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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Bei der Entwicklung neuer Arzneimittel zur Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen wie
Parkinson, Demenz, Alzheimer und Schlaganfallen ist die Neurogenese als innovativer The-
rapieansatz in den letzten zehn Jahren in den Fokus gertickt. Die auf diese Weise neu gebil-
deten Neuronen kdnnten den durch die Krankheit erlittenen Funktionsverlust moglicherweise
beheben. Ausgangspunkt fur die Entwicklungen ist das Auffinden neuer Leitstrukturen, welche
potenziell die Neurogenese auslésen. Der Fokus dieser Arbeit lag zum einen auf Pflanzenin-
haltsstoffen der ayurvedischen Heilpflanze Bacopa monnieri, zum anderen auf synthetisch
hergestellten oder aus Bakterien gewonnenen Indolalkaloiden und synthetisch hergestellten
Thioindirubinen.

Im ersten Teil der Arbeit wird die Extraktionsoptimierung der Pflanze B. monnieri und die Frak-
tionierung der erhaltenen Extrakte mittels Flissig-Flussig-Extraktion und Festphasenextrak-
tion beschrieben. Ziel der Extraktionsoptimierung war es, Bacoside und Flavonoide mdglichst
angereichert zu erhalten. Dabei wurden die Anreicherungsfaktoren fur Bacosid A und Luteolin
vom Rohextrakt bis zum erhaltenen Festphasenextrakt bestimmt. Die Gehalte der beiden Sub-
stanzen Bacosid A und Luteolin wurden mittels HPLC-ELSD bestimmt. Die Ergebnisse der
Arbeit liefern einen wichtigen Beitrag zur Behandlung des B. monnieri Extraktes mittels Flis-
sig-Flussig-Extraktion und Festphasenextraktion, wodurch eine flinffache Anreicherung von
Bacosid A und eine zehnfache Anreicherung von Luteolin mdglich ist.

Bei der genauen Untersuchung einer weiteren Fraktion wurde mit den kauflich erworbenen
Referenzsubstanzen Bacosin und Betulinsdure gearbeitet, um einzelne in verschiedenen
Fraktionen enthaltene Substanzen anhand der Retentionszeiten zuordnen zu kdnnen. Die
Uberprifung der Referenzsubstanzen zeigte, dass es sich bei dem fiir B. monnieri bekannten
Triterpen Bacosin um Betulinsdure handelt. Des Weiteren konnte in untersuchten B. monnieri
haltigen Nahrungsergdnzungsmitteln und Extrakten mittels HPLC-IT TOF kein Bacosin son-
dern ausschlief3lich Betulinséure detektiert werden.

Die anschlieRende Untersuchung im Hinblick auf die Neurogenese ergab, dass die in B. mon-
nieri enthaltenen, vielversprechenden Bacoside keine differenzierungsinduzierende Wirkung
zeigen. Jedoch zeigte das in Spuren enthaltene Apigenin eine deutliche und die Stoffe Luteolin
und Luteolin-7-glucosid eine leicht differenzierungsinduzierende Aktivitat.

Bei der Untersuchung diverser Indolalkaloide konnten grof3e Unterschiede zwischen den zwei
unterschiedlichen Strukturtypen aufgezeigt werden. Die untersuchten 3,4-annelierten, peptid-
artigen Indolalkaloide zeigten keine signifikanten Effekte in Bezug auf die Neurogenese. Die
synthetisierten Thioindirubine hingegen zeigten alle eine leichte Aktivitat bei einer Konzentra-
tion von 10 uM und das untersuchte 5‘-Methylthioindirubin zeigte in dieser Konzentration stark
differenzierungsinduzierende Effekte, welche vergleichbar mit der Positivkontrolle Retinséaure

und Valproinsdure sind. Selbst bei einer Konzentration von 1 pM war 5-Methylthioindirubin
1



Zusammenfassung

aktiver im Vergleich zu den tbrigen untersuchten Thioindirubinen. Die Struktur-Aktivitats-Un-
tersuchung der unterschiedlichen Thioindirubine ergab, dass die Grof3e des Substituenten an
Position 5' entscheidend ist, wobei eine Substitution der Thioindirubine an Position 5 keine
starken Effekte auf die Differenzierung zeigt.



Summary

Summary

Developing new medicines for the treatment of neurodegenerative diseases such as Parkin-
son's, dementia, Alzheimer's and strokes, neurogenesis has become an innovative therapeutic
approach. Newly formed neurons may possibly replace the loss of function due to the disease.
Discovering interesting lead structures that trigger neurogenesis is important for future medi-
cines.

This thesis focuses on the one hand on ingredients of the Ayurvedic plant Bacopa monnieri,
on the other hand on synthetically produced or from bacteria derived indole alkaloids and syn-
thetically produced thioindirubins.

The first part of the thesis deals with the extraction optimization of B. monnieri and the frac-
tionation of the obtained extracts using liquid-liquid extraction and solid-phase-extraction to
enrich bacosides and flavonoids. The enrichment factors for bacoside A and luteolin from the
raw extract to the obtained solid-phase-extract were determined using HPLC-ELSD. The de-
scribed procedures allow a fivefold enrichment of bacoside A and a tenfold enrichment of lu-
teolin.

Comparing the retention times of the compounds in one of the fractions with two commercial
reference substances of bacosine and betulinic acid led to the conclusion that the triterpene
bacosine, known exclusively for B. monnieri, is indeed betulinic acid. Furthermore, the analysis
of several dietary supplements and extracts of B. monnieri by HPLC-IT TOF did only detect
betulinic acid and no bacosine.

The subsequent study regarding neurogenesis showed that the promising bacosides con-
tained in B. monnieri do not show a differentiation inducing activity. Apigenin, which is con-
tained in traces, showed a moderate differentiation inducing activity, whereas luteolin and lu-
teolin-7-glucoside exhibited slight differentiation inducing activity.

The study of indole alkaloids revealed notable differences between the two different structural
types. The investigated 3,4-annelated peptide-like indole alkaloids showed no significant ef-
fects on neurogenesis. In contrast, the investigated thioindirubins show slight activity at a con-
centration of 10 uM and the investigated 5'-methylthioindirubin showed very good effects at
this high concentration, which are comparable to the positive control. Even at a concentration
of 1 uM, 5'-methylthioindirubin showed good differentiation inducing activity compared with the
other tested thioindirubins. The proposed structure activity relationship of the different thioin-
dirubins suggested that the size of the substituent at position 5' is decisive, whereas a substi-
tution of the thioindirubins at position 5 does not have strong effects on the differentiation in-
ducing activity.



