitiver ELISA der Antikoérper der Zell-Linie 10F10 mit verschiedenen Tee-
Praparationen. Die Tee-Praparationen (Dekokte) wurden entsprechend den Angaben in Abschnitt
2.3.3 hergestellt. Verwendet wurden hierbei die Friichte von Aesculus hippocastanum und Crataegus
monogyna, die Blatter von Betula pendula und Hedera helix, die Wurzeln von Glycyrrhiza glabra
(ungeschalt), Gypsophila paniculata, Polygala senega, Primula veris und Smilax spec. sowie die
Rinde von Quillaia saponaria. Unterschiedliche Konzentrationen dieser Dekokte (0,5 — 2 pl / 100 pl
PBS) wurden mit je 5 ul Kulturiiberstand der Zell-Linie 10F10 prainkubiert.
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4 Diskussion

4.1 Monoklonale Antikorper gegen Furanolabdanditerpene

4.1.1 Monoklonale Antikorper gegen Marrubiin

Die Arbeitsgruppe Kndss beschéftigt sich unter anderem mit der Biosynthese der Diterpene
aus Marrubium vulgare L.. Im Rahmen dieser Arbeit wurden monoklonale Antikérper gegen
Marrubiin, das Hauptditerpen dieser Pflanze, generiert. Die untere Grenze fiir die Grof3e eines
Antigens, die fiir eine Induktion einer Immunreaktion im tierischen Organismus ausreicht,
betrdgt ca. 1 kDa (Erlanger, 1980). Kleinere Molekiile werden daher kovalent an ein
Tragerprotein kovalent gebunden (Landsteiner, 1945). Marrubiin wurde hierfir zu
Marrubenol reduziert und iiber einen Bernsteinsdure-,,Spacer” an BSA und Thyroglobulin
gekoppelt.

Diese Form der Konjugatbildung unter Verwendung von Bernsteinsdure wurde bereits fiir die
Darstellung anderer Konjugate fiir die Immunisierung mit niedermolekularen Haptenen
eingesetzt, wie z.B. Digitoxigenin (Oliver et al., 1968), B-Ecdyson (Lauer et al., 1974),
Clonazepam (Dixon et al., 1977), Crocin (Xuan et al., 1999), Retrorsin (Ziindorf et al., 1998)
und Forskolin (Shoyama et al., 1998). Die Verwendung eines ,,Spacers® verbessert nach
Literaturangaben sowohl die Spezifitit (Lindner et al., 1972), als auch die Erkennbarkeit des
Zielmolekiils (Mould et al., 1977).

Mit Marrubiin als Kopplungspartner erwies sich die Bindung {liber Bernsteinsdure jedoch als
labil. In wissriger Losung verloren die Proteinkonjugate zunehmend die Belegung mit
Furanolabdanditerpen, wobei der Spacer im Konjugat verblieb. Eine mogliche Begriindung
fiir die Labilitdt der Esterbindung kann der stérende Einfluss der y-Hydroxygruppe des
Marrubenols sein. Mit densitometrischen Untersuchungen des Konjugates nach einer
Farbreaktion mit Vanillin-Schwefelsdure wurde die Belegung mit Marrubenol bestimmt
(Knéss, 1997). Die Verwendung von 1,4-'*C-Bernsteinsiure gestattete die Quantifizierung
des gebundenen Succinats (Pfliiger, 1989). Die Diskrepanz zwischen dem Anteil an
gebundenem Furanolabdanditerpen und gebundenem Spacermolekiil wurde im Vergleich
dieser Untersuchungen deutlich.

Die Belegungsrate betrug 5 : 1 (Marrubenolsuccinat: BSA) bzw. 13 : 1 (Gesamt-
Succinat : BSA). Eine solche Belegungsrate fiihrte bei Klause et al. (1974) in der

Immunisierung ebenfalls zu guten Resultaten.
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Der Verlust des Proteinkonjugates an Furanolabdanditerpen unter der Dialyse wurde mit
MALDI-TOF nachgewiesen. Diese Methode stellt die zur Charakterisierung von
Proteinkonjugaten derzeit gdngigste Methode dar (Shoyama et al., 1998, Gourlaouén et al.,
1998). Die Ergebnisse wurden im weiteren Verlauf der Arbeit durch einen indirekten ELISA
bestétigt.

Die Untersuchungen machen deutlich, dass eine einfache Ermittlung der Molekiilmasse des
Proteinkonjugates per MALDI-TOF zur Charakterisierung des entsprechenden Konjugates
gegebenenfalls nicht ausreicht. Die Bestimmung kann zu falsch hohen Werten bei der

Bestimmung der Belegungsrate von Proteinkonjugaten fiihren.

Die Proteinkonjugate wurden zur Immunisierung von zwei Balb/C-Maiusen eingesetzt. Nach
Erreichen eines stabilen Antikdrpertiters wurden die Milz-Zellen gewonnen und mit Myelom-
Zellen fusioniert. Die resultierenden Hybridom-Zellen wurden unter Zugabe von HAT-
Supplement kultiviert. Alle Arbeiten, die Immunisierung, Fusion, Kultivierung und das erste
Screening der Zell-Linien umfassten, wurden in Kooperation mit Frau 1. Ziindorf, Universitit

Frankfurt, durchgefiihrt.

Abb. 4.1 Mikroskopisches Bild einer Hybridom-Zell-Linie. Die Hybidom-Zell-Linien wurden in
flachen Anzuchtschalen kultiviert. Die einzelnen Zellen sekretierten die gebildeten Antikérper in das
umgebende Nahrmedium. Die Aufnahme stammt von |. Ziindorf.
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In der ersten Immunisierung wurden insgesamt 38 verschiedene Zell-Linien und Subklone
etabliert, die ein stabiles Wachstum zeigten und Antikdrper gegen Marrubenolsuccinat
sekretierten. In der zweiten Immunisierung wurden acht weitere derartige Linien gewonnen.
Von den 46 Zell-Linien fielen besonders die Antikorper von 1C1, 5F2, 6A1, 6C5, 9BS und
9C1 durch hohe Absorptionen im ELISA auf. Die Absorptionen kdnnen in einer hohen
Antikdrperkonzentration im Zellkultur-Uberstand oder in einer hohen Affinitiit der Antikdrper

zu dem entsprechenden Antigen begriindet liegen.

In einem kompetitiven ELISA (Kemeny, 1994, Durchfiihrung s. Abschnitt 2.6.4) sollte mit
Hilfe verschiedener dhnlicher Strukturen das Epitop untersucht werden, an das die Antikdrper
der einzelnen Zell-Linien binden. Der kompetitive ELISA lieferte jedoch nur reproduzierbare

Ergebnisse, wenn folgende Parameter eingehalten wurden:

1. Proteinkonjugat

Im Rahmen des ELISA wurden zur Immobilisierung des Antigens in der Mikrotiterplatte
wiederum die Proteinkonjugate von Marrubenolsuccinat mit Thyroglobulin bzw. BSA
eingesetzt, da sie das Antigen gerichtet prdsentieren. Die Hydrolyseempfindlichkeit der
Konjugate wurde bereits diskutiert. Auch die Empfindlichkeit des ELISA wurde durch die
abnehmende, relativ geringe Belegung der Proteinkonjugate beeintréchtigt.

Eine Alternative zu den bisher verwendeten Marrubenolsuccinat-Konjugaten kann
gegebenenfalls ein Konjugat auf der Basis von Marrubiinsdure bieten. Marrubiin kann
alkalisch zu Marrubiinsdure (Hardy et al., 1957) reduziert und die entstehende
Carboxylgruppe der Marrubiinsdure zur Bindung des Isoprenoids nach der Methode des
gemischten Anhydrids genutzt werden. Im resultierenden Konjugat wird das Isoprenoid durch
den fehlenden Spacer nicht sehr weit aus dem Protein herausgehoben, was zu sterischen
Problemen bei der Anheftung der Antikorper fithren kann. Auch eine direkte, gerichtete
Bindung des Diterpens an die Oberfldche der Mikrotiterplatte ist eine alterantive Strategie, um
die problematische Verwendung des Marrubenolsuccinat- Proteinkonjugates im ELISA zu

vermeiden.

2. Zellkultur-Uberstand
Der verwendete Zellkultur-Uberstand mit den darin enthaltenen monoklonalen Antikdrpern
musste moglichst frisch sein, zumindest jedoch bei -20°C gelagert werden. Selbst mit diesen

Vorsichtsmaflnahmen nahm die Aktivitdt der Antikorper langsam ab.
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Im optimierten kompetitiven ELISA konnte Marrubiin als Kompetitor mit den Antikérpern
der Zell-Linie 6A1 bis zu einer Konzentration von 0,75 nmol / 100ul nachgewiesen werden.
Weitere Kompetitoren waren die Furanolabdanditerpene Marrubenol und Galeopsin sowie
Furan-3-carbonsdure. Sclareol oder Leosibiricin, welche Labdanditerpene ohne Furan- bzw.
mit Prafuransystem sind, zeigten keine konzentrationsabhéngige Kompetition. Die Antikdrper

der Zell-Linie 6A1 sind daher gegen 3-substituierte Furanringe gerichtet.

Antikorper gegen ein derart gestaltetes Epitop waren aus theoretischen Uberlegungen heraus
zu erwarten: Die Abb. 4.2 gibt die Struktur des Marrubenolsuccinates in ungefahrer
rdumlicher Darstellung wieder. Durch die Verkniipfung der freien Carboxylgruppe (s. Pfeil)
des Bernsteinsdure-,,Spacers® mit dem Proteintrager wird besonders der am entgegengesetzten
Ende des Molekiils befindliche Furanring an der Oberfliche des Konjugates dem

Immunsystem der Maus présentiert.

Antikérper der Zell-Linien
6C5und 9C1C8

Antikorper der Zell-Linien
6A1und 1C1C11

Abb. 4.2 Dreidimensionale Darstellung von Marrubenolsuccinat. Die Struktur von
Marrubenolsuccinat wurde mit Hilfe des Programms Cerius Il auf ein energetisches Minimum
gerechnet. Die wiedergegebene Struktur ist nicht von kristallographischen Messungen gestiitzt, sie
gibt nur eine grobe Naherung wieder. Die freie Carboxylgruppe des Bernsteinsauresubstituenten
wurde mit einem Pfeil markiert. Der graue Bereich markiert den wahrscheinlichsten Angriffspunkt der

mAK verschiedener Zell-Linien an das Furanolabdanditerpen entsprechend dem kompetitiven ELISA.
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Monoklonale Antikorper gegen Furanolabdanditerpene

Die Zell-Linien 1C1C11, 5F2, 9C1C8 und 6C5 wurden ebenfalls mit Hilfe des kompetitiven
ELISA charakterisiert: Die Antikorper der Zell-Linie 1CIC11 scheinen ein Epitop zu
erkennen, das dem der Linie 6A1l &hnelt. Auch hier wurde Kompetition mit Furan-3-
carbonsdure nachgewiesen. Die Antikdrper der Zell-Linie 5F2 zeigten nur Kompetition mit
Marrubenolsuccinat und mit Bernsteinsdure. Die Existenz solcher Antikdrper bestétigte
indirekt die Esterhydrolyse des Marrubenolsuccinats vom Konjugat. Die mAK sind gegen den
Succinat-,,Spacer* gerichtet.

9C1C8 und 6C5 bilden Antikdrper, die keine Kompetition mit Furan-3-carbonsiure zeigten.
Andererseits kompetierten sie mit Sclareol, einem Labdan-Diterpen ohne Furan-Substituent.
Das Epitop umfasst daher vermutlich Teile des Labdangrundgeriistes. 6C5 kompetierte auch
mit Galeopsin, einem weiteren Labdanditerpen. Es sind zusétzliche Untersuchungen und auch
weitere Kompetitor-Substanzen notwendig, um die Antikorper dieser Zell-Linien zu
charakterisieren.

Die generierten und z.T. vollstindig charakterisierten monoklonalen Antikérper sind die
ersten Antikorper iiberhaupt, die gegen ein Furanolabdanditerpen als Zielstruktur gerichtet
sind. Gegen das Labdanditerpen Forskolin entwickelten Sakata et al. (1994) monoklonale
Antikorper. Forskolin aus Coleus forskohlii ist ein Aktivator der Adenylatcyklase (Metzger et
al., 1981). Die Autoren erhielten zwei verschiedene Zell-Linien, die IgG gegen das Labdan
produzierten. Eine der Linien wurde mit sechs verschiedenen Kompetitoren untersucht, von
denen nur eine Substanz (7-Deacetylforskolin) eine 5%-Inhibition der Bindung zeigte. Eine

genauere Charakterisierung des erkannten Epitops wurde nicht durchgefiihrt.
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4.1.2 Anwendung der monoklonalen Antikorper gegen Furanolabdan-

diterpene

Die Arbeiten zur Herstellung monoklonaler Antikdrper gegen Marrubiin wurden urspriinglich
begonnen, um ein empfindliches System fiir die Erforschung der Diterpenbiosynthese zu
gewinnen, z.B. zur Analyse der Lokalisation der Furanolabdanditerpene in Pflanzen oder
Zellkulturen von Marrubium vulgare verfolgen zu koénnen. Einblicke in das Innere der
Pflanze, bis in subzellulare Bereiche, erlauben Immuno-cytochemische Methoden, bei denen
die Zielstruktur mit monoklonalen Antikdrpern im Pflanzengewebe nachgewiesen wird.
Antikorper wurden in diesem Zusammenhang schon beispielsweise zur Differenzierung
veresterter und unveresterter Pektine in Petunia hybrida (Lenartowska et al., 2001), zur der
Detektion von Glucosylceramid in der Zellwand verschiedener Pilze (Toledo et al., 2001)
oder verschiedenster Zellwandproteine in Pflanzen und Algen (Zusammenfassung bei Knox,
1997) eingesetzt. Ein Beispiel fiir einen immunologischen Nachweis eines Proteins gibt die
Abb. 4.3. Der Blattschnitt von Zea mays wurde mit Anti-(Ribulosebiphosphat-carboxylase
(rubisco))-Antikdrpern inkubiert, welche dann mit einem fluoreszenzmarkierten sekundiren
Antikorper detektiert werden konnten. Auf diese Weise konnte rubisco in den Scheidenzellen
der Leitbiindelscheiden nachgewiesen werden, dort wiederum in den Chloroplasten, wie die

gelbe Farbung zeigt.

Abb. 4.3 Immunologischer Nachweis von rubisco in Mais (Zea mays L.). Ein Schnitt durch ein
Maisblatt wurde mit monoklonalen Antikdrpern gegen Ribulosebiphosphat-carboxylase (rubisco)
inkubiert. Das Enzym wurde in den Chloroplasten der Scheidenzellen um das Leitbiindel als gelbe
Fluoreszenz mit einem fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikdrper nachgewiesen. Die rote
Fluoreszenz stammt von Chlorophyll, die grinen Schattierungen von Lignin und Cutin (Foto von T.

Jones, mit freundl. Genehmigung von DuPont).
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Die iiberwiegende Mehrheit an Verdffentlichungen in diesem Bereich bezieht sich auf den
Nachweis von Zellwand-Bestandteilen bzw. membrangebundenen Proteinen. Nach dem
derzeitigen Stand der Forschung muss das Pflanzenmaterial auf einem Triger fixiert werden.
Zusiatzlich miissen die Zellen gedffnet werden, damit die Antikdrper zum Nachweis ins Innere
gelangen konnen. Die verschiedenen hierzu eingesetzten Methoden wie Cryofixierung (Vitha
et al., 2000) oder Einbettung in Wachs (von Witsch et al., 1998) eignen sich schlecht dazu, die
Proben derart zu fixieren, dass auch kleine, 16sliche Antigene lokalisiert werden kénnen und
nicht unter den verschiedenen Inkubationsschritten ausgewaschen werden (Vitha et al., 2000).
Sobald Matrices gefunden sind, die den Nachweis kleiner und l6slicher Antigene im
Pflanzengewebe gestatten, wird es auch moglich sein, Marrubium vulgare mit den im
Rahmen dieser Arbeit generierten monoklonalen Antikdrpern zu untersuchen. Der Ort der
Biosynthese der Diterpene ist fraglich. Besonders die Zell-Linien, die einen Teil des
Labdangrundgeriistes binden, konnen gegebenenfalls auch schon Vorstufen von Marrubiin im
Gewebe nachweisen. Der Speicherort von Marrubiin kann dann mit Hilfe der Antikorper der
Zell-Linien 6A1 nachgewiesen werden.

Mitarbeiter der Arbeitsgruppe Shoyama untersuchten die Lokalisation verschiedener
sekundérer Pflanzeninhaltsstoffe mit einer indirekten Methode. Sie {ibertrugen die 16slichen
Bestandteile eines frischen Pflanzenschnittes analog dem Verfahren des ,,Western Blottings*
(Hames et al., 1990) auf eine Membran. Tanaka et al. (1998) verwendeten monoklonale
Antikorper auf diese Weise zum Nachweis von Ginsenosid Rbl in Ginsengwurzeln. Die
Autoren bedeckten die frische Schnittfliche einer Ginsengwurzel mit einer PVDF-Membran
und fixierten die iibertragenen Ginsenoside danach mit Natriumperiodat. Die monoklonalen
Antikorper banden an die immobilisierten Ginsenoside und konnten mit Hilfe eines
sekunddren Antikorpers detektiert werden. Shan et al. (2000) zeigten vergleichbare Daten fiir
Glycyrrhizin in Glycyrrhiza glabra (s. Abb. 4.4). Die Untersuchungen liefern im Vergleich zu
den mikroskopischen immunocytochemischen Untersuchungen Anhaltspunkte zur

makroskopischen Lokalisation der Zielstrukturen.
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Abb. 4.4 Imnmuncytolokalisation von Glycyrrizin in Glycrryza glabra. Shan et al. (2000) blotteten
die 16slichen Bestandteile eines frischen Pflanzenschnittes auf eine Membran und wiesen die

Zielstrukturen mit Hilfe monoklonaler Antikdrper nach.

Interessanter ist dagegen eine Abwandlung der Methode, bei der die zu untersuchenden
Proben, z.B. Extrakte, nach diinnschichtchromatographischer Trennung auf eine PVDF-
Membran iibertragen (,,geblottet) und fixiert werden. Die Membran wird mit dem
monoklonalen Antikorper inkubiert und mit einem sekundéren, farbig markierten Antikorper
analog dem indirekten ELISA nachgewiesen. Zusdtzlich zur Kompetition konnen parallel
Informationen zum diinnschichtchromatographischen Verhalten der erkannten Substanzen
gesammelt werden (Putalun et al., 2000; Shan et al., 2000; Tanaka et al., 1998).

Aniagolu et al. (1995) entwickelten ebenfalls eine Western-Blotting-Methode auf PVDF-
Membranen zum Nachweis von Cholesterol mit Anti-Cholesterol-Antikorpern. Die Autoren
bescheinigten dieser Methode eine vierfach grofere Sensitivitdt, verglichen mit dem
konventionellen ELISA in Polystyren-Platten.

Die monoklonalen Antikorper gegen Forskolin werden in weiteren Untersuchungen der
Arbeitsgruppe Shoyama auch zur quantitativen Bestimmung von Labdanditerpenen in
verschiedenen Teilen von C. forskohlii eingesetzt (Yanagihara et al., 1996). Die Autoren
setzten dazu einen kompetitiven ELISA ein.

Erste Versuche mit wéssrigen Drogenextrakten im Rahmen dieser Arbeit zeigen, dass auch
die Antikorper der Zell-Linie 6A1 geeignet sind, Furanolabdanditerpene aus
Pflanzenextrakten in einem kompetitiven ELISA qualitativ zu detektieren. Eine quantitative
Bestimmung erscheint zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht mdglich. Auch ist die Sensitivitit
des ELISA mit 0,75 nmol Marrubiin / 100 pl gegeniiber 0,014 nmol Forskolin / 100 ul in den
Untersuchungen von Sakata et al. (1994) noch nicht sehr hoch.
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Problematisch ist hierbei wahrscheinlich das Proteinkonjugat, das mit einer Belegungsrate
von 5 : 1 (Marrubenolsuccinat : BSA) im Vergleich zu dem Forskolin-Konjugat mit 10 : 1
(7-Deacetylforskolin-7-hemisuccinat : BSA) deutlich schwécher belegt ist.

Eine Sensitivierung des Nachweises bieten solche Techniken, bei denen der Antikorper
immobilisiert wird. Als Bindungspartner eignen sich wiederum die Polystyren-Winde einer
Mikrotiterplatte. Im direkten ELISA (Crowther, 1995) wird der Antikérper mit einem
radioaktiv oder enzymatisch markierten Antigen inkubiert. Auch ein kompetitiver Aufbau
dieses Assays ist denkbar. Aus Marrubiin muss hierfiir jedoch wiederum partialsynthetisch
ein Konjugat, z.B. mit Biotin oder Peroxidase, dargestellt werden.

Eine hohe Kapazitit bieten auch verschiedene Festphasen-Matrices, die mit Antikdrper
beladen werden konnen (Liddell et al., 1995). In Form von feinen Kugeln, sogenannten
,beads® aus verschiedensten Materialien wie Polystyren (Liddell et al., 1995) oder Alginat-
Chitosan-Gel (Albarghouthi et al., 2000) machen sie einen noch mobilerer Einsatz
monoklonaler Antikdrper moglich. Die Kugeln dienen vorwiegend der Reinigung von
unerwiinschten Antigenen. Eine interessante Moglichkeit der Detektion bieten in diesem
Zusammenhang z.B. paramagnetische ,,beads“. An Antikérper gebundene Micron-Partikel
ermoglichen durch ihren stérenden Einfluss auf ein Magnetfeld eine physikalische Detektion
in der Probe ohne Stérung durch die Matrix (Richardson et al., 2001).

Antikorper-beladene Partikel ermdglichen weiterhin auch die Sammlung von Zielstrukturen
aus einer wassrigen Losung heraus. Immunoaffinitits-Sdulen, die mit diesen Partikeln gefiillt
sind, konnen der Ausfilterung unerwiinschter Antigene ebenso dienen wie einer
Aufkonzentrierung der Zielstruktur aus der Matrix. Die gebundenen Molekiile konnen in
einem zweiten Schritt von der Matrix geldst und anderen analytischen Verfahren zugédnglich
gemacht werden. Neueste Veroffentlichungen kombinieren Immunoaftinitits-Sdulen z.B. mit
massenspektrometischen Untersuchungen (Sauda et al., 2002).

Diese Art der Konzentrierung wurde z.B. auch fiir das Labdanditerpen Forskolin (Yanagihara
et al., 1996, s. Abb. 4.5) und Ginsenoside (Putalun et al., 1999) durchgefiihrt. Die Antikorper
auf der Immunoaffinititssdule zeigten erst nach mehr als zehn aufeinander folgenden

Adsorptions- und Desorptionszyklen einen Kapazititsverlust (Tanaka et al., 1998).
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Tanaka et al., 1998).

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Antikorper gegen Furanolabdanditerpene sollen in
einem anderen zukiinftigen Projekt fiir Reihenuntersuchungen von Arzneipflanzen auf die
entsprechenden Zielstrukturen eingesetzt werden. Hierfiir werden die AntikOrper an einem
pordsen Korper (Kartusche) immobilisiert, der in eine Sdulenhiilse eingepasst werden kann.

Die mit Antikorpern beladenen Immunoaffinititssdulen kdnnen mobil eingesetzt werden. Fiir
die Beladung mit Zielstrukturen sind keinerlei Vorarbeiten notwendig. Auf diese Weise
konnen, z.B. im Atlantischen Bergregenwald Brasiliens (Kooperation mit V. Cechinel, Itajai,
Brasilien), sogar Pflanzenpresssifte durch die Kartusche gegeben werden. Durch die Bindung
an den immobilisierten Antikdrper werden die Zielstrukturen aus der Losung filtriert und ggf.
stabilisiert. Die Moglichkeit einer Artefaktbildung, wie sie bei ldngerer Aufarbeitung oder
Lagerung von Extrakten héufig auftritt, wird auf diese Weise verringert. Ein qualitativer
Nachweis der Belegung kann dann mit einer Farbreaktion direkt im Feld erfolgen. Die
gebundenen Zielstrukturen konnen jedoch auch bis zur Analyse gelagert und erst dann von

den Antikorpern eluiert werden.
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4.2 Monoklonale Antikorper gegen pentacyclische Triterpene

4.2.1 Generierung und Charakterisierung monoklonaler Antikorper gegen

Oleanolsaure

Die im Rahmen der Arbeiten mit den monoklonalen Antikorpern gegen
Furanolabdanditerpene gewonnenen Erkenntnisse sollten nun auf eine zweite isoprenoide
Struktur, ein Sapogenin, iibertragen werden. Mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern soll
dann ein einfaches Testsystem zur Gesamtbestimmung von Saponinen etabliert werden. Die
bisher hierfiir eingesetzten Methoden beruhen entweder auf relativ unspezifischen
biologischen Effekten oder auf der Bestimmung von Einzelkomponenten. Als Zielstruktur
wurde Oleanolsdure als ,,Muttersubstanz® vieler Sapogenine vom Triterpen-Saponintyp
eingesetzt. Fiir die Kopplung der Oleanolsdure an die Tragerproteine BSA und Thyroglobulin
wurden zwei verschiedene Ansdtze gewihlt, wiederum ausgehend von der Tatsache, dass
gegen diejenigen Teile des Zielmolekiils, die nicht in die Bindung an das Protein involviert
sind, spezifische Antikorper resultieren (Ezan et al., 1987).