Einleitung: Konzept der neuronalen Plastizitdt als pharmakologischer Therapieansatz und die
Bedeutung des Naturstoffscreenings

1 Einleitung: Konzept der neuronalen Plastizitat als
pharmakologischer Therapieansatz und die Bedeu-
tung des Naturstoffscreenings

Seit Jahren steigt die mittlere Lebenserwartung der deutschen Bevélkerung an [1, 2]. Das sta-
tistische Bundesamt hat in der 14. koordinierten Bevolkerungsvorausberechnung die durch-
schnittliche Lebenserwartung fir die Jahre 2016 bis 2018 veréffentlicht [3]. Dabei lag das Alter
der Frauen im Schnitt bei 83,3 Jahren, das Alter der Manner bei 78,5 Jahren [3]. Die Berech-
nung des statistischen Bundesamtes legt auch dar, dass die mittlere Lebenserwartung der
Bevolkerung Uber die letzten Jahre stetig gestiegen ist und auch in Zukunft weiter steigen
wird [3]. Als Griinde hierfur kdnnen vor allem die Fortschritte in der Medizin, beispielsweise die
Entwicklung von Impfungen und Antibiotika und die Seuchenbek&mpfung, genannt werden [2].
Trotz dieser Fortschritte steigt im Alter das Risiko, altersassoziierte Erkrankungen zu erlei-
den [4]. Hierzu gehdren beispielsweise Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Krebs, Diabetes, Oste-
oporose und neurodegenerative Erkrankungen [2, 4]. Die Zusammenhénge des Alterns und
der Neurodegeneration werden in der Wissenschaft zunehmend untersucht, wobei davon aus-
gegangen wird, dass der Prozess durch viele Umstande beeinflusst wird [2, 5]. Die Theorien
zu diesem Thema sind unterschiedlich komplex. Es ist jedoch weitreichend untersucht, dass
freie Radikale und der daraus resultierende oxidative Stress von enormer Bedeutung bei neu-
rodegenerativen Krankheiten zu sein scheinen [2, 5]. Dabei werden sowohl Proteine und Lip-
ide als auch die DNA und die RNA von reaktiven Sauerstoff- und Stickoxidradikalspezies an-
gegriffen, wenn diese in zu hoher Konzentration im Kérper vorliegen [2]. Da das Gehirngewebe
und Neuronen oxidativem Stress weniger Stand halten kdnnen und die detoxifizierenden Me-
chanismen immer schwécher werden, kann dies das Absterben der Zellen und somit einen
Funktionsverlust zur Folge haben [5, 6]. Bei allen neurodegenerativen Erkrankungen kommt
es mit der Zeit dazu, dass Neuronen, welche im Nervensystem informationsverarbeitende Zel-
len sind, aufgrund von Ablagerungen der oxidativen Stoffwechselprodukte absterben [4].

Die Tatsache, dass Neuronen sich nicht teilen kénnen und somit ein Leben lang funktionieren
sollten, ist dahingehend problematisch, da durch das Absterben von Neuronen bei altersbe-
dingten Erkrankungen ein Verlust dieser entsteht [4, 7].

Myelin‘scheide Ranvierscher Schnirring N\ Zellkdrper

- — Dendriten

Endkndpfchen—

Zellkern

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Neurons mit dem Zellkérper, dem darin enthaltenen Zell-
kern und den Dendriten, dem Axon mit der Myelinscheide, dem Ranvierschen Schniirring und dem
Endknopfchen nach Hildebrand und Goslow [8].
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Abbildung 1 zeigt den Aufbau von Neuronen. Diese Neuronen bestehen aus drei Ubergeord-
neten Teilen, wobei es sich um den Zellkérper, die Dendriten und das Axon handelt [9]. Zent-
rum eines Neurons ist der Zellkdrper, auch Soma (griechisch: Kdrper) genannt, welcher rund,
oval, dreieckig oder sternformig sein kann und einen Durchmesser von 10-50 ym hat [8-10].
Neben dem Zellkern befinden sich im Zellkdrper verschiedene Zellorganellen [9]. Diese sind
fur die Energieversorgung, den Aufbau und Transport von Proteinen und die Speicherung der
genetischen Information verantwortlich [9]. Die vom Zellkérper ausgehenden Auslaufer sind
unterteilt in die Dendriten und das Axon, wobei beide oftmals auch unter dem Begriff Neurite
zusammengefasst werden [10]. Dendrite, welche sich haufig stark verzweigen, sind eine Art
Antenne der Nervenzelle und empfangen die Signale anderer Nervenzellen Uber deren Sy-
napsen [8]. Das Axon einer Nervenzelle, welches bis zu einem Meter lang sein kann, ist von
einer Myelinscheide umgeben [9, 10]. Diese Myelinscheide fungiert als elektrische Isolations-
schicht und besteht aus Oligodendrozyten [9, 10]. Eine Unterbrechung der Myelinscheide fin-
det in gleichmaiigen Abstdnden durch Ranviersche Schnirringe statt [9]. Das Ende des A-
xons bildet das Endkndpfchen, wodurch es Synapsen zu anderen Neuronen bilden kann [10].

Als Beispiele fur neurodegenerative Krankheiten, bei denen Neuronen absterben, werden un-
ter anderem Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, Morbus Huntington sowie der Schlaganfall,
welcher durch Gefal3schaden entsteht und dieselben Effekte zeigt, herangezogen [4, 7]. Zu-
sammenfassend fuhren Zellverluste bei all diesen Erkrankungen zu irreversiblen Schaden.

Bei Morbus Alzheimer, einer der bekanntesten neurodegenerativen Krankheit, kommt es zum
Funktionsverlust der Zellen aufgrund der Ablagerung von Proteinaggregaten [4]. Dabei werden
zwei verschiedene Arten an Proteinaggregaten beschrieben, zum einen die intrazellularen Alz-
heimer-Fibrillen (Tau-Proteine) und zum anderen die senilen Plagues (Amyloid-B-Peptide) [4].
Inwieweit ein Zusammenspiel beider Proteinablagerungen bei einem Krankheitsausbruch ge-
geben ist, ist bisher nicht geklart [4]. Die Proteinablagerungen fiihren zu einem fortschreiten-
den Abbau von Neuronen und damit der kognitiven Fahigkeiten, was zu Verdnderungen im
Wesen und Verhalten der erkrankten Person fuhrt [4, 11, 12].

Als weitere, relativ haufige neurodegenerative Krankheit wird Morbus Parkinson beschrie-
ben [4]. Bei dieser Krankheit sterben dopaminerge Neuronen in der Substantia nigra ab [4].
Dies geschieht entweder durch Neurotoxine oder aufgrund der Verstoffwechselung von Dopa-
min, wobei toxische Semichinone, relativ langlebige Radikal-lonen, in einem Zwischenschritt
entstehen kénnen [4]. Da die dopaminergen Neuronen fir die Bewegungsplanung und den
Bewegungsbeginn entscheidend sind, ist eine sich zunehmend verschlechternde Motorik der
Erkrankten die Folge [4, 9, 12].

Auch die etwas weniger bekannte Krankheit Morbus Huntington gehért zu den neurodegene-
rativen Erkrankungen [4]. Hierbei handelt es sich um eine Erbkrankheit, bei der sich das Pro-
tein Huntingtin im Striatum ablagert [4]. Durch die Proteinablagerung und den daraus resultie-

renden Zelltod kommt es anfangs zu Bewegungsstorungen, wobei die Erkrankten ihren Rumpf
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und ihre Extremitaten nicht mehr steuern konnen [4, 10]. Im Laufe der Krankheit sterben Ner-
venzellen auch in anderen Gehirnregionen ab, was zu psychischen Problemen, einer Demenz
und schlieRlich zum Tod fiihrt [4, 10].

Der Schlaganfall beschreibt die dritthaufigste Krankheit weltweit, wobei hierbei durch eine Is-
chamie (Verstopfung) oder eine Blutung im Gehirn neurologische Stérungen ausgelost wer-
den [13]. Abhangig davon, welche Art des Schlaganfalls an einem bestimmten Ort im Gehirn
vorkommt, kann es zu neurologischen Stérungen kommen [10, 13]. Diese kdnnen von Sprach-
stdrungen bis zu motorischen Stérungen reichen [10, 13]. Die betroffenen Regionen im Gehirn
erholen sich in vielen Fallen nicht mehr vollstdndig, da in diesen Arealen Neuronen unwieder-
bringlich abgestorben sind [7, 14].