Zum einen wurde Oleanolsdure in Analogie zur Verfahrensweise mit Marrubiin iiber eine
Hydroxygruppe (Kohlenstoffatom 3) mit Bernsteinsdure verestert. Uber die zweite
Carboxylgruppe der Bernsteinsdure wurde wiederum die Peptidbindung nach der ,,Methode
des gemischten Anhydrids* gekniipft (Erlanger, 1980). Bei der Durchfiihrung dieser Reaktion
wurde keine Schutzgruppe verwendet. Eine Bindung an das Protein ist daher grundséatzlich
sowohl mit der Carboxylgruppe der Bernsteinsdure als auch mit Carboxyl-17 der
Oleanolsdure selbst moglich. Aus sterischen Gesichtspunkten (s. Abb. 4.6) erscheint eine
Bindung iiber die Carboxylgruppe des Succinat-,,Spacers* jedoch wahrscheinlicher. In einem
zweiten Ansatz wurde Oleanolsdure direkt, ohne Verwendung von Bernsteinsdure, an das
Protein gebunden.

Auf diese Weise wurden theoretisch zwei verschiedene Teile des Oleanolsduremolekiils bei
der Immunisierung an der Oberflache des Konjugates prasentiert. Bei der Verkniipfung unter
Zuhilfenahme des Succinat-,,Spacers® wurden besonders die eher Oleanolsdure-spezifischen
Ringe D und E des pentazyklischen Systems erfasst. Wurde die Oleanolsdure unsubstituiert
fiir die Kopplung eingesetzt, ragte eher der unspezifische Molekiilteil mit den Ringen A und B
aus dem Konjugat. Die Proteinkonjugate wurden so angelegt, dass die generierten Antikorper
mit  verschiedenen = monodesmosidisch ~ verkniipften = Oleanolsdure-Derivaten  der

Triterpensaponine interagieren konnten.
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Abb. 4.6 Dreidimensionale Darstellung
von Oleanylsuccinat. Die Struktur von
Marrubenolsuccinat wurde mit Hilfe der
Software Cerius 1l auf ein energetisches
Minimum gerechnet. Die wiedergegebene
Struktur gibt nur eine grobe Naherung wieder.
Sie ist jedoch mit der von Yang et al. (1997)
verdffentlichten Kristallstruktur vergleichbar.

Beide Carboxylgruppen des Molekils (weil3
die Carboxylgruppe des Succinat-,Spacers®,

grau die Carboxylgruppe der Oleanolsaure)

wurden mit Pfeilen markiert.

Die synthetisierten Proteinkonjugate wurden mit Hilfe der Gel-Elektrophorese und MALDI-
TOF charakterisiert. Die Bindungsrate betrug fiir das eingesetzte Oleanolsdure-BSA-Konjugat
2,3 bzw. 3,5:1 (Oleanolsdure: BSA) und fiir das Oleanylsuccinat-Konjugat 7,3 : 1
(Oleanylsuccinat : BSA). Diese Daten stimmen mit den Abschitzungen aus der
Proteintrennung mittels SDS-PAGE {iberein. Fiir die Immunisierung wurden die jeweiligen
Thyroglobulin-Konjugate eingesetzt, deren Belegungsraten aus den Erfahrungen mit der
Charakterisierung der Konjugate zur Basis von Marrubenolsuccinat heraus hoéher belegt
waren als die entsprechenden BSA-Konjugate.

Landsteiner et al. (1945) ermittelten, damals bezogen auf die Gewinnung polyklonaler Seren,
eine optimale Belegungsrate von 10 Zielmolekiilen fiir BSA, Klause et al. (1974) erzielten
bereits mit 5 Zielmolekiilen gute Ergebnisse. Nach Erlanger (1973) ist eine Immunreaktion
schon gegen ein Proteinkonjugat mit nur einem einzigen Zielmolekiil pro Trigermolekiil
moglich. Die passende Immunreaktion ist jedoch seltener. Ebenso ist eine maximale
Belegungsrate des Proteins denkbar, oberhalb derer sich die Epitope der gegengerichteten
Antikorper unter Umstdnden tliber Teilbereiche zweier Zielmolekiile erstrecken. In einer
spateren Publikation nennt Erlanger (1980) ein Intervall von 8 bis 25 Zielmolekiilen pro
Tragermolekiil, innerhalb dessen ein guter Antikorpertiter und somit eine optimale
Ausgangsbasis flir die Generierung monoklonaler Antikorper gewéhrleistet ist. Obwohl die
Belegungsrate besonders bei dem Konjugat auf der Basis von Oleanolsdure in dieser Arbeit
mit 2,3 : 1 deutlich niedriger lag als in den meisten oben genannten Verdffentlichungen

gefordert, gelang die Immunisierung.
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Die Konjugate sind in PBS schlecht 16slich. Nach Erlanger (1980) ist auch eine
Immunisierung mit unldslichen Konjugaten mdglich. Zur Uberpriifung dieser Hypothese
wurde je eine Maus mit dem l6slichen und dem unldslichen Oleanolsdure- bzw.
Oleanylsuccinat immunisiert. Die Aktivitidt des polyklonalen Serums war bei Verwendung
von loslichem wie unldslichem Konjugat etwa gleich hoch. Mit den Zellen von drei der vier
immunisierten Tiere wurden bislang monoklonale Antikérper nach den Methoden von Koéhler
und Milstein (1975) hergestellt. Die Immunisierung mit Oleanolsdure-THY-Konjugat flihrte
zu insgesamt 35 verschiedenen Zell-Linien mit einer Aktivitdt gegen Oleanolsdure-BSA-
Konjugat. Nur acht dieser Linien stammten aus der Immunisierung mit dem unldslichen
Konjugat-Teil. Unter diesen Linien fiel allerdings 10F10 durch eine besonders hohe Bindung
an das Oleanolsidure-BSA-Konjugat auf.

Im Rahmen der Immunisierung mit Oleanylsuccinat konnten sieben Zell-Linien etabliert
werden, die eine Aktivitdt gegen das Oleanylsuccinat-Konjugat zeigten, darunter drei (3H10,
6C2 und 7A6) mit einer hohen Aktivitdt im ELISA.

Alle vier Zell-Linien wurden mit Hilfe der Checkerpoint-Titration und einem kompetitiven
ELISA mit Oleanolsdure untersucht. Aus den Ergebnissen ldsst sich schlieBen, dass die
Antikorper ein Epitop erkennen, das in beiden Konjugaten vorhanden ist. Mdglicherweise ist
ein Teil des Oleanylsuccinats im Proteinkonjugat iiber C-28 gebunden und der
Bernsteinsduresubstituent wird unter den Bedingungen des ELISA abgespalten.
Moglicherweise sind die Antikérper jedoch auch gegen ein Hapten gerichtet, das in beiden
Konjugaten prisentiert wird. Oleanolsdure konnte im kompetitiven ELISA mit den
Antikdrpern der Zell-Linien 10F10 und 7A6 bis zu einer Konzentration von 100 pmol / 100 pl
nachgewiesen werden. Ab 200 pmol / 100 ul zeigten die Antikérper der Zell-Linie 6C2
Kompetition.

Die fiir die weitere Untersuchung verwendeten Kompetitoren besitzen eine z.T. sehr schlechte
Wasserloslichkeit. Daher war die Gegenwart eines organischen Losungsmittels im
Inkubationsansatz unumgénglich. Methanol erwies sich in den Untersuchungen als das
Losungsmittel, das der Reaktionsfahigkeit der Antikorper am wenigsten schadete. Tanaka et

al. (1996) verwendeten ebenfalls Methanol bis zu einer Konzentration von 10%.
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Die Antikorper der Zell-Linie 10F10 wurden im kompetitiven ELISA auf eine Kompetition
mit 22 verschiedenen Triterpenen untersucht. Wie erwartet fokussieren die Antikorper der
Zell-Linie aus der Immunisierung mit Oleanolsdure die Ringe A und B des pentazyklischen
Molekiils. Nach den vorliegenden Daten miissen die Ringe A und B frans verkniipft
vorliegen, weiter sind die Hydroxygruppe in Position 3 des Molekiils sowie die zwei
Methylgruppen an Position 4 fiir eine Bindung notwendig. Steroide, denen diese
Methylgruppen fehlen, zeigten keine Kompetition. Die Hydroxygruppe kann mit Essigsdure
verestert sein, glykosidische Substituenten verhindern jedoch anscheinend eine Bindung. Eine
weitere Hydroxygruppe in Position 2 storte die Kompetition dagegen nicht. Die 11-

Ketofunktion der Glycyrrhetinsdure beeintréchtigte die Bindung (s. Abb. 4.7).

Antikérper der
Zell-Linie 10F10

Antikérper der
Zell-Linie 6C2

Abb. 4.7 Kompetition der monoklonalen Antikérper der Zell-Linien 10F10 und 6C2 am Beispiel
der Oleanolsaure. Die Struktur von Oleanolsdure wurde mit Hilfe des Programms Cerius Il auf ein
energetisches Minimum gerechnet. Dargestellt ist nur das Kohlenstoffskelett des Molekiles mit den

funktionellen Gruppen.

Die Antikorper der Zell-Linie 6C2 erkennen ein Epitop, das (s. Abb. 4.2.1.2, rechts)
hauptsidchlich den Ring E umfasst. Die Carboxyposition (28 an 17) ist fiir die Bindung
essentiell, der korrespondierende Alkohol Erythrodiol wird bereits nicht mehr erkannt. Auch
eine Verschiebung einer der Methylgruppen von Position 20 nach 19 wie bei Ursolsédure fiihrt

bereits zu einer Beeintridchtigung der Bindung.
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Die Charakterisierung der Antikorper der Zell-Linie 7A6 ist noch nicht abgeschlossen. Die
Immunglobuline binden an so unterschiedliche Kompetitoren wie Oleanolsdure, Cholesterol
und B-Sitosterol, nicht aber an Erythrodiol. Diese Kompetitoren unterscheiden sich
grundlegend, hauptsédchlich in den Ringen D und E, so dass die Bindung wahrscheinlich den
mittleren bis unteren Molekiilteil mit den Ringen A und B umfasst. Eine Moglichkeit der
Charakterisierung der Antikorper dieser Zell-Linie wére die Kombination von weiteren
Antikdrpern, die sich in den Ringen A bis D geringfiigiger unterscheiden, mit den
Moglichkeiten des molecular modelling, wie sie bereits von Got et al. (1997) zur Aufklarung
von Epitopen eingesetzt wurden.

Die Antikorper der Zell-Linie 6C2 entsprechen damit den theoretischen Uberlegungen, die bei
der Synthese des Proteinkonjugates getroffen worden waren. Durch die Verwendung des
Succinat-,,Spacers* wurde der obere Molekiilteil mit den Ringen D und E an der Oberflidche
des Konjugates dem Immunsystem prasentiert. Die Antikorper aus 6C2 binden in genau
diesem Bereich; anders bei der direkten Kopplung der Oleanolsdure, bei der besonders die
Ringe A und B aus dem Konjugat herausragten. Folgerichtig wurden mit der Zell-Linie 10F10
Antikorper gegen ein Epitop in diesem Bereich etabliert.
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4.2.2 Monoklonale Antikorper gegen Triterpene

Die Zahl der Triterpene, die als Zielstrukturen zur Generierung und Charakterisierung
monoklonaler Antikorper gewéhlt wurden, ist im Vergleich zu den Diterpenen, bei denen
Forskolin das einzige Beispiel bietet, grof3 (s. Abb. 4.8):

Gegen Glycyrrhetinsdure, die sich von Oleanolsdure nur durch die Stellung des Carboxyls (C-
30 anstelle C-28) und eine zusitzliche Keto-Funktion an C-11 unterscheidet, wurden bereits
von Tanaka et al. (1998) mehrere Zell-Linien monoklonaler Antikorper etabliert. Die Autoren
verwendeten zur Darstellung des Proteinkonjugates Glycyrrhizin, das 2-B-Glucuronido-o-
Glucuronid der Glycyrrhetinsdure. Die Triterpene wurden iiber die Glucuronsdure-Anteile
gebunden, die dadurch &hnlich wie Bernsteinsdure als ,,Spacer fungierten. Die Antikorper
der dargestellten Zell-Linien zeigten nur in sehr geringem Mafle Kompetition mit anderen
Triterpenen und deren Derivaten, so z.B. mit Glycyrrhetinsdure, 11-Deoxo-18[3-
glycyrrhetinsdure und Deoxycholsdure. Es wurde gezeigt, dass Oleanolsdure, Ursolsdure und

verschiedene weitere Sapogenine und Sterole nicht kompetieren.