Mit der Beschreibung der adulten Neurogenese als Prozess der Neubildung von Neuronen
wachst die Hoffnung, eine Vielzahl der neurodegenerativen Krankheiten therapieren zu kon-
nen [15]. Diese Neubildung von funktionsfahigen Neuronen wurde bereits vor Giber 60 Jahren
das erste Mal beschrieben, jedoch dann vorerst nicht weiter verfolgt [5, 16, 17]. So besteht
eine gewisse Variabilitdt im Zellverband des Gehirns, welche als Plastizitat bezeichnet
wird [16]. Inzwischen ist erwiesen, dass im Gehirn eine so hohe Plastizitat vorhanden ist, dass
diese Neubildung und eine Integration von Nervenzellen aus Stammzellen in zwei Regionen
des Gehirns auch bis ins hohe Alter vorkommt [16, 18]. Hierbei handelt es sich um den Bulbus
olfactorius und den Hippocampus [16]. Besondere Bedeutung kommt der Plastizitat bei Ge-
dachtnisbildung und dem Erwerb neuer Bewegungsmuster zu [19]. Es ist bekannt, dass die
Gedachtnisbildung im Alter unumganglich schwieriger wird [4]. Die Bildung neuer Nervenzel-
len aus Stammzellen findet in drei Schritten statt, welche als Proliferation, neuronale Determi-
nation und Reifung beschrieben werden [16]. Ab dem Schritt der Bildung von neuronalen Vor-
lauferzellen wird das Markerprotein Doublecortin (DCX) exprimiert, welches mit Hilfe eines
Screening Assays bestimmt werden kann [20]. Hierbei ist eine erhdhte Exprimierung dieses
Markerproteins ein Zeichen fur die Neurogenese [20].

Die Steigerung der Neurogenese gilt im Folgenden als Behandlungskonzept neurodegenera-
tiver Erkrankungen. Wegen der steigenden Lebenserwartung und der damit verbundenen er-
hohten Anzahl an neurodegenerativen Erkrankungen ist es von groRer Bedeutung, verschie-
dene Substanzen zu prifen, welche im Verdacht stehen, die Differenzierung der Stammzellen
zu Neuronen auszulésen, um zu Therapien zu gelangen. In dieser Arbeit wurden drei unter-
schiedliche Ansatze verfolgt, um solche Molekile zu finden, welche die Differenzierung auslé-
sen. Zu den bekannten Molekilen, welche die Differenzierung auslésen, gehdren unter ande-
rem kleine Molekiile, wie beispielsweise die Retinsaure, aber auch kérpereigene Molekuile wie
der Nervenwachstumsfaktor (NGF) [21, 22]. Derartige Molekiile kénnen bei der Entwicklung
eines Medikaments eine Rolle spielen, welches bei der Behandlung von neurologischen
Krankheiten angewendet wird [21].
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Der erste Ansatz auf der Suche nach solchen Substanzen ist der ethnopharmakologische Hin-
tergrund einer Pflanze. Bestehen bereits in alten Lehrbtuchern und Pharmakopte beschrie-
bene Daten zu Pflanzen, die bei neurologischen Beschwerden oder bei altersbezogenen Ge-
dachtnisproblemen eingesetzt werden, so besteht der begriindete Verdacht, dass diese Sub-
stanzen auch eine Wirkung in Bezug auf die Neurogenese zeigen. Weiterhin spielt eine Rolle,
ob bereits medizinische Untersuchungen zu Substanzen bestehen, welche moglicherweise in
Verbindung mit der Neurogenese gebracht werden kdnnen. Dieser zweite Ansatz auf der Su-
che nach differenzierungsinduzierenden Substanzen hat bereits vielversprechende Ergeb-
nisse geliefert. So wirken beispielsweise verschiedene Antidepressiva neurodifferenzie-
rend [23]. Da fur Antidepressiva bereits bekannt ist, dass diese eine Wirkung auf Neurotrans-
mitter haben, welche die Ubertragung von Informationen und Signalen zwischen Nervenzellen
steuern, ist der Zusammenhang zu den Neuronen gegeben [24]. Somit sind bereits getétigte
medizinische Untersuchungen ein guter Anhaltspunkt zur Untersuchung der Neurodifferenzie-
rung. Als dritter wichtiger Ansatz bei der Suche nach Substanzen, die die Neurogenese aus-
I6sen, ist die strukturelle Beschaffenheit dieser zu nennen. Wichtig hierfur ist, dass die Sub-
stanzen in der Lage sind, die Blut-Hirn-Schranke zu passieren. Somit wiirden die Substanzen
in die Nahe der Stammzellen gelangen und kdnnen anschlieRend wirken. Weiterhin besteht
der Verdacht bei antiproliferativ wirkenden Substanzen, dass die Differenzierung stets mit dem
Verlust der Teilungsfahigkeit einhergeht.

Als Beispiel fur den ersten Ansatz wurde die Pflanze B. monnieri gewéhlt. Durch die Nutzung
der Pflanze B. monnieri in der indischen Medizin zur Behandlung von neurologischen Alters-
beschwerden ist der ethnopharmakologische Hintergrund abgedeckt. Im Ayurveda, welches
einen ganzheitlichen Ansatz der Kenntnisse von Leben, Gesundheit und Heilung umfasst, wird
B. monnieri angewendet, um die ,Hirnleistung“ zu starken [25, 26]. Dadurch wird es in die
Gruppe ,Medhya Rasayana“ (Anwendung zur Gedachtnissteigerung und Verjingung) und in
die Gruppe ,Aindra Rasayana®“ (Anwendung zur Langlebigkeit und zur Fruchtbarkeitsférde-
rung) eingeordnet [27, 28]. Weiterhin wird es im Ayurveda als Antiasthmatikum, Kardiotonikum
und Analgetikum angewendet [26]. Es ist beschrieben, dass keine bestimmten Teile der
Pflanze fur die medizinische Wirkungen zustandig sind [26]. Das getrocknete Pflanzenmaterial
der ganzen Pflanze wird zur Herstellung der Heilmittel verwendet [26]. Au3erdem wird B. mon-
nieri im Ayurveda gegen verschiedenste neurologische Krankheitsbilder angewendet, bei-
spielsweise bei Angstzustanden, bei Schlaflosigkeit, bei Konzentrationsschwéche, bei Epilep-
sie, bei Psychosen und bei Stressbelastungen [26, 29]. Die Pflanze wird jedoch auch zur Be-
handlung von Krankheiten der Atemorgane, des Herz-Kreislauf-Systems, der Verdauungsor-
gane, der Nieren, der Haut, des Muskel-Skelett-Systems und des Immunsystems verwen-
det [26]. In der Literatur gibt es Untersuchungen, dass die Einnahme eines Extraktes von B.
monnieri als Schutz vor der Gabe eines Neurotoxins die Dichte von Neuronen in verschiede-
nen Regionen des Gehirns mindestens auf dem Level der unbehandelten Kontrolle halt [30].
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Weiterhin gibt es bereits Untersuchungen, welche beschreiben, dass ein Extrakt von B. mon-
nieri bei depressiven Ratten zur erhdhten Exprimierung eines Markerproteins (DCX) der Neu-
rogenese fuhrt [31]. Dabei wird ein Extrakt verwendet, in welchem die Substanzklasse der
Bacoside angereichert ist [31]. Durch die Existenz dieser Literaturstellen ist die Pflanze B.
monnieri und ihre Inhaltsstoffe, besonders die Bacoside, in den Vordergrund des Forschungs-
interesses geriickt. Weiterhin ist die in B. monnieri enthaltene Substanzklasse der Bacoside
aufgrund ihres amphiphilen Charakters von Interesse, da diese méglicherweise die Blut-Hirn-
Schranke besser passieren kénnen.

Eine weitere Substanzklasse sind die Indolalkaloide, fir die vor allem der dritte Ansatz der
interessanten strukturellen Beschaffenheit gilt. Bei manchen Indolalkaloiden ist jedoch auch
gleichzeitig ein ethnopharmakologischer Hintergrund gegeben. Die chronisch myeloische Leu-
k&mie wird seit mehreren Jahrhunderten mit einem aus der traditionellen chinesischen Medizin
bekannten Rezept namens Danggui Longhui Wan behandelt [32]. Hierbei handelt es sich um
eine Mischung aus elf verschiedenen Pflanzen, wobei die Aktivitat erst im letzten Jahrhundert
dem Qing Dai zugeordnet wurde [32]. Qing Dai ist eine Mischung zweier Farbstoffe, welche
groltenteils das blaue Indigo und zu kleineren Teilen ein Isomer des Indigo, das rote Indirubin
enthalt [32]. Da bereits medizinische Untersuchungen zu den Indigofarbstoffen vorliegen, ist
auch der zweite Ansatz bei der Suche nach differenzierungsinduzierenden Substanzen erfillt.
Neuere Untersuchungen aus dem Jahr 1999 ergaben, dass Indirubin und deren Derivate Cyc-
lin-abhéngige Kinasen (CDK) inhibieren und den Zellzyklus beeinflussen, indem diese die
Proliferation inhibieren [32]. Da auch bei der Reifung der jungen Neuronen ein Proliferations-
stopp eintritt, ist die Untersuchung dieser Substanzen in Richtung Differenzierungsinduktion
von groBem Interesse. Neben der Inhibierung der Proliferation werden Indirubine sowohl als
Inhibitoren der CDK1 und CDKS5 als auch der Glykogensynthase-Kinase-3 (GSK-3) beschrie-
ben, welche an vielen physiologischen Prozessen beteiligt sind [33, 34]. Die beiden Kinasen
spielen eine Rolle bei der Erforschung von Alzheimer [33]. AuRerdem ist die Glykogensyn-
thase-Kinase-3 bei der Ausbildung axonaler Auslaufer beteiligt [33, 35]. Ein Indirubinderivat,
das 6-Bromo-indirubin-3‘-oxim zeigte bereits eine neurodifferenzierende Wirkung auf humane
neuronale Vorlauferzellen [36]. Neben den medizinisch bereits bekannten Aspekten sind die
Indirubine interessant, da eine Modifikation der Seitengruppen eine erhéhte Wasserldslichkeit
bieten kdnnte.

Indolactam und dessen Derivate, bei denen es sich um in Blaualgen und Bakterien vorkom-
mende Indolderivate handelt, bieten eine strukturelle Ahnlichkeit zu den Indirubinen und sind
aufgrund ihrer bereits patentierten neuroprotektiven Eigenschaften in den Forschungsfokus
geriickt [37]. Hierdurch ist auch der zweite Ansatz auf der Suche nach differenzierungsindu-
zierenden Substanzen abgedeckt. Ein ethnopharmakologischer Hintergrund ist diesen Sub-
stanzen nicht zuzuschreiben, jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Indirubine
und die Indolactame einen strukturell-dhnlichen Pharmakophor besitzen, welcher die Aktivitat
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dieser Molekile begrinden kdnnte. Somit ist der dritte Ansatz fur ein Screening bei den Indo-
lactamen auch abgedeckt, da es sich hierbei um strukturell sehr interessante Substanzen han-
delt.

Abbildung 2: Darstellung von Indolactam (links) und Indirubin (rechts) mit ihren strukturellen Ahnlichkei-
ten (blau), welche moglicherweise den gemeinsamen Pharmakophor darstellen.

Abbildung 2 zeigt Indolactam und Indirubin sowie ihre strukturellen Ahnlichkeiten, wobei Indo-
lactam in seinem mdglichen Pharmakophor, der als 3-Indolderivat angenommen wird, ein C-
Atom mehr (Bindung zwischen 3, 8, 9) aufweist als das Indirubin (Bindung zwischen 3 und 2°).
Trotzdem ist eine sehr grof3e strukturelle Formahnlichkeit aufgrund des Indolgrundgerists ge-
geben. AulRerdem sind die Substituenten in beiden Molekulen eine Amidgruppe und im Falle
von Indolactam ist der Sauerstoff in einer Hydroxygruppe gebunden und bei Indirubin liegt eine
Oxoverbindung mit dem Kohlenstoff vor. Neben der Strukturahnlichkeit der beiden Indolalka-
loide ist bereits eine differenzierungsinduzierende Aktivitat fir Indolactam beschreiben, wobei
es sich hierbei um die Differenzierung in Pankreaszellen handelt [38]. Aufgrund der vielen
strukturellen Ahnlichkeiten ist es erstrebenswert, eine Struktur-Aktivitatsbeziehung zwischen
aktiven und inaktiven Indolalkaloiden in Bezug auf die differenzierungsinduzierende Aktivitat
aufzustellen.

Im Folgenden werden Extrakte der Pflanze B. monnieri auf ihre Inhaltsstoffe untersucht. Die
in den Extrakten enthaltenen Substanzen werden mit k&auflich erwerbbaren Reinsubstanzen
verglichen, um Gehalte zu bestimmen. Durch die durchgefiihrten Vergleiche mit Referenzsub-
stanzen kdnnen auch Ungereimtheiten bei beschriebenen Strukturen geklart werden. Aul3er-
dem wird die differenzierungsinduzierende Aktivitat dieser Extrakte, Reinsubstanzen und der
beschriebenen Indolalkaloide mit Hilfe eines dualen Luciferase-Assays getestet.
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2  Stand des Wissens zu geriatrisch aktiven Heilpflanzen
und neuroaktiven Naturstoffen

2.1 Bacopamonnieri

Die Pflanze B. monnieri L. (BM), welche auch unter den beiden Namen Brahmi oder das kleine
Fettblatt bekannt ist, gehort zur Familie der Plantaginaceae [29, 39]. Die Pflanze ist bitter
schmeckend, sukkulent und besitzt lange, kleine Blatter, viel Geédst und weil3e bis hellblaue
Bluten [40]. Brahmi wachst vor allem in den schattigen, trockenen und leicht sumpfigen Ge-
bieten in subtropischen und tropischen Bereichen in Europa, den vereinigten Staaten, Austra-
lien und Asien, vorwiegend in Indien [41-43]. In diesen Regionen wéchst die ayurvedisch ge-
nutzte Kulturpflanze im Bereich des Meeresspiegels bis in Hohen knapp tber 1000 m [44].
Aufgrund der altertimlichen Beschreibung der Pflanze im Ayurveda gibt es auch eine mdgliche
andere Quelle fur Brahmi, wobei es sich um Centella asiatica handelt [45]. Im Folgenden wird

Brahmi als Synonym fur B. monnieri verwendet.

Abbildung 3: Die Pflanze B. monnieri (eigene Aufnahme).

B. monnieri ist fur die vielen enthaltenen Bestandteile, wie beispielsweise Alkaloide, Saponine,
Flavonoide, Triterpene, Phenylethanoidglykoside und Phytosterole bekannt [46]. In ayurvedi-
schen Arzneibuichern wird die Pflanze Brahmi beschrieben und seit Jahrtausenden auch ver-
wendet [26]. In vielen ayurvedischen Heilmitteln wird der Extrakt zur Starkung des Denkver-
mogens und gegen Konzentrationsstorungen, epileptische Stérungen und Angstzustande ver-
wendet [26]. Des Weiteren werden die Eigenschaften von B. monnieri als entztindungshem-
mend, schmerzlindernd, hepaptoprotektiv und beruhigend beschrieben [47]. Brahmi wird Gber-
wiegend fur medizinische Zwecke kultiviert [48]. Einer indischen Studie zufolge ist B. monnieri
aufgrund von medizinischem, kommerziellem und forschungsbegriindetem Interesse die
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zweitwichtigste medizinische Pflanze [46]. In der westlichen Medizin findet Brahmi keine An-
wendung, wobei einige neuere Nahrungserganzungsmittel B. monnieri enthalten [26]. Die
grundliche biomedizinische Untersuchung von B. monnieri steckt jedoch erst in den Anfan-
gen [46].