R2—0O

GIn—GIn—0 “H - Rha—Glc—O0

R3 \
Rha

Glycyrrhizin Ginsenosid Rb,: R;= Glo-Glg; R,= H; R,= Glo-Glo Solamargin

Ginsenosid Rf:  R;=H; R,= O-Glc-Glc; R;=H

., (6]
) OH S 1)
OH

HO Dig—Dig—Dig—O0 H

Cholesterol Digoxin Squalen

Abb. 4.8 Zielstrukturen fiir die Generierung monoklonaler Antikérper gegen Triterpene. Die
Saponine wurden jeweils Uber die Glykoside an Proteintrager konjugiert. ,Dig“ entspricht Digitoxose,

,Glc" Glucose, ,GIn“ Glucuronsaure und ,Rha“ Rhamnose.
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Aus der Arbeitsgruppe um Shoyama, die sich mit der Generierung monoklonaler Antikdrper
gegen Naturstoffe beschéftigt, stammen auch monoklonale Antikérper gegen Ginsenosid Rb
(ein Bidesmosid des Protopanaxadiols) (Tanaka et al., 1999) und Solamargin (3-O-f3-
Chacotriosylsolasodin, ein Steroidsaponin aus Solanum) (Ishiyama et al., 1996). Auch bei
diesen beiden Saponinen wurde der Glykosid-Anteil als Kopplungspartner fiir die Bildung des
Proteinkonjugates genutzt. Die Bindung kann bei den Antikdrpern gegen Ginsenosid Rbl auf
diese Weise iiber beide Zuckeranteile erfolgen; sie wird jedoch nicht genauer bestimmt
(Fukuda et al., 1999). Eine Charakterisierung des vom Antikérper fokussierten Epitopes
findet in diesen Arbeiten nur in Form eines ,,Negativbeweises statt. Eine Kreuzreaktion der
Antikérper mit anderen Ginsenosiden sowie Oleanolsdure, Ursolsdure, [-Sitosterol,
Glycyrrhizin, Cholesterol etc. (insgesamt 18 Kompetitoren) wird ausgeschlossen (Tanaka et
al., 1999).

Nah et al. (2000) wihlten Ginsenosid Rf als Zielmolekiil. Dieses Glycosid des
Betulafolientriols ist ein Monodesmosid. Die Bindung wurde daher iiber die einzige
verfiigbare Seitenkette gekniipft. Die Autoren verglichen die Bindungsaffinitit der Antikorper
gegen Ginsenosid Rf nur mit der an sechs andere Ginsenoside.

Monoklonale Antikérper gegen Digoxin wurden von Kehayov et al. (1990) ebenfalls durch
ein BSA-Konjugat dargestellt, bei dem die Bindung des Zielmolekiils an den Proteintrager
iiber die Digitoxose-Komponenten des Herzglykosids gekniipft wurde. Die resultierenden 21
Zell-Linien wurden mit 25 Kompetitoren untersucht. Auch Zalcberg et al. (1983) verwendeten
die Zuckerkomponente zur Bindung an HSA. Die Spezifitidt der Antikdrper wurde von den
Autoren jedoch nur mit Spironolacton, Testosteron und Cortison untersucht. Auch Antikorper
gegen das acyklische Triterpen Squalen wurden bereits etabliert (Matyas et al., 2000).

IgG gegen Cholesterol konnten genuin in verschiedenen Sdugetieren nachgewiesen werden.
In einer Studie mit 742 freiwilligen Probanden wiesen sidmtliche Serumproben Antikdrper
gegen Cholesterol auf (Alving et al., 1999). Entsprechend einfach sind monoklonale
Antikorper nach der Injektion von mit Cholesterol beladenen Liposomen darstellbar (Alving
etal., 1991).

Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten monoklonalen Antikorper bilden eine gute
Ergénzung zu den bislang verwendeten Zielstrukturen. Mit Hilfe der Antikorper der Zell-
Linie 10F10, die gegen den basalen Teil des Molekiils gerichtet ist, konnen erstmals
Triterpen-Sapogenine vom Oleanol-Typ verschiedener Genese nachgewiesen werden. Eine
Kreuzreaktion zu Sterolen besteht nicht. Die Zell-Linie 6C2 liefert zusdtzlich Antikorper, die

relativ spezifisch auf das Oleanolsidure-Molekiil gerichtet erscheinen.
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4. Diskussion

4.2.3 Anwendung der monoklonalen Antikorper gegen Triterpene

Ziel der Darstellung monoklonaler Antikorper war es, ein Werkzeug zu gewinnen, mit dessen
Hilfe eine quantitative Bestimmung von Saponingemischen moglich wird. Hierfiir wurden
zunidchst, wie bereits mit den Antikdrpern gegen Furanolabdanditerpene, Untersuchungen mit
Extrakten verschiedener saponinhaltiger Arzneipflanzen durchgefiihrt. Die Antikorper der
derzeit empfindlichsten Zell-Linie 10F10 wurden mit verschiedenen Saponin- bzw.
triterpenhaltigen Dekokten (= unter Kochen mit Ethanol hergestellte Extrakte,
s. Abschnitt 2.3.3) vorinkubiert. Die Oleanolsdureanaloga in Betulae herba, Quillaia radix,
Saponariae radix, Hederae herba, Hippocastani fructus, Primulae radix, Polygala radix,
Liquiritiae radix und Crataegi fructus konnten konzentrationsabhidngig detektiert werden.
Den Steroidsaponinen aus Sarsapilli radix fehlen funktionelle Gruppen, die fiir die Bindung
der Antikorper an das Hapten notwendig sind. Sie werden dementsprechend nicht gebunden
und zeigen keine Kompetition (s. Abschnitt 3.2.4.3).

Die Sensitivitdt des Assays ist mit einer Nachweisgrenze von 100 pmol Oleanolsdure bei 5 pl
Zellkultur-Uberstand im Vergleich zu anderen Autoren nicht sehr hoch. Sakata et al. (1994)
wiesen Forskolin bis zu einer Konzentration von 2,4 pmol nach. Nah et al. (2000) zeigten eine
noch héhere Empfindlichkeit (0,25 pmol) fiir Ginsenosid Rb;.

Die Empfindlichkeit des kompetitiven ELISA gegen Oleanolsdurederivate kann aber durchaus
noch gesteigert werden:

Das im ELISA verwendete immobilisierte Proteinkonjugat war mit einer Belegungsrate von
2,3 : 1 (Oleanolsédure : BSA) nur wenig mit Oleanolsiure belegt. Das von Sakata et al. (1994)
verwendete 7-Deacetyl-Forskolin-7-hemisuccinyl-BSA-Konjugat lag dagegen mit einer Rate
von 10 : 1 (Forskolinderivat : BSA) deutlich hoher, ebenso wie die Rate im Ginsenosid Rf-
Assay (60 : 1, Ginsenosid Rf : BSA).

Im Assay wurden zwar mit 0,8 ug Proteinkonjugat pro Vertiefung deutlich hdohere
Konzentrationen als in den beiden Vergleichsassays (je 0,01 pg) eingesetzt, die tatséchlich
immobilisierte Menge an Proteinkonjugat ist jedoch deutlich geringer. Dadurch wird die
tatsdchliche Sensitivitit der Antikorper nur bedingt vergleichbar. Die Synthese eines
Proteinkonjugates mit einer hoheren Belegungsrate an Oleanolsdure wiirde die Sensitivitdt des
ELISA deutlich erhdhen. In Analogie der Proteinkonjugate gegen die Saponine Ginsenosid Rf
und Rb1 sowie Solamargin konnte ein Monodesmosid der Oleanolsdure als Ausgangsprodukt

fiir die Synthese dienen.
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Monoklonale Antikérper gegen pentacyclische Triterpene

Der kompetitive ELISA gestattet die Untersuchung von wissrigen Losungen ohne
aufwindige Probenvorbereitung. Er wird routineméBig zur Bestimmung zahlloser Antigene
eingesetzt. Eines der zukiinftigen Anwendungsgebiete der monoklonalen Antikérper, die im
Rahmen dieser Arbeit dargestellt wurden, ist ein ,,medium®- bis ,,high-throughput*-Screening
von Pflanzenextrakten auf die entsprechenden Zielstrukturen. Da die Proteinkonjugate auf der
Basis von Oleanolsdure im Gegensatz zu denen gegen Marrubiin stabil sind, ist eine
quantitative Bestimmung, wenn auch noch nicht im optimalen Konzentrationsbereich, bereits
mit diesem kompetitiven ELISA-System schnell und kostengiinstig moglich.

Die Antikdrper, die im Rahmen dieser Arbeit dargestellt wurden, sind besonders zur
Bestimmung von Sapogeninen, nicht immer aber zur Bestimmung von Saponinen geeignet.
Die gegebenenfalls vorhandenen Zuckerketten stéren den Nachweis, wie flir die Antikorper
der Zell-Linie 10F10 mit Triterpenen aus R. fluitans gezeigt wurde. Gegebenenfalls ist daher
eine Hydrolyse vor der Bestimmung der Triterpene notwendig. Monodesmoside der
Oleanolsidure werden jedoch von einem der beiden Antikorper gebunden, die an rdumlich
entgegengesetzten Teilen des Molekiils angreifen.

Eine weitere Einsatzmoglichkeit bieten die im Rahmen der Anwendung monoklonaler
Antikorper gegen Furanolabdanditerpene vorgestellten Immunoaffinitéts-Séulen (s. Abschnitt
4.1.2). Sie konnen ein System zur Konzentrierung und Konservierung von Zielstrukturen

ebenso wie zur raschen Detektion und apparativ wenig aufwéandiger Bestimmung bieten.

Die Arbeiten anderer Autoren zur Generierung und Charakterisierung monoklonaler
Antikorper gegen Triterpene sind, ebenso wie die gegen fast alle Naturstoffe (s. Tab. 1.1)
unter einer dhnlichen Pramisse zu sehen. Ziel all dieser Arbeiten war es, eine Zell-Linie zu
etablieren, mit deren Antikdrpern eine prazise Charakterisierung der eingesetzten Zielstruktur
moglich war. So bleibt auch die Anwendung der mit groBem Aufwand hergestellten
Antikorper auf wenige Moglichkeiten beschrénkt. Dabei vernachldssigen die meisten Autoren
die Moglichkeit, Antikoérper zu nutzen, die zwar nicht ausschlieBlich an eine Zielstruktur
binden, aber gerade dadurch einen viel universelleren Nutzen haben koénnen. So konnen
beispielsweise die im Rahmen dieser Arbeit generierten Antikérper der Zell-Linie 10F10 fiir
die Detektion verschiedenster Sapogenine eingesetzt werden. Die etwas geringere Spezifitét
macht sie zu einem wertvollen analytischen Werkzeug, mit dem im Rahmen eines Saponin-
Tests Untersuchungen mit einer grolen Zahl saponinhaltigen Arzneipflanzen und deren

Zubereitungen durchgefiihrt werden konnen.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation umfasst die Herstellung monoklonaler Antikdrper gegen zwei

Isoprenoide: Marrubiin aus Marrubium vulgare L. und Oleanolsidure. Beide Molekiile wurden

zum ersten Mal als Zielstrukturen verwendet.

A) Marrubiin

1.

Marrubiin wurde aus Marrubium vulgare L. in praparativem Malstab extrahiert und

gereinigt. Das Terpen wurde zu Marrubenolsuccinat derivatisiert.

Marrubenolsuccinat  wurde an verschiedene Proteintrdger gekoppelt. Die
resultierenden Proteinkonjugate wurden nach verschiedenen Methoden (DC,
Radiolabelling, SDS-PAGE und MALDI-TOF) charakterisiert. Die verschiedenen
Methoden wurden miteinander kombiniert und eine Belegungsrate von 5:1 bzw. 25:1

(Marrubenolsuccinat : BSA bzw. Thyroglobulin) ermittelt.