2.1.1 Inhaltsstoffe von Bacopa monnieri
Saponine

Als Saponine werden sekundére Metaboliten aus dem Triterpenstoffwechsel bezeichnet, wel-
che Uberwiegend in Pflanzen und gelegentlich auch in Meerestieren vorkommen [49-51]. Bei
diesen Glykosiden sind eine oder mehrere polare Zuckereinheiten mit einem lipophilen Agly-
kon, auch Sapogenin genannt, verbunden [50]. Ein Hauptmerkmal der Saponine ist die Bildung
von stabilem Schaum, wenn diese in Wasser geldst sind, weshalb sie auch als natirliche Ten-
side bezeichnet werden [52, 53]. Dies war auch fiur die Namensgebung von Bedeutung, was
sich im lateinischen Begriff ,sapo®, welcher mit dem deutschen Begriff ,Seife” Ubersetzt werden
kann, widerspiegelt [49]. Die bereits durch ihren Namen angedeutete Oberflachenaktivitat ist
die einzige Eigenschatft, die fur alle Saponine gilt, alle weiteren Eigenschaften sind einzelnen
Saponinen bzw. Saponingruppen zugeordnet [50]. Neben Polyphenolen werden Saponinen
die gréf3ten biologischen Effekte in der traditionellen chinesischen Medizin zugeschrieben [54].
Die Vielzahl pharmakologischer Anwendungen von Saponinen ist durch die enorme Variabili-
tat der Strukturen dieser Verbindungen gegeben [55]. Bei Saponinen wird zwischen drei gro-
Ben Gruppen unterschieden, den Steroidsaponinen (Cz7-Grundgerist), den Steroidalkaloidsa-
poninen (Cz7-Grundgerist und enthaltener Stickstoff) und den Triterpensaponinen (Cso-Grund-
gerist) [50]. Des Weiteren wird zwischen monodesmosidischen, bidesmosidischen und trides-
mosidischen Saponinen unterschieden, je nach Anzahl der Zuckerketten, die sich am gebun-
den Aglykon befinden [56]. Die in der Pflanze B. monnieri charakteristisch vorkommenden Sa-
ponine sind Triterpensaponine und werden auch Bacoside oder Bacopasaponine ge-
nannt [57]. Diese Triterpensaponine sind vom Dammarantyp [41]. Als Aglykon besitzen die in
B. monnieri vorkommenden Bacoside entweder Jujubogenin oder Pseudojujubogenin und un-
terscheiden sich in der Position einer Isobutylenseitengruppe [58, 59].

(A) (B)

HO HO

Abbildung 4: Darstellung der beiden strukturisomeren Aglyka der Bacoside der Pflanze B. monnieri
Jujubogenin (A) und Pseudojujubogenin (B).
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Extrakte der Pflanze B. monnieri werden oftmals als Nahrungsergdnzungsmittel verwendet,
um das Gedachtnis zu starken [60, 61]. Die Aktivitat wird hauptsachlich den Bacosiden zuge-
ordnet, welche vorwiegend als Mischung zweier Gibergeordneter Bacosidgemische, Bacosid A
und Bacosid B, beschrieben werden [60]. Bacosid A ist eine Mischung aus vier Bacosiden:
Bacosid A3, Bacopasid I, Bacopasid X und Bacopasaponin C [62]. Bei Bacosid B gehen die
Literaturdaten weit auseinander und es herrscht Uneinigkeit Giber die Strukturen [62].

(A)

Abbildung 5: Darstellung der einzelnen Strukturen des in B. monnieri enthaltenen Saponingemisches
Bacosid A: Bacosid A3 (Jujubogenin—Aglykon) (A), Bacopasid Il (B) (Pseudojujubogenin-Aglykon), Ba-
copasid X (C) (Jujubogenin-Aglykon) und Bacopasaponin C (Pseudojujubogenin-Aglykon) (D).

Abbildung 5 zeigt die vier in B. monnieri enthaltenen Bacoside, wobei es sich um monodes-
mosidische Saponine handelt [59]. Die Unterschiede der Strukturen liegen in den unterschied-
lich gebundenen Zuckern an den beiden Aglyka [59]. Bei Bacosid A3 und Bacopasid Il beste-
hen die gebundenen Zuckereinheiten aus einer a-L-Furanosyleinheit und zwei 3-D-Glucopy-
ranosyleinheiten [60]. Die Zuckereinheiten bei Bacopasid X und Bacopasaponin C setzen sich
aus einer a-L-Furanosyleinheit, einer B-D-Glucopyranosyleinheit und einer a-L-Arabinopyra-
nosyleinheit [60]. Dadurch gibt es je zwei Paare an Strukturisomeren, wobei es sich zum einen
um Bacosid A3 und Bacopasid Il (jeweils C47H7601s) und zum anderen um Bacopasid X und
Bacopasaponin C (jeweils CssH74018) handelt. Viele pharmakologische Studien beruhen auf
der Untersuchung von Bacosid A, wobei beschrieben wird, dass die Aktivitdt der Saponine
vom Aglykon und den gebundenen Zuckereinheiten abhangt [49]. Dabei wurde Bacosid A in
Hinblick auf seine neuropharmakologische, antidepressive, antioxidative, hepatoprotektive
und gastrointestinale Effekte untersucht [59].
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Flavonoide

Flavonoide sind Sekundarmetabolite, die in vielen Pflanzen vorkommen [63, 64]. Eine Ge-
meinsamkeit aller Flavonoide ist, dass diese aus einem Grundgertst von 15 Kohlenstoffato-
men bestehen, wobei zwei aromatische Sechsringe tber eine Cs-Briicke miteinander verbun-
den sind [65, 66]. Die Ringe werden als A, B und C Ring bezeichnet (Abbildung 6) [65].
Flavonoide sind in folgende Untergruppen unterteilt: Chalkone, Flavanone, Flavone und
Flavonole, Anthocyane, Proanthocyanidine [66]. Zur Stoffgruppe der Flavone gehoren auch
Apigenin und Luteolin, welche sich in der Anzahl der gebundenen Hydroxygruppen an das
Flavongrundgerist unterscheiden und unter anderem Bestandteil von B. monnieri sind (Abbil-
dung 6) [66-68].

(A)

Abbildung 6: Darstellung des Flavongrundgertists (A) und der beiden im Folgenden untersuchten und
in B. monnieri vorkommenden Flavonoide Luteolin mit vier gebundenen Hydroxygruppen an das Flavon-
grundgertst (B) und Apigenin mit drei gebundenen Hydroxygruppen an das Flavongrundgerust (C).

Flavonoide kommen sowohl wie dargestellt als Aglykone vor, oftmals jedoch auch als Flavono-
idglykoside, wobei meist eine oder zwei Zuckereinheiten an das Grundgeriist gebunden
sind [69, 70]. Als gebundene Zuckereinheiten sind folgende Monosaccharide bekannt: D-Glu-
cose, D-Galactose, D-Glucoronséure, D-Galacturonsaure, D-Xylose, D-Apiose, L-Rhamnose
und L-Arabinose [70]. Dabei werden die wichtigsten monosidischen Flavonoide mit den Aglyka
Luteolin und Apigenin gebildet [70]. Als erstes Flavonoidglykosid in B. monnieri wurde Luteolin-
7-glucosid beschrieben (Abbildung 7) [71].

HOﬁo
HO

Abbildung 7: Darstellung des im Folgenden untersuchten und in B. monnieri vorkommenden Flavono-
idglykosides Luteolin-7-glucosid.

Neben den dargestellten Strukturen werden in B. monnieri noch Quercetin, Wogonin, Wogo-

nin-7-glucuronid, Luteolin-7-glucuronid und Apigenin-7-glucuronid beschrieben [46, 48, 67].
Dadurch, dass Flavonoide unter anderem haufig in Nahrungsmitteln wie Friichten, Gemise
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und Getranken vorkommen, ist deren pharmakologische Wirksamkeit von Interesse [72]. Da-
bei werden den Flavonoiden antioxidative, antiinflammatorische, antitumorése, antithrombo-
gene, antiarteriosklerotische, antivirale, antimikrobielle, antibakterielle, antifungale, antidiabe-
tische, antiinflammatorische, hepaptoprotektive und kardioprotektive Eigenschaften zuge-
schrieben [65, 69, 72].

Triterpene

Als Triterpene werden Naturstoffe mit einem Cso-Grundgertist aus Isopreneinheiten bezeich-
net, welche haufig in Pflanzen vorkommen [51]. Dabei werden die Triterpene in eine Vielzahl
an Untergruppen unterteilt, wobei die Untergruppe der Lupane als biologisch aktiv gelten [51,
73]. Lupane haben ein pentacyclisches Grundgerist bestehend aus vier Sechsringen und ei-
nem Finfring mit sechs gebundenen Methylgruppen und einer Isopropylgruppe (Abbildung
8 (A)). Zu dieser Gruppe der Lupane gehoren unter anderem auch die Betulinsaure und das
Bacosin, welche in B. monnieri enthalten sind [74, 75]. Bei beiden Substanzen Betulinsaure
und Bacosin ist eine der sechs Methylgruppen zu einer Sauregruppe oxidiert, eine Hydroxy-
gruppe gebunden und die Isopropylgruppe zu einer Isopropenylgruppe reduziert ist (Abbildung
8 (B) und (C)).

(A)

/J
‘.

GOOH
HOY

Abbildung 8: Darstellung des Lupangrundgerists (A) und der im Folgenden untersuchten und in B.
monnieri beschriebenen Triterpene Betulinsaure (B) und Bacosin (C) (schwarz mit blauen Modifikatio-
nen im Vergleich zum Lupangrundgerist).

Die biologischen Aktivitaten der Triterpene reichen von antiinflammatorischer Aktivitat bis zu
einer krebsbekampfenden Aktivitat [73], wobei die pharmakologischen Eigenschaften der dar-
gestellten Triterpene im Weiteren genauer diskutiert werden (Kapitel 4.4).

2.1.2 (Neuro)-pharmakologische Eigenschaften von Bacopa monnieri

B. monnieri gilt in der Ayurvedischen Medizin als Heilmittel bei altersbedingten Denk- und Er-
innerungsschwachen und wird verstarkt auch in Europa als Nahrungserganzungsmittel kom-
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merziell verbreitet, um die Gedachtnisleistung zu unterstutzen. Jingst werden vermehrt Stu-
dien zu den pharmakologischen Eigenschaften von B. monnieri durchgefihrt, welche im Fol-
genden zusammengefasst sind.

Leistungssteigernde Wirkung

Da es zur ZNS-steigernden Wirkung von B. monnieri Extrakt (BME) sowohl Tierstudien als
auch Humanstudien gibt, werden im Folgenden ausschlief3lich die humanen placebo-kontrol-
lierten Doppelblindstudien beschrieben, welche den reinen Extrakt von Brahmi ohne weitere
Inhalts- oder Zusatzstoffe untersuchen.

Stough et al. haben 2001 die erste placebo-kontrollierte Doppelblindstudie verdéffentlicht. Da-
bei konnte gezeigt werden, dass die Einnahme von zwei Kapseln BME (KeenMind®, 150 mg,
Gehalt von mindestens 55 % Bacosiden) tUber zwolf Wochen signifikant positive Effekte auf
Teilbereiche der kognitiven Fahigkeiten von gesunden Probanden (18-60 Jahre) hat. Die Pro-
banden wurden vor der Einnahme des Extraktes bzw. des Placebos in 16 verschiedenen Tests
neuropsychologisch untersucht. Anschlieend haben die Studienteilnehmer tber zwolf Wo-
chen die Kapseln eingenommen, wobei die erste weitere Testung nach finf Wochen und die
abschlieRende Testung nach zwolf Wochen stattfand. Nach den zwolf Wochen konnte gezeigt
werden, dass der Extrakt gegenliber dem Placebo eine signifikant positive Wirkung auf die
Geschwindigkeit von Prozessen der visuellen Wahrnehmung hat. Des Weiteren zeigt der Ex-
trakt signifikante Effekte auf die Lern- und Vergessensraten und die Gedachtniskonsolidierung.
Signifikant bedeutet p < 0,05 [76]. Kritisch zu sehen ist jedoch, dass hier nur eine Gegenuber-
stellung der Wirkung des Extraktes gegenuber dem Placebo zu den jeweiligen Zeitpunkten
gemacht wird. Die Werte der Probanden mit Einnahme des Extraktes vor Beginn der Studie,
wahrend und nach der Studie werden jedoch nicht miteinander verglichen und statistisch aus-
gewertet. Hier kann jedoch auch ein sichtlicher Erfolg in den genannten Bereichen erkannt
werden, soweit die Werte an unterschiedlichen Testzeitpunkten miteinander vergleichbar sind.

Nathan et al. haben im selben Jahr eine Studie veroffentlicht, in der die akute neuropsycholo-
gische Wirkung von zwei Kapseln BME (KeenMind®, 150 mg, Gehalt von mindestens 55 %
Bacosiden) oder Placebo auf gesunde Probanden (18-60 Jahre) untersucht wurde. Dabei wur-
den vor und zwei Stunden nach der Einnahme der Kapseln Tests zur auditiv-verbalen Erinne-
rung, zum Kurzzeitgedachtnis, zur kognitiven Fahigkeit und zur Reaktions- und Inspektionszeit
gemacht, wobei jedoch keine signifikanten (p <0,05) Verbesserungen zu erkennen wa-
ren [77].

Roodenrys et al. haben in einer Studie von 2002 beschreiben, dass die gesunden Teilnehmer
(40-65 Jahre), die Uber drei Monate BME (KeenMind®) einnahmen und auf ihre Aufmerksam-
keit, ihre Leistungsfahigkeit, ihr Kurzzeitgedachtnis, ihr Erinnerungsvermodgen und ihren psy-

chologischen Zustand mittels 18 Tests untersucht worden sind, nur einen signifikant (p < 0,05)
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positiven Effekt im Langzeitged&chtnis fir Worter direkt nach Ende der dreimonatigen Extrakt-
gabe gezeigt haben. Dabei wurden die Personen vor der Studie, direkt nach der letzten Ein-
nahme und sechs Wochen nach der letzten Einnahme untersucht. Die Studie vergleicht so-
wohl die Placebo- und die Extraktgruppe als auch die Extraktgruppe zu den unterschiedlichen
Messpunkten. Alle weiteren Tests zeigten keine signifikanten Verbesserungen. Die Dosierung
war hier @hnlich wie in der bereits beschriebenen Studie, Personen unter 90 kg haben 300 mg
Extrakt pro Tag eingenommen, Personen tber 90 kg 450 mg Extrakt pro Tag [78].