In zwei Immunisierungen mit dem Marrubenol-BSA-Konjugat wurden insgesamt 46
Hybridoma-Zell-Linien und Subklone erzeugt, die eine Bindung an
Marrubenolsuccinat-Thyroglobulin-Konjugat zeigten. Fiinf dieser Zell-Linien wurden
in Checkerpoint-Titration und kompetitivem ELISA untersucht. Mit Hilfe der
Antikorper der Zell-Linie 6A1 konnte Marrubiin bis zu einer Konzentration von 0,75

nmol / 100 pl nachgewiesen werden.

Die Antikorper der Zell-Linien 6A1 sind gegen 3-subistituierte Furanringe gerichtet.
Die Immunglobuline der Zell-Linie 1CICI11 erkennen ein &hnliches Epitop.
Antikorper von 5F2 zeigten Kompetition mit der zur Derivatisierung verwendeten
Bernsteinsdure. 9C1C8 und 6CS5 enthalten Antikorper, die vermutlich gegen einen

Teil des Labdan-Bicyclus gerichtet sind.
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B) Oleanolsiure

132

Oleanolsdure wurde zur Prisentation unterschiedlicher Teile des Molekiils zum einen
direkt tlber die 28-Carboxy-Funktion, zum anderen nach Succinylierung der 3-
Hydroxygruppe an Triagerproteine gekoppelt. Die resultierenden BSA-Konjugate wurden
mit Hilfe von MALDI-TOF charakterisiert und wiesen eine Bindungsrate von 2,3 bzw.

7,3 : 1 (Oleanolsdure bzw. Oleanylsuccinat : BSA) auf.

In insgesamt 4 Immunisierungen wurden bislang 35 Zell-Linien in zwei
Immunisierungen mit dem Oleanolséure-Thyroglobulin-Konjugat und sieben Zell-Linien
in einer Immunisierung mit Oleanylsuccinat-Konjugat etabliert. Aus diesen wurden sechs
Zell-Linien zur Checkerpoint-Titration, davon drei zur Bestimmung des erkannten

Epitopes im kompetitiven ELISA ausgewéhlt.

Antikorper der Zell-Linie 10F10 wurden mit 22 verschiedenen Kompetitoren untersucht.
Die Antikorper aus der Immunisierung mit Oleanolsdure-Konjugat erkennen ein
definiertes Epitop im Bereich der Ringe A und B. Oleanolsdure wurde mit 5 ul Zell-
Kulturiiberstand bis zu einer Konzentration von 100 pmol / 100 pl nachgewiesen. Die
Antikorper der Zell-Linie 6C2 fokussieren die Ringe D und E des Molekiils zusammen
mit der Carboxyfunktion (C-28 an C-17). Die Zeilstruktur der Antikérper der Zell-Linie
7A6 ist noch nicht enau bekannt, liegt aber wahrscheinlich im Bereich der Ringe A

und B.

In einem kompetitiven ELISA wurde die Anwendung der monoklonalen Antikérper der
Zell-Linie 10F10 mit verschiedenen Tee-Zubereitungen Saponin- bzw. Oleanolsdure-
haltiger Pflanzen untersucht. Die Antikorper kompetierten konzentrationsabhidnging mit

den in den Extrakten enthaltenen Zielstrukturen.
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7.1 Einleitung

Die Arbeitsgruppe von V. Cechinel (Itajai, Brasilien) untersuchte traditionelle Arzneipflanzen
Brasiliens in verschiedenen in vivo-Modellen. Der ethanolische Extrakt von Marrubium
vulgare fiel im Writhing-Test an der Maus durch eine dosisabhidngige antinociceptive
Wirkung auf (de Souza et al.,, 1998), die auf Marrubiin zuriickgefithrt werden konnte
(Cechinel-Filho et al., 1998). Uber die gemeinsame Forschung an Marrubiin kam ein Kontakt
zustande, in dessen Rahmen die pharmakologischen Untersuchungen der Arbeitsgruppe
erweitert werden konnten. Verschiedene im Rahmen dieser Arbeit isolierte oder synthetisierte
Diterpene und andere Vergleichssubstanzen aus der Arbeitsgruppe Knoss wurden im Rahmen
einer Kooperation in der Arbeitsgruppe von V. Cechinel in vorhandenen Modellen getestet.

Aufgrund der interessanten Ergebnisse wurden Kontakte zu den Arbeitsgruppen von R. Bauer
(Diisseldorf) und M. Kassack (Bonn) gekniipft, die in verschiedenen in vitro-Modellen
Naturstoffe auf eine antinociceptive Wirkung hin untersuchen. Die Substanzen, die im in
vivo-Test in Brasilien untersucht wurden und werden, wurden parallel auf eine Hemm-
Wirkung gegen Cyclooxygenase, Lipoxygenase und G-Protein-Rezeptorkinase 2 untersucht.
Besonders die ersten zwei Enzyme spielen eine zentrale Rolle in der Schmerzentwicklung und
Schmerzweiterleitung (Besson et al., 1987). Die Mdoglichkeiten, iiber die eine Substanz
Einfluss auf das nociceptive System nehmen kann, sind jedoch sehr zahlreich. Daher war die
Wahrscheinlichkeit eher gering, den Mechanismus der schmerzstillenden Wirkung mit diesen

drei in vitro-Assays kléren zu koénnen.

De Souza et al. (1998) machten bereits verschiedene Angaben zur Wirkungsweise des
ethanolischen Extraktes aus M. vulgare und zu Marrubiin:

Bei einer Konzentration von 90 pmol / kg Koérpergewicht wurde der Ausdruck des durch
Essigsdureinjektion hervorgerufenen Schmerzes in Méusen praktisch vollstandig unterdriickt.
Die IDsy betrug 2,2 png / kg Korpergewicht. Der Effekt war langanhaltend und bis zu 5
Stunden nach Essigsdureinjektion nachweisbar.

In verschiedenen weiteren in vivo-Assays wie dem Formalin-induzierten Schmerz- und
Odemtest und dem Capsaicin-Schmerztest wurde die antinociceptive Wirkung an Ratten von
den Autoren bestdtigt. Das Labdan wirkte dosisabhidngig bei intraperitonealer und peroraler

Applikation. Die im Odemtest beobachtete Wirkung lieB zusitzlich auf eine
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antiinflammatorische Wirkkomponente schlieen. Cechinel-Filho und Mitarbeiter vermuteten
daher eine direkte sensorische Wirkkomponente im Zusammenhang mit Bradykinin bzw.
Glutamat sowie eine antiinflammatorische Einflussnahme des Furanolabdanditerpens iiber die
Arachidonsédurekaskade.

In einer weiteren Versuchsreihe des Writhing-Tests wurde den Tieren 20 Minuten nach der
Gabe von Marrubiin und 10 Minuten vor der Injektion der Essigsdure 5 mg / kg
Korpergewicht Naloxon, ein unspezifischer Morphinrezeptor-Antagonist, intraperitoneal
verabreicht. Die Gabe hatte keinen Effekt auf die Wirkung des Marrubiins. Im hot-plate-Test
war Marrubiin bis zu einer Konzentration von 180 umol/kg Korpergewicht ebenfalls
wirkungslos. Auch dieser Test ist fiir eine Wirkung auf das Opioidsystem angelegt. Der
antinociceptive Wirkmechanismus des Furanolabdanditerpens scheint daher nicht {iber

Morphin-Rezeptoren zu verlaufen.

7.2 Material und Methoden

7.2.1 Writhing-Test

Der Writhing-Test an der Maus wurden von V. Cechinel (Itajai, Brasilien) durchgefiihrt (de
Souza et al., 1998; Cechinel-Filho et al., 1998). Die Autoren folgten den Vorgaben von
Collier et al. (1968) mit kleinen Modifikationen:

Minnliche ,,Swiss mice mit einem durchschnittlichen Koérpergewicht von 25 — 30 g wurden
in einer kontrollierten Umgebung gehalten. Wasser und Futter standen ad libitum zur
Verfligung.

Den Tieren (N=10) wurde die zu untersuchende Substanz (10 mg/kg Kdrpergewicht), gelost
in Ethanol bzw. Ethanol/Wasser, intraperitoneal verabreicht; die Tiere der Kontrollgruppe
erhielten eine entsprechende Menge isotonischer Kochsalzlosung. Die Tiere der Positivgruppe
erhielten Aspirin oder Paracetamol (ebenfalls 10 mg/kg Korpergewicht) subcutan. Nach 30
Minuten wurde den Tieren 0,6%ige Essigsdure intraperitoneal in eine Hinterpfote gespritzt.
Danach wurden die Tiere in separate Boxen gesetzt. Die Zahl der durch diese Injektion
ausgelosten Kontraktionen des Abdomens bzw. der Hinterpfote wurde kumulativ {iber einen
Zeitraum von 30 Minuten bestimmt.

Die antinociceptive Aktivitit der zu untersuchenden Substanzen wurde als Reduktion der

Anzahl der abdominalen Kontraktionen im Vergleich zu den Kontrolltieren ausgedriickt.
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7.2.2 COX 1- und 2-Assay

Die Untersuchung auf eine Aktivitit gegen Cyclooxigenase 1 (COX-1) und Cyclooxygenase
2 (COX-2) wurden von R. Bauer (Diisseldorf) und Mitarbeitern nach der Methode von Redl
et al. (1994) bzw. Reininger et al. (1998) durchgefiihrt. Hierzu wurden jeweils 10 pl der zu
untersuchenden Losung zu 190 ul 0,IM TRIS/HCI, 18 uM L-Adrenalin-D-hydrogentartrat
und 10uM Hematin pipettiert. Nach der Zugabe von 0,2 Einheiten COX-1 COX-2 (Cayman)
wurde das Gemisch 5 Minuten lang prainkubiert, bevor das Gemisch auf eine Konzentration
von 5 uM Arachidonsdure eingestellt wurde.

Die Inkubation mit COX-1 bei 37°C wurde nach 10 Minuten, die mit COX-2 nach 20
Minuten durch die Zugabe von 10 pl einer 10%igen Ameisensdureldsung gestoppt. Die
Konzentration des jeweils gebildeten PGE, wurde mit Hilfe eines PGE,-Enzym-Immunoassay

(R&D Systems) bestimmt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden jeweils als Mittelwert aus drei

Einzelbestimmungen dargestellt.

7.2.3 LOX-Assay

Auch die Untersuchungen auf eine Wirkung auf die Lipoxygenase wurden von R. Bauer
(Diisseldorf) nach den Angaben in Paulus et al. (1999) durchgefiihrt. Hierzu wurden intakte
Schweine-Leukozyten verwendet, welche mit 0,2 mM CaCl,, 1 uM FEicosatetraensiure, 1 uM
Ca-lonophor 23187 und 0,12 mM Arachidonsdure inkubiert wurden. Die Menge an
gebildetem Leukotrien By (LTB4) wurde mit Hilfe eines Enzym-Immunoassays (Cayman

Chemicals) bestimmt.
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7.2.4 G-Proteinrezeptorkinase 2-Assay

Die Untersuchungen wurden von M. Kassack, Bonn, durchgefiihrt.

Die Aktivitidt der G-Proteinrezeptorkinase 2 (GRKj;) wurde iiber die Phosphorylierung des
Photorezeptors Rhodopsin bestimmt. Hierfiir wurden dunkel-adaptierte ,,Rod outer segments
(ROS)*“ bei schwachem Rotlicht pripariert: Die Rinderretina wurde hierfiir mit einem
Polytron-Homogenisator homogenisiert und sukzessive einer Saccharose-Dichtegradienten-
Zentrifugation unterworfen. Die Rhodopsin-Bande wurde abgetrennt und mit 2,5 M Harnstoff
behandelt. Die so pridparierten ROS zeigten keine endogene Kinase-Aktivitdt und bestanden
hauptsédchlich aus Rhodopsin, wie ein 10% SDS-PAGE zeigte.

Ca. 150 pmol Rhodopsin wurden in Gegenwart weillen Lichtes (bzw. in Dunkelheit) in einem
Puffer mit 20 mM Tris-HCI (pH= 7,5), 2 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 100 pM y-[*’P]-ATP
(4440 cpm/fmol) zusammen mit 0,5 ul 2uM GRK, inkubiert. Die Reaktion wurde nach 30
Minuten durch die Zugabe von eisgekiihlten 800 ul 100 mM Natriumphosphat/5S mM EDTA-
Puffer (pH= 7,5) gestoppt. Die zu untersuchenden Substanzen wurden der Phosphorylierungs-
Mischung in einer Konzentration von 100 uM zugefiigt.

Nach Zentrifugation bei 20.000 x g wurde das Rhodopsin-Pellet in 30ul SDS Puffer (2%
SDS, 10% Glycerol, 0,001% Bromphenolblau in 0,08 M Tris-HCI, pH=6,8) resuspendiert.
Ein Aliquot wurde auf einem 10% SDS-PAGE getrennt.

Die Rhodopsin-Banden bei 30 — 35 kD wurden mit Hilfe eines GelScan 3D v.2.1

autoradiographisch vermessen.
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7.3 Ergebnisse

Die Arbeitsgruppe um V. Cechinel (Itajai, Brasilien) konnte eine antinociceptive Wirkung des
ethanolischen Extraktes von Marrubium vulgare sowie von Marrubiin nachweisen.

In Fortsetzung der pharmakologischen Untersuchungen wurden dieser Arbeitsgruppe
labdanhaltige Pflanzenextrakte und einige der als Targetstrukturen hergestellten
Reinsubstanzen zur Verfiigung gestellt. In Kooperation mit zwei weiteren Arbeitsgruppen
wurden verschiedene in vitro-Modelle in die Untersuchungen mit einbezogen, die im

Zusammenhang mit einer antinociceptiven Wirkung stehen konnen:

1) Writhing-Test Untersuchung weiterer Furanolabdanditerpene und
-Fraktionen

durchgefiihrt von V. Cechinel-Filho und Mitarbeitern
2) GRK;-Assay Mogliche Hemmung der Signaltransduktion
z.B. am Opioid-Rezeptor

durchgefiihrt von M. Kassack und Mitarbeitern

3) COX-1und-2-Assay Mogliche Hemmung der Arachidonsiure-Kaskade
durchgefiihrt von R. Bauer und Mitarbeitern

4) 5-LOX-Assay Mogliche Hemmung der Leukotrien-Biosynthese
durchgefiihrt von R. Bauer und Mitarbeitern
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7.3.1 Nachweis antinociceptiver Wirkung im Writhing-Test

Im Writhing-Test wurden von V. Cechinel neben dem ethanolischen Extrakt aus Marrubium
vulgare (Herkunft: Bonn) auch die gereinigte Furanolabdanditerpenfraktion (s. Abschnitt
2.3.3) von M. vulgare und Leonurus cardiaca untersucht. Beide Pflanzen sind Arten der
Lamiaceae und enthalten Furanolabdanditerpene. Als Reinsubstanzen wurden bisher
Marrubiin, Marrubenol und Hispanolon eingesetzt.

Die Furanolabdanditerpenfraktion aus M. vulgare zeigte mit 84,04% + 3,4% Hemmung der
Konstriktion eine stirkere Wirkung als der ethanolische Rohextrakt dieser Pflanze (65%). Die
Labdanfraktion aus L. cardiaca erwies sich mit 94,00% + 1,5% Inhibition als noch potenter.
Die Wirkung der Einzelsubstanzen nahm von Marrubiin 76% iiber Marrubenol (92,6% +
2,1%) zu Hispanolon (92,20 + 1,5%) hin zu. Die Wirkung aller untersuchten Fraktionen war
mehr als doppelt so groB wie die der Standardanalgetika Aspirin und Paracetamol (35%)
(s. Abb. 7.1). Weitere Labdane und —Fraktionen befinden sich in der Untersuchung.

100—

Hemmung der Konstriktion [%]

\

|

Aspirin
Paracetamol
Marrubenol

aus M. vulgare
Marrubiin
Hispanolon

Labdanditerpene
aus M. vulgare
Labdanditerpene
aus L. cardiaca

Alkoholischer Extraktt

Abb. 7.1 Untersuchung von Furanolabdanditerpenen und FLD-reichen Fraktionen im Writhing-
Test an der Ratte. Den zu untersuchenden Tieren wurden je 10 mg / kg Kdrpergewicht der zu
untersuchenden Substanz bzw. der Extrakte i.p. appliziert, Kontrolltieren ein gleiches Volumen
isotoner Kochsalzlosung. Nach 30 Minuten wurde verdliinnte Essigsaure in eine Hinterpfote gespritzt
und die Zahl der Konstriktionen des Hinterleibes und der Pfote kumulativ Gber 30 Minuten bestimmt.
Die prozentuale Hemmung der Konstriktion entspricht dem Verhaltnis an Konstriktionen von Tieren

der Versuchs- und der Kontrollgruppe.
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7.3.2 In vitro-Untersuchung: Hemmung der GRK,

In einer ersten Testreihe wurde von M. Kassack, Bonn, die Wirkung auf die G-
Proteinrezeptorkinase 2 (GRK;) untersucht, ein Protein, das unter anderem an der
Signaltransduktion der Opioidrezeptoren beteiligt ist.

Die verwendete Reaktion arbeitet mit Hilfe des isolierten Photorezeptors Rhodopsin, der aus
Rinderretina gewonnen wurde. Unter der Katalyse von GRK, wird Rhodopsin in der
Gegenwart von weilem Licht phosphoryliert. Durch den Einsatz von y—[33P]-ATP wurde der
Grad der Phosphorylierung und damit die Aktivitidt der GRK, bestimmbar.

In diesem Testsystem wurden Marrubiin und Marrubenol, dessen Derivatisierungsprodukte
Marrubenolacetat und -succinat, die Furanolabdanditerpene Hispanolon und Leosibiricin
sowie die Labdanditerpene Sclareol und Manool eingesetzt. Selbst in der relativ hohen
Konzentration von 100 mM zeigte keines der untersuchten Furanolabdanditerpene eine

Hemmwirkung von iiber 20% auf die G-Poteinrezeptorkinase 2 (s. Abbildung 7.2).

100+
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50+

404
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10+

Hemmung der GRK,-Aktivitat [%]

Manool D

Marrubiin
Marrubenol
Marrubenolacetat

Marrubenolsuccinat
Hispanolon
Leosibiricin
Sclareol

Abb. 7.2 Untersuchung von Furanolabdanditerpenen im GRK;-Assay. Rhodopsin wurde in
Gegenwart von GRK; und y—[33P]-ATP mit weillem Licht bestrahlt, was die Phosphorylierung des
Photorezeptors ausldste. Die Reaktion wurde durch die Verwendung radioaktiv markierten ATPs
quantifizierbar. Die Labdanditerpene wurden dem Reaktionsansatz in einer Menge von 100 mM

zugeflgt. Die Ergebnisse wurden in Relation zu Blindwert-Experimenten gestellt.
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7.3.3 In vitro-Untersuchung: Hemmung der COX-1 bzw. -COX-2

Cyclooxygenase ist ein zentrales Enzym des Arachidonsdurestoffwechsels. Nichtsteroidale
Antiphlogistika (NSAIDs), die Hemmstoffe der Cyclooxygenase, wirken in therapeutischer
Konzentration analgetisch, antipyretisch und antiphlogistisch. Es werden zwei Isoformen,
COX-1 und COX-2 unterschieden, von denen ersteres hauptsidchlich konstitutiv exprimiert
wird und das letztere hauptséchlich induzierbar ist.

Die von R. Bauer (Diisseldorf) eingesetzte Methode basierte auf der quantitativen
Bestimmung von PG E,, einem Produkt der Umsetzung von Arachidonsdure unter Katalyse
der jeweiligen COX-Isoform.

Die in diesem Testsystem eingesetzten Substanzen entsprachen denen im GRK;-Assay: Die
Furanolabdanditerpene Marrubiin und Marrubenol, Marrubenolacetat und —succinat,
Hispanolon und Leosibiricin sowie die Labdanditerpene Sclareol und Manool.

Alle eingesetzten Diterpene waren selbst bei hoher Konzentration von 320 — 160 uM nur
schwach wirksam (s. Abb. 7.3).

Ein Einfluss auf die Nociception iiber die Hemmung der COX war somit nicht nachweisbar.
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Abb. 3.7.3 Untersuchung von Labdanditerpenen im COX-Assay. Die Umsetzungsrate von
Arachidonsaure durch Cyclooxygenase zu PG E, wurde mit Hilfe eines enzymatischen Immunoassays
bestimmt. Die prozentuale Hemmung der Labdanditerpene wurde gegen beide Isoformen des Enzyms
ermittelt. Die eingesetzte Konzentration lag mit 200 yM bzw. 320 yM fir Sclareol und 160 uM fur
Manool sehr hoch.
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7.3.4 In vitro-Untersuchung: Hemmung der 5-LOX

Ein weiterer Assay untersuchte einen moglichen Einfluss der Labdanditerpene auf die
Leukotrienbiosynthese. Ein zentrales Enzym dieser Synthese ist die 5-Lipoxygenase.
Leukotriene sind an der Wundheilung beteiligt, besonders aber am chronischen wie akuten
Entziindungsgeschehen.

Die in Kooperation von R. Bauer (Diisseldorf) durchgefiihrte Reaktion beruht wiederum auf
der quantitativen Bestimmung eines Umsetzungsproduktes der Lipoxigenase, der LTB4 mit
Hilfe eines Immunoassays.

Von den in diesem Testsystem eingesetzten Furanolabdanditerpenen Marrubiin, Marrubenol,
Marrubenolacetat und -succinat, Hispanolon und Leosibiricin zeigte in der hohen
Konzentration von 200 uM Hispanolon mit 54,7% (Mittelwert aus drei Messungen) eine
leichte Hemmwirkung. Die Labdanditerpene Sclareol und Manool waren mit 87,5% und
84,7% etwas stirker wirksam. Bei der eingesetzten Konzentration von 200 pM bzw. 160 pM
ist diese Inhibition jedoch insgesamt als schwach zu bewerten (s. Abb. 7.4). Die gefundenen
Werte konnen aufgrund ihrer GroBenordnung auch keine Erkldrung fiir die Wirkung im

Writhing-Test liefern.
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Abb. 3 Untersuchung von Labdanditerpenen im 5-LOX-Assay. Die Umsetzungsrate von
Arachidonsaure durch 5-Lipoxygenase zu PG E, wurde mit Hilfe eines enzymatischen Immunoassays
bestimmt. Die eingesetzte Konzentration lag mit 200pM bzw. 160uM fir Sclareol und Manool sehr

hoch. Die ermittelten Werte wurden in Relation zu Blindwerten gesetzt.
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7.4 Diskussion

Die in vivo-Untersuchungen von V. Cechinel und Mitarbeitern zur antinociceptiven Wirkung
von Marrubiin wurden mit den im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Zielstrukturen und
einigen aufkonzentrierten Furanolabdanfraktionen fortgesetzt. Marrubiin erreichte bei einer
eingesetzten Konzentration von 10 mg / kg Korpergewicht Maus eine deutliche
antinociceptive Wirkung. Durch Marrubiin wurden im Rahmen des Writhing-Testes 76% der
sdureinduzierten Konstriktionen unterdriickt. Eine gleiche Menge Aspirin bzw. Paracetamol
zeigte nur 35% Hemmung.

Die Furanolabdanditerpen-Fraktionen aus Marrubium vulgare und Leonurus cardiaca
beinhalteten mit 84% bzw. 92% ebenfalls ein hohes antinociceptives Potential. Die bereits
untersuchten Furanolabdane Hispanolon (92%) und Marrubenol (93%) sind noch einmal
deutlich stirker wirksam als Marrubiin selbst (Brand et al., 1998 a und 1998 b). Die
Untersuchungen werden von V. Cechinel mit der Bestimmung der ICsy der verschiedenen
Furanolabdanditerpene fortgesetzt.

Eine erste Testung in drei verschiedenen in vitro-Modellen sollte helfen, den
Reaktionsmechanismus, iiber den die Furanolabdanditerpene in die Schmerzbildung, -leitung
oder Schmerzverarbeitung eingreifen, zu bestimmen. Aus den Untersuchungen von de Souza
et al. (1998) war bereits bekannt, dass der Wirkmechanismus nicht mit dem des Morphins
vergleichbar ist. Naloxon als Morphinrezeptor-Antagonist zeigte keine Wirkung. Weiterhin
hatten die Labdanditerpene keine antinociceptive Wirkung in dem auf das Opioidsystem
ausgerichteten hot-plate-Test. Die Autoren vermuteten einen an die Arachidonsdurekaskade
gekoppelten Wirkmechanismus.

Keine der eingesetzten Zielstrukturen einschlieBlich Marrubiin hatte eine hemmende Wirkung
auf die Cyclooxygenasen 1 und 2 oder die 5-Lipoxygenase (s. Abschnitt 7.2.2 und 7.2.3),
welche Schliisselenzyme der Arachidonsdurekaskade bilden (Winzeler et al., 1997). Auch das
nur indirekt an der Schmerzweiterleitung beteiligte Enzym G-Protein-Rezeptorkinase 2
(Aragay et al., 1998) wurde von den eingesetzten Substanzen in seiner Funktion nicht
beeinflusst. Der Mechanismus der schmerzstillenden Wirkung der Furanolabdanditerpene in
vivo bleibt daher vorerst ungeklért.