In einer weiteren Studie von Raghav et al. von 2006 wurde die Wirkung eines standardisierten
BME (Central Drug Research Institute, Gehalt von mindestens 55 % Bacosiden) bei Menschen
Uber 55 Jahren mit altersbedingter Gedachtnisschwéche untersucht. Dabei haben die Proban-
den Uber zwolf Wochen zwei Kapseln des Extraktes (125 mg) oder des Placebos eingenom-
men. Anschlieend haben beide Testgruppen fur weitere vier Wochen das Placebo eingenom-
men. Die Untersuchungen der Teilnehmer erfolgten vor Beginn der Studie, nach vier, acht,
zwolf und 16 Wochen. Dabei wurde ein Testverfahren der neuropsychologischen Diagnostik
angewendet, bei welchem die mentale Kontrolle, das logische Gedéachtnis, das Kurzzeitge-
dachtnis, die visuelle Wiedergabe, die verbale Paarerkennung und die Gesamtgedachtnisleis-
tung untersucht wurden. Dabei hatte der Extrakt auf die mentale Kontrolle (p < 0,01 nach zwolf
Wochen), das logische Gedachtnis (p < 0,01 nach vier, acht und zwolf Wochen), das Kurzzeit-
gedéachtnis (p < 0,05 nach zwolf Wochen), die verbale Paarerkennung (p < 0,01 nach acht und
zwolf Wochen) und die Gesamtgedachtnisleistung (p < 0,05 nach vier Wochen, p < 0,01 nach
acht und zwoélf Wochen) einen signifikant positiven Einfluss. Diese Studie stellt auch die signi-
fikanten Anstiege in der Placebogruppe dar, welche jedoch im Vergleich mit der BME Gruppe
deutlich weniger signifikant waren [79].

Stough et al. haben im Jahr 2008 in einer weiteren Studie die Untersuchung der Wirkung von
zwei Kapseln BME (KeenMind®, 150 mg, Gehalt von mindestens 55 % Bacosiden) auf ge-
sunde Studienteilnehmer (18-60 Jahre) Uber 90 Tage vorgenommen. Dabei wurden die Teil-
nehmer der Studie vor Studienbeginn und nach Studienende auf finf kognitive Faktoren und
die visuelle Informationsverarbeitung untersucht. Ergebnis dieser Studie war, dass der Extrakt
auf die flinf kognitiven Faktoren untersucht nur signifikant (p < 0,05) positive Effekte auf das
Arbeitsgedéachtnis gezeigt hat. In der visuellen Informationsverarbeitung zeigte die Extrakt-
gruppe auch signifikant (p < 0,05) positive Verbesserungen [80].

Eine weitere Studie aus dem gleichen Jahr wurde von Barbhaiya et al. durchgefiihrt. Dabei
wurde die Wirkung der taglichen Einnahme einer Kapsel eines BME (BacoMind™, 450 mg)
oder eines Placebos bei dlteren Menschen (50-75 Jahre) mit Gedachtnisschwache Uber zwolf
Wochen untersucht, wobei eine Reihe an auditiven und visuellen neuropsychologischen Tests
durchgefiihrt wurde. Untersucht wurden die Probanden jeweils vor Beginn und nach Ende der
taglichen Einnahme und im Anschluss nochmal zwolf Wochen nach der letzten Einnahme. Die
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Untersuchung der Aufmerksamkeit erfolgte mittels sechs verschiedener Untersuchungen, wo-
bei nur eine Untersuchung zum Kurzzeitged&achtnis signifikant (p < 0,01) verbesserte Aufmerk-
samkeit im Vergleich zwischen den beiden Gruppen und den unterschiedlichen Messpunkten
zeigte. Bei der Untersuchung der verbalen Ged&chtnisleistung mittels zehn Tests haben die
Probanden in drei Tests durch die Einnahme des Extraktes eine signifikant (p < 0,05) verbes-
serte Leistung verglichen mit der Placebogruppe und den verschiedenen Messzeitpunkten ge-
zeigt. Der Test zur Geschwindigkeit der Informationsaufnahme ergab keinen signifikant posi-
tiven Effekt durch die Einnahme im Vergleich zur Placebogruppe und den Messzeitpunk-
ten [81].

Calabrese et al. haben im Jahr 2008 die Wirkung eines BME auf gesunde Studienteilnehmer
Uber 65 Jahren untersucht. Dabei haben die Teilnehmer zuerst Gber sechs Wochen ein Pla-
cebo und anschlieBend Uber zwolf Wochen BME (MediHerb Pty. Ltd., 300 mg, Gehalt von
mindestens 50 % Bacosid A und B) oder Placebo einmal taglich eingenommen. Mehrere Lern-
und Merkfahigkeitstests wurden vor und nach der sechswéchigen Einnahme des Placebos,
nach der zwdlfwochigen Einnahme des Placebos oder des BME und sechs Wochen nach
Ende der Studie durchgeflihrt. Es zeigte sich, dass der Extrakt bei den Probanden eine signi-
fikant (p < 0,01) positive Wirkung auf die Reaktionszeit hat. Keine Effekte zeigte die Einnahme
des Extraktes auf die Probanden bei der direkten Wiedergabe von Woértern, bei einer geteilten
Aufmerksamkeitsaufgabe und bei einem Gedéachtnistest [82].

Morgan und Stevens haben in einer Studie von 2010 die Wirkung von BME auf Menschen
Uber 55 Jahre untersucht. Dabei haben die gesunden Probanden einmal taglich entweder ein
Placebo oder BME (BacoMind™, 300 mg, Gehalt von 40-50 % Bacosiden) tber eine Dauer
von zwolf Wochen eingenommen. Dabei wurden insgesamt 21 neuropsychologische Tests
durchgefiihrt, welche die auditiv-verbale, die visuell-rdumliche und die subjektive Erinnerung
untersucht habe. Dabei zeigte die Einnahme des Extraktes auf weniger als die Halfte der au-
ditiv-verbalen Tests einen signifikant (p < 0,05) positiven Effekt, auf die visuell-raumliche und
die subjektive Erinnerung hatte die Einnahme des Extraktes keinen Effekt [83].

In einer Studie von Peth-Nui et al. von 2012 wurde die Wirkung eines BME auf gesunde, altere
Probanden mit einem Durchschnittsalter von 63 Jahren Uber einen Einnahmezeitraum von
zwolf Wochen untersucht. Dabei wurden drei verschiedene Gruppen untersucht: eine Place-
bogruppe und zwei Extraktgruppen, die entweder 300 mg oder 600 mg BME (Gehalt von 5 %
Bacosiden) taglich eingenommen haben. Die Gruppen wurden vor der Einnahme, nach vier,
nach acht, nach zwdlf und nach 16 Wochen untersucht. Es wurden Tests zum Arbeitsgedacht-
nis, im Detail zur Aufmerksamkeitsleistung, zur Dauer der Aufmerksamkeit, zur Qualitat und
zur Reaktionszeit gemacht. AuRerdem wurden Untersuchungen zur Potentialanalyse und zur
Bestimmung der Aktivitdt der Acetylcholinesterase und der Monoaminoxidase gemacht. Das
Ergebnis der Studie zeigt, dass die Einnahme von 300 mg BME pro Tag einen signifikant
(p < 0,001 nach vier, acht und 16 Wochen, p < 0,01 nach zwolf Wochen) positiven Effekt auf