Bei der Suche nach dem Mechanismus kann radioaktiv markiertes Marrubiin ebenso helfen
wie die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten und charakterisierten AntikOrper gegen
Furanolabdabdanditerpene. Besonders letztere ermdglichen auch die Suche nach Pflanzen mit

neuen und gegebenenfalls noch weit potenteren Antinociceptiva aus dieser Naturstoffklasse.
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8 Spektrenanhang

Marrubiin und Derivate:

8.1 MaArTUDIiN.ueccceeiiiiiiiiniiisnrensnnicsnencsssncsssnncsssnesssnssssssssssesssssesssssssssnessssssssane 162
8.2 MAarrubenol........eecueeiiseeicsiicsnicssnnissnncsssncsssnessssnsssesssssessssssssssessssssssses 169
8.3 MarrubenolSUCCINAL.......ccoovvvurriecrssrrnriecsssssanreessssssssssesssssssssssssssssssssssssssns 174
8.4 MArTUDIINSAULE cccuveeriuriisercssanesssnessnnicsnecssncsssnessssessssessssssssssessssssssssssssecs 179

Oleanolsiaure und Derivate

8.5 OleanolSAULe ........uuieeeueiiiiieiriiinnriiiineicsineiesssssicsssssnissssseessssssnesssssessssssene 184
8.6 ErytRrodiol.....cccccueiieiiniicnisnnicnisnnicnssnnicsssssicssssicsssssssssnssssssssssssssssssssnssess 189
8.7 OleanylSUCCINAL......cccuvvuriirsvnicnssnresssnricssssecsssssicsssssssssssssesssssssssssssssssssses 194
8.8 O1eanylacetat .......ccccevvvenriicssssrnnrincsssssnnniccssssnssessssssssssesssssssssssssssssssssssssns 199
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8.1 Marrubiin

Masse (EI): 332,2
Literatur: 332 (Knoss, 1996)

'H-NMR in CDCls:

0,97 (d, J = 5 Hz, H-17); 1,05 (s, H-20); 1,28 (s, H-18); 1,69 und 1,32 (m und m, H-1); 1,70 und 1,53 (m und m,
H-1); 1,87 und 1,77 (m und m, H-11); 2,08 und 1,46 (m und m, H-3); 2,13 (m, H-8); 2,14 und 1,68 (m und m, H-
7); 2,23 (d, J =5 Hz, H-5); 2,52 (m, H-12); 4,74 (t, J = 5 Hz, H-5); 2,52 (m, H-12); 4,74 (t, ] = 5 Hz, H-6); 6,26
(br. s, H-14); 7,22 (br.s, H-16); 7,35 (br. s, H-15)

Knéss et al., 1997 :

0,95 (d, J = 6,5 Hz, H-17); 1,04 (s, H-20); 1,27 (s, H-18); 1,68 und 1,29 (m und m, H-1); 1,72 und 1,50 (m und
m, H-1); 1,88 und 1,74 (m und m, H-11); 2,11 und 1,43 (m und m, H-3); 2,12 (m, H-8); 2,13 und 1,68 (m und m,
H-7); 2,21 (d, J = 5 Hz, H-5); 2,51 (m, H-12); 4,72 (t, J = 5 Hz, H-5); 2,51 (m, H-12); 4,72 (t, J = 5 Hz, H-6);
6,25 (br. s, H-14); 7,21 (br.s, H-16); 7,34 (br. s, H-15)

BC-NMR in CDCls:

16,6 (q, C-17) ; 18,2 (t, C-2) ; 21,0 (t, C-12) ; 22,3 (s, C-20); 23,0 (q, C-18) ; 28,4 (t, C-3); 28,7 (t, C-1) ; 31,6 (t,
C-7); 32,4 (d, C-8); 35,2 (t, C-11); 39,8 (s, C-10); 43,8 (s, C-4); 44,9 (d, C-5); 75.8 (s, C-9); 76,2 (d, C-6); 110,7
(d, C-14); 125,0 (s, C-13); 138,6 (d, C-16); 143,1 (d, C-15); 183,8 (s, C-19)

Knoss et al., 1997 :

16,6 (q, C-17) 5 18,1 (t, C-2) ; 21,0 (t, C-12) ; 22,3 (s, C-20); 23,0 (q, C-18) ; 28,3 (t, C-3); 28,6 (t, C-1); 31,5 (t,
C-7); 32,3 (d, C-8); 35,1 (t, C-11); 39,7 (s, C-10); 43,7 (s, C-4); 44,8 (d, C-5); 75,8 (s, C-9); 76,2 (d, C-6); 110,7
(d, C-14); 125,0 (s, C-13); 138,6 (d, C-16); 143,1 (d, C-15); 183,9 (s, C-19)
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SPEC:
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8.2 Marrubenol

Masse: 336,3

'H-NMR in CDCls:
30,96 (d, J = 6,5 Hz, H-17); 1,05 (s, H-20); 1,28 (s, H-18); 2,49 (m, H-12); 4,12 (m, H-6); 4,26 und 3,18 (J = 11
Hz, H-19); 6,27 (br. s, H-14); 7,22 (H-16); 7,35 (dd, H-15)

Kndoss, 1996 (Marrubenol):
80,77 (d, ] = 6,5 Hz, H-17); 1,05 (s, H-20); 1,35 (s, H-18); 2,51 (m, H-12); 4,12 (m, H-6); 4,20 und 3,21 (J = 11
Hz, H-19); 6,25 (br. s, H-14); 7,25 (H-16); 7,35 (dd, H-15)

Knoss et al., 1997 (Marrubiin):

60,95 (d, J = 6,5 Hz, H-17); 1,04 (s, H-20); 1,27 (s, H-18); 1,68 und 1,29 (m und m, H-1); 1,72 und 1,50 (m und
m, H-1); 1,88 und 1,74 (m und m, H-11); 2,11 und 1,43 (m und m, H-3); 2,12 (m, H-8); 2,13 und 1,68 (m und m,
H-7); 2,21 (d, J = 5 Hz, H-5); 2,51 (m, H-12); 4,72 (t, J = 5 Hz, H-5); 2,51 (m, H-12); 4,72 (t, ] = 5 Hz, H-6);
6,25 (br. s, H-14); 7,21 (br.s, H-16); 7,34 (br. s, H-15)

PC-NMR in CDCl;:

8 16,2 (q, C-17) ; 18,2 (t, C-2) ; 18,5 (t, C-20) ; 19,4 (s, C-12); 28,0 (q, C-18) ; 29,6 (t, C-7); 31,1 (d, C-8); 33,7
(t, C-1) ; 34,9 (t, C-3); 38,8 (s, C-10); 40,4 (s, C-4); 43,3 (t, C-11); 49.4 (d, C-5); 69,5 (d, C-6); 68,8 (s, C-19) ;
76,6 (s, C-9); 110,8 (d, C-14); 125.4 (s, C-13); 138,5 (d, C-16); 142,9 (d, C-15)

Knoss et al., 1997 (Marrubiin):

§ 16,6 (q, C-17) ; 18,1 (t, C-2) ; 21,0 (t, C-12) ; 22,3 (s, C-20); 23,0 (g, C-18) ; 28,3 (t, C-3); 28,6 (t, C-1) ; 31,5
(t, C-7); 32,3 (d, C-8); 35,1 (t, C-11); 39,7 (s, C-10); 43,7 (s, C-4); 44,8 (d, C-5); 75,8 (s, C-9); 76,2 (d, C-6);
110,7 (d, C-14); 125,0 (s, C-13); 138,6 (d, C-16); 143,1 (d, C-15); 183,9 (s, C-19)
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8.3 Marrubenolsuccinat

Masse: 446,2

'H-NMR in CDCls:
50,94 (d, J = 6 Hz, H-17); 1,00 (s, H-20); 1,21 (s, H-18); 2,62 (br. m, H-32 und H-33); 4,12 (m, H-19); 4,54 (q,
H-6); 6,26 (br. s, H-14); 7,21 (H-16); 7,34 (dd, H-15)

Knoss, 1996 (Marrubenol):
§0,77 (d, T = 6,5 Hz, H-17); 1,05 (s, H-20); 1,35 (s, H-18); 2,51 (m, H-12); 4,12 (m, H-6); 4,20 und 3,21 (J = 11
Hz, H-19); 6,25 (br. s, H-14); 7,25 (H-16); 7,35 (dd, H-15)

Knoss et al., 1997 (Marrubiin):

80,95 (d, J =6,5 Hz, H-17); 1,04 (s, H-20); 1,27 (s, H-18); 1,68 und 1,29 (m und m, H-1); 1,72 und 1,50 (m und
m, H-1); 1,88 und 1,74 (m und m, H-11); 2,11 und 1,43 (m und m, H-3); 2,12 (m, H-8); 2,13 und 1,68 (m und m,
H-7); 2,21 (d, J = 5 Hz, H-5); 2,51 (m, H-12); 4,72 (t, J = 5 Hz, H-5); 2,51 (m, H-12); 4,72 (t, J = 5 Hz, H-6);
6,25 (br. s, H-14); 7,21 (br.s, H-16); 7,34 (br. s, H-15)

PC-NMR in CDCl;;

516,2 (q, C-17) ; 18,3 (t, C-2) ; 20,0 (t, C-12) ; 21,4 (s, C-20); 27,3 (q, C-18) ; 29,8 (d, C-8); 33,3 (t, C-1) ; 34,8
(t, C-3); 38,0 (s, C-10); 39,5 (s, C-4); 43,3 (t, C-11); 49,8 (d, C-5); 66,5 (d, C-6); 69,0 (s, C-19) ; 110,7 (d, C-14);
125,3 (s, C-13); 138,5 (d, C-16); 1429 (d, C-15)

Succinat: 28,9 (C-22 und 23); 171,1 und 177,8 (C-21 und C-24).

Knoss et al., 1997 (Marrubiin):

6 16,6 (q, C-17); 18,1 (t, C-2) ; 21,0 (t, C-12) ; 22,3 (s, C-20); 23,0 (q, C-18) ; 28,3 (t, C-3); 28,6 (t, C-1) ; 31,5
(t, C-7); 32,3 (d, C-8); 35,1 (t, C-11); 39,7 (s, C-10); 43,7 (s, C-4); 44,8 (d, C-5); 75,8 (s, C-9); 76,2 (d, C-6);
110,7 (d, C-14); 125,0 (s, C-13); 138,6 (d, C-16); 143,1 (d, C-15); 183,9 (s, C-19)
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8.4 Marrubiinsiaure

Masse: 350,2
Verunreinigt mit Marrubiin (332,2)

'H-NMR in CDCl; (s. Spektrenanhang):
§ 1,01 (d, T = 7,5 Hz, H-17); 1,12 (s, H-20); 1,30 (s, H-18); 2,3 (m, H-5); 2,52 (m, H-12); 4,38 (m, H-6); 6,30
(br.s, H-14); 7,26 (br.s, H-16); 7,37 (br.s, H-15)

Knoss et al., 1997 (Marrubiin):

60,95 (d, J = 6,5 Hz, H-17); 1,04 (s, H-20); 1,27 (s, H-18); 1,68 und 1,29 (m und m, H-1); 1,72 und 1,50 (m und
m, H-1); 1,88 und 1,74 (m und m, H-11); 2,11 und 1,43 (m und m, H-3); 2,12 (m, H-8); 2,13 und 1,68 (m und m,
H-7); 2,21 (d, J = 5 Hz, H-5); 2,51 (m, H-12); 4,72 (t, J = 5 Hz, H-5); 2,51 (m, H-12); 4,72 (t, ] = 5 Hz, H-6);
6,25 (br. s, H-14); 7,21 (br.s, H-16); 7,34 (br. s, H-15)

PC-NMR in CDCI; (s. Spektrenanhang):

Knoss et al., 1997 (Marrubiin):

§ 52,0 (d, C-5); 67,0 (s, C-9); 76,2 (d, C-6); 111,7 (d, C-14); 127,1 (s, C-13); 139,6 (d, C-16); 144,0 (d, C-15);
183,6 (s, C-19)

(Verunreinigt mit Marrubiin)

Knoss et al., 1997 (Marrubiin):

§ 16,6 (q, C-17) ; 18,1 (t, C-2) 5 21,0 (t, C-12) ; 22,3 (s, C-20); 23,0 (g, C-18) ; 28,3 (t, C-3); 28,6 (t, C-1) ; 31,5
(t, C-7); 32,3 (d, C-8); 35,1 (t, C-11); 39,7 (s, C-10); 43,7 (s, C-4); 44,8 (d, C-5); 75,8 (s, C-9); 76,2 (d, C-6);
110,7 (d, C-14); 125,0 (s, C-13); 138,6 (d, C-16); 143,1 (d, C-15); 183,9 (s, C-19)
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SPEC

Samp
Meode

Bage:
Morm:
Peak:
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. m____ Ly __.__ ___ _ __..__ _.__ | . .._ __ __..._ ____ _ _._.__E ____ _._ _ I _.._ _._“_ ___. __. .__r_. il .*
100 Hm_n_ u_...__"...
R _
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7
wnmmu
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__.__._. ] ; . “_ ..m ity ___ L __ 11y ___ I _. ; .__ _.__nl. .___ ‘ .U ". . i . ' _ _
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(wdd)

BC-NMR-Spektrum Marrubiinsdure (300 MHz, D;COD)
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8. Spektrenanhang

8.5 Oleanolsaure

Masse: 456.,4
Literatur : 456 (Ulubelen et al., 1999)

'H-NMR in CDCl; (s. Spektrenanhang):
$ 0,67 (3H, s, H-25); 0,71 (3H, s, H-24); 0,85 (3H, s, H-29); 0,87 (3H, s, H-23); 0,89 (3H, s, H-26); 1,09 (3H, s,
H-30); 3,29 (1H, m, H-18); 4,30(1H, d, ] = 6, H-3); 5,16 (1H, m, H-12)

Mendez et al., 1995:
8 0,70 (s, H-30); 0,86 (s, H-24); 0,86 (s, H-26); 0,99 (J= 6,5 Hz, H-23); 1,08 (s, H-27); 3,20 (J = 11,4 und 5,5Hz,
H-3); 5,14 (t,J = 3,5 Hz, H-12);

PC-NMR in CDCl; (s. Spektrenanhang):

§ 17,9 (C-25); 18,8 (C-24); 19,6 (C-26); 20,8 (C-6); 25,4 (C-11); 25,7 (C-16); 26,2 (C-30); 28,4 (C-27); 29,8 (C-
2);30,0 (C-15) ; 31,0 (C-20) ; 33,2 (C-22) ; 34,9 (C-7) ; 35,2 (C-29) ; 35,6 (C-21) ; 36,1 (C-10) ; 43,6 (C-18) ;
44,1 (C-14) ; 48,2 (C-19) ; 48,5 (C-17) ; 49,9 (C-9) ; 57,6 (C-5) ; 79,6 (C-3) ; 124,3 (C-12) ; 146,6 (C-13) ; 181,3
(C-28)

Maillard et al., 1992:

§ 15,3 (C-25); 15,6 (C-24); 16,8 (C-26); 18,3 (C-6); 23,1 (C-11); 23,4 (C-16); 23,6 (C-30); 26,0 (C-27); 27,4 (C-
2); 27,7 (C-15); 28,1 (C-23) ; 30,6 (C-20) ; 32,3 (C-22) ; 32,6 (C-7) ; 33,1 (C-29) ; 33,8 (C-21) ; 37,0 (C-10) ;
38,5 (C-1) ; 38,7 (C-4) ; 39,3 (C-8) ; 41,3 (C-18) ; 41,6 (C-14) ; 45,8 (C-19) ; 46,6 (C-17) ; 47,6 (C-9) ; 55,2 (C-
5); 78,7 (C-3) ; 122,1 (C-12) ; 143,4 (C-13) ; 181,0 (C-28)
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8.6 Erythrodiol

Masse : 442.4
Literatur : 442 (Lee et al., 2000)

'H-NMR in D3;COH:
8 0,66 (3H,s); 0,81 (3H, s, H-25); 0,83(3H, s, H-24); 0,85 (3H, s, H-29); 0,87 (3H, s, H-23); 0,88 (3H, s, H-26);
1,09 (3H, s, H-30); 3,34 (H-18); 4,30(1H, m, H-3); 5,09 (1H, m, H-12)

Lee et al.,2000 in CDCl; :
§ 0,77 (3H,s) ; 0,85 (3H, s) ; 0,86 (3H, 5) ; 0,91 (3H, 5) ; 0,92 (3H, 5) ; 0,97 (3H, 5) ; 1,14 (3H, s) ; 3,18 (1H, d, J
=10,9 Hz); 3,19 (1H, m); 3,53 (1H, d, J = 10,9 Hz); 5,17 (1H, t, ] = 3,5 Hz)

PC-NMR in D;COH (s. Spektrenanhang):

& 15,5 (q, C-25), 16,2 (g, C-24); 16,6 (q, C-26); 18,2 (t, C-6); 21,8 (t); 23,2 (t); 23,7 (q); 25,3 (t); 25,9 (q); 28,4
(t); 29,3 (q); 30,9 (s); 31,1 (t); 32,4 (t); 33,3 (q); 34,0 (t); 36,7 (s); 38,4 (t); 41,4 (s); 42,0 (d); 46,6 (t); 47,6 (d);
54,9 (d, C-9); 67,6 (t, C-28); 79,4 (d, C-3); 121,7 (d, C-12); 144,6 (s, C-13)

Lee et al., 2000 in CDCl; :

o 15,5 (q), 15,6 (q); 16,7 (q); 18,3 (t); 22,0 (t); 23,5 (t); 23,6 (q); 25,5 (1); 25,9 (q); 27,2 (1); 28,1 (q); 30,9 (s);
31,0 (t); 32,6 (t); 33,2 (q); 34,1 (1); 36,9 (s); 38,6 (1); 38,8 (s); 39,8 (s); 41,7 (s); 42,3 (d); 46,5 (t); 47,6 (d); 55,2
(d); 69,7 (t); 79,0 (d); 122,4 (d); 144,3 (s)
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8.7 Oleanylsuccinat

Masse : 556,3
Literatur : 556,77 (Yang et al., 1997)

'H-NMR in CDCls:

6 0,72 (3H, s); 0,82 (3H, s, H-25); 0,83(3H, s, H-24); 0,87 (3H, s, H-29); 0,89 (3H, s, H-23); 0,90 (3H, s, H-26);
1,10 (3H, s, H-30); 2,58 und 2,62 (je 2H, m, succinyl-CH,), 3,45 (1H, m, H-18); 4,12 (1H, dd, J = 6 und 12 Hz,
H-3); 5,24 (1H, t-artig, H-12)

Kashiwada et al., 1998 in Pyridin-ds, 500 MHz:

5 0,83 (3H, s, H-25); 0,93 (3H, s, H-26); 0,96 (3H, s, H-29); 0,98 (3H, s, H-23); 0,99 (3H, s, H-26); 1,02 (3H, s,
H-30); 1,27 (3H, s, H-27); 2,89 und 2,93 (je 2H, m, succinyl-CH,), 3,29 (1H, dd, J = 4 Hz und 14 Hz, H-18);
4,48 (1H, dd, J = 5 und 11 Hz, H-3); 5,47 (1H, t-artig, H-12)

Ma et al., 1999:
4 2,65 (m, 4H, Succinat)

PBC-NMR in CDCl;:

8 14,1 (C-25); 15,3 (C-24); 16,6 (C-26); 23,4 (C-16); 25,8 (C-30); 27,9 (C-2); 28,6 (C-27); 28,8 (C-15); 32,4 (C-
29); 32,9 (C-21); 41,5 (C-8); 46,5 (C-18); 47.4 (C-14); 51,8 (C-19 und C-17); 55,2 (C-9); 60,8 (C-5); 81,5 (C-3);
122,4 (C-12); 143,5 (C-13); 184,2 (C-28). Succinat: 28,8; 28,9; 172,2; 172,7

Kashiwada et al., 1998 in Pyridin-ds, 100 MHz:

§ 15,3 (C-25); 16,9 (C-24); 17, 3 (C-26); 18,4 (C-6); 23,6 (C-16); 23,7 (C-11 und C-30); 23,8 (C-2); 26,1 (C-
27): 28,1 (C-23); 28,2 (C-15): 30,9 (C-20); 33,0 (C-22); 33,1 (C-7); 33,2 (C-29); 34,2 (C-21); 37,1 (C-10); 37,9
(C-4); 38,1 (C-1); 39,7 (C-8); 41,9 (C-18); 42,1 (C-14); 46,4 (C-19); 46,6 (C-17); 47,8 (C-9); 55,5 (C-5); 80,9
(C-3); 122,3 (C-12); 144,8 (C-13); 180,0 (C-28).

Succinat: 29,9; 30,3; 172,4; 174,7
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8.8 Oleanylacetat

Masse: 498.3
Literatur: 498 (Kim et al., 1999)

'H-NMR in CDCls:

o 0,83 (3H, s); 0,94 (3H, s, H-25); 0,97(3H, s, H-24); 0,98 (3H, s, H-29); 0,99 (3H, s, H-23); 1,00 (3H, s, H-26);
1,05 (3H, s, H-30); 1,10 (3H, s, H-26); 1,25 (3H, s, H-39); 2,13 (3H, s, Me-OAc); 3,19 (1H, m, H-18); 4,80 (1H,
dd, J =6 und 12 Hz, H-3); 5,47 (1H, t-artig, H-12)

Carvalho et al., 1993 in CDCI; bei 300MHz :
5 0,85 (s), 0,86 (s), 0,90 (5), 0,94 (s), (insges. 15 H, 5 Me); 1,12 (3H, s, Me); 2,05 (3H, s, Me-OAc); 2,82 (1H,
dd, T = 4Hz und 13,5 Hz, H-18p); 4,49 (1H, t-artig, H-301); 5,27 (1H, br. s, H-12)

Tkachev et al., 1994 :

§ 0,71 (s, H-27); 0,81 (H-5) ; 0,82 (s, H-24); 0,83 (s, H-23); 0,87 (s, H-29); 0,89 (s, H-30); 0,91 (s, H-25); 1,01
und 1,58 (H-1) ; 1,03 und 1,67 (H-15); 1,12 und 1,58 (H-19); 1,17 und 1,30 (H-21); 1,25 und 1,41 (H-7); 1,48
(2H, H-6) ; 1,54 (H-9); 1,52 und 1,73 (ddd, J = 13,5 und 13,5 und 4,6, H-22); 1,59 (2H, H-2) ; 1,58 und 1,94
(ddd, J = 13,5 und 13,5 und 4,0, H-16); 1,84 (2H, H-11); 2,79 (dd, J = 13,5 und 4,3, H-18); 4,46 (m, H-3) ; 5,23
(dd, J=3,5 und 3,5; H-12).

Acetat 2,01 (3H, s)

PC-NMR in CDCI; (s. Spektrenanhang):
§ 48,3 (C-17) ; 49,0 (C-19) ; 50,0 (C-9) ;57,7 (C-5) ; 82,7 (C-3) ; 125,3 (C-12) ; 145,9 (C-13) ; 172,1 (C=O des
Acetats) ; 186,5 (C-28)

Carvalho et al., 1993 in CDCl; bei 300MHz :

§ 15,4 (C-25); 16,6 (C-24), 17,2 8C-26); 18,1 (C-6); 21,3 (CH; des Acetats); 22,8 8C-16); 23,5 (C-2); 23,6 (C-
29); 25,9 (C-27); 27,6 (C-15); 28,0 (C-23); 30,6 (C-20); 32,4 (C-22); 32,5 (C-7); 33,0 (C-30) ; 33,8 (C-21) ; 37,0
(C-10) ; 37,7 (C-4) ; 38,0 (C-1) ; 39,4 (C-8) ; 40,8 (C18) ; 41,5 (C-14) ; 45,8 (C-17) ; 46,5 (C-19) ; 47,5 (C-9) ;
55,3 (C-5) ; 80,9 (C-3) ; 122,5 (C-12) ; 143,6 (C-13) ; 171,2 (C=0 des Acetats) ; 184,5 (C-28)

Tkachev et al., 1994 :

§ 15,42 (C-25); 16,62 (C-24); 17,00 (C-26); 17,20 (C-29); 18,09 (C-6); 22,88 (C-27); 23,44 (C-2); 23,44 (C-11);
23,85 (C30); 25,87 (C-15); 27,97 (C-23); 32,21 (C-21); 32,72 (C-7); 36,75 (C-10); 37,51 (C-4); 38,22 (C-1);
39,15 (C-20); 39,51 (C-8); 40,34 (C-22); 41,43 (C-19); 41,74 (C-14); 47, 42 (C-9); 55,19 (C-5); 60,48 (C-18);
71,94 (C-17); 80,75 (C-3); 127,51 (C-12); 137,93 (C-13);. Acetat: 21,14 und 170,92.
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