17



Stand des Wissens zu geriatrisch aktiven Heilpflanzen und neuroaktiven Naturstoffen

die Qualitat des Arbeitsgedachtnisses hat, wohingegen die Einnahme von 600 mg BME keinen
signifikant positiven Effekt zeigt. Auf3erdem zeigt die Einnahme des BME signifikante (300 mg:
p < 0,05 nach acht Wochen und p < 0,01 nach zwdlf und 16 Wochen; 600 mg: p < 0,05 nach
acht Wochen und p < 0,01 nach vier, zw0lIf und 16 Wochen) Effekte auf die Reaktionszeit. Im
Enzephalogramm wurden signifikant (mind. p <0,05) positive Effekte der Einnahme von
300 mg und 600 mg BME auf die Latenzzeit in zwei unterschiedlichen Tests nach zwélf Wo-
chen bestimmt. Somit hat die Einnahme des Extraktes im Vergleich zur Placebogruppe posi-
tive Auswirkungen auf die Leistungsgeschwindigkeit, wodurch die Zeit zwischen dem Reiz und
der Reizantwort verkirzt ist. Die Untersuchungen der Aktivitat der Acetylcholinesterase und
der Monoaminoxidase wurden gemacht, da beide Transmitter eine Rolle bei Aufmerksamkeits-
und Denkprozessen spielen. Auch hier zeigt die Einnahme von 300 mg und 600 mg BME ei-
nen signifikant (300 mg: p < 0,01 nach vier und 16 Wochen, p < 0,001 nach acht und zwdélf
Wochen, 600 mg: p < 0,01 nach zwo6lf und 16 Wochen) positiven Effekt auf die Reduktion der
Acetylcholinesteraseaktivitat. Ein Effekt auf die Aktivitdt der Monoaminoxidase durch die Ein-
nahme des Extraktes konnte nicht nachgewiesen werden [84].

Eine Studie von Sathyanarayanan et al. aus dem Jahr 2013 untersucht die Wirkung der tagli-
chen Einzeldosis von 450 mg BME (Bacomind™) im Vergleich zur Einnahme eines Placebos
Uber eine Einnahmedauer von zwolf Wochen bei gesunden Probanden (35-60 Jahre). Dabei
wurde vor Beginn und nach Ende der Einnahme eine Reihe an kognitiven Tests durchgefiuhrt.
Dazu zahlten ein verbaler Lerntest, zwei verschiedene Informationsverarbeitungstests und ein
Aufmerksamkeitstest. Die Einnahme des Extraktes zeigte im Vergleich zum Placebo keine
signifikanten Effekte [85].

In einer weiteren Studie von Downey et al. aus demselben Jahr wurden die akuten Effekte der
Einnahme eines BME (Keenmind®, 320 mg oder 640 mg, Gehalt von 55 % Bacosiden) im
Vergleich zu einem Placebo auf gesunde Erwachsene (18-56 Jahre) untersucht. Dabei wurden
Untersuchungen zu kognitiven Fahigkeiten und zur Verarbeitung von Informationen zwei Stun-
den nach der Einnahme gemacht. AuRerdem wurden Vitalwerte der Probanden untersucht.
Dabei zeigte keine der durchgefiihrten Untersuchungen signifikante Verbesserungen durch
die Einnahme des Extraktes [86].

Benson et al. haben 2014 eine Studie zur Untersuchung der akuten Effekte nach der Einnahme
eines BME (Keenmind®, 320 mg oder 640 mg, Gehalt von 55 % Bacosiden) im Vergleich zu
einem Placebo bei gesunden Erwachsenen (18-44 Jahre) eine und zwei Stunden nach Ein-
nahme veroffentlicht. Dabei wurden kognitive Fahigkeiten wie Kopfrechnen, Farb-Wort-Inter-
ferenzneigung, Wortsuche und die visuelle Verfolgung untersucht. Die Einnahme des Extrak-
tes zeigte sowohl auf die Farb-Wort-Interferenzneigung (640 mg BME: nach einer und nach
zwei Stunden, 320 mg BME: nach einer Stunde) als auch auf die Wortsuche (320 mg BME:
nach einer und nach zwei Stunden) signifikant (p < 0,05) positive Effekte [87].

18



Stand des Wissens zu geriatrisch aktiven Heilpflanzen und neuroaktiven Naturstoffen

Kumar et al. haben 2016 eine weitere Studie zur Untersuchung der kognitiven Fahigkeiten von
Probanden mit einer zweifachen Einnahme eines BME (Bacognize®, 150 mg, Gehalt von
45 % Bacosiden) oder eines Placebos pro Tag lUber 45 Tage verdffentlicht. Dabei wurden ge-
sunde Studenten (19-22 Jahre) vor Beginn und nach Ende der Studie neuropsychologisch teils
mittels computergestitzten Tests untersucht. Dabei zeigte die Einnahme des BME auf zwei
von zehn durchgefihrten Untersuchungen signifikant (p < 0,05) positive Effekte verglichen
zum Placebo, zum einen auf die logische Denkweise und zum anderen auf die Féhigkeiten
des Arbeitsgedéachtnisses [88].

Die Darstellung der leistungssteigernden Wirkung von BME zeigt, dass fast die Halfte der be-
schriebenen Studien mit einem BME der Firma KeenMind® vollzogen wurden. Daneben ist
anzumerken, dass Untersuchungen zur Leistungssteigerung immer ahnlich bzw. gleich ablau-
fen, wodurch die untersuchte Person moglicherweise durch einen Lerneffekt eine hdhere Leis-
tung bei der erneuten Testung erbringen kann. Deswegen ist es von enormer Wichtigkeit, dass
die Placebogruppe bei der Auswertung der Signifikanzen miteingerechnet wird. Allgemein
kann aber gesagt werden, dass alle Tests eine leichte Verbesserung durch die Einnahme zei-
gen.

Angstlosende, adaptogene und antidepressive Wirkung

Da es auch zur angstlésenden, adaptogenen und antidepressiven Wirkung des Extraktes so-
wohl Tierstudien als auch Humanstudien gibt, werden wiederum ausschlie3lich die humanen
placebo-kontrollierten Doppelblindstudien beschrieben, welche den reinen Extrakt von Brahmi
ohne weitere Additive untersuchen. Als Adaptogene werden pflanzliche Inhaltsstoffe, die in
phytopharmazeutischen Medizinsystemen verschiedener Lander angewendet werden, be-
zeichnet. Die Einnahme soll Stress lindern und den Gleichgewichtszustand verbessern [89].

Stough et al. haben 2001 in ihrer Studie zur Leistungssteigerung bei der Einnahme von zwei
Kapseln BME (KeenMind®, 150 mg, Gehalt von mindestens 55 % Bacosiden) Uber zwolf Wo-
chen auch die Wirkung auf die Zustands- und die Eigenschaftsangst, auf Stress und auf die
Stimmung bei gesunden Probanden (18-60 Jahre) untersucht. Das Ergebnis der Studie zeigt,
dass die Angste nach zwélf Wochen Einnahme des Extraktes signifikant (p < 0,01) niedriger
ist als bei der Placebogruppe. Auf Stress und Stimmung hatte die Einnahme des Extraktes
keine signifikante Wirkung [76].

Auch Roodenrys et al. haben in einer Studie von 2002 neben der Leistungssteigerung eine
Untersuchung zu Stress, Angst und Depression gemacht. Die gesunden Teilnehmer (40-65
Jahre) haben Uber drei Monate BME (KeenMind®, 300 mg < 90 kg, 450 mg > 90 kg) einge-
nommen, es wurden jedoch keine signifikanten Unterschiede festgestellt [78].
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In einer Studie von Calabrese et al. aus dem Jahr 2008 wurden die Effekte eines BME (Medi-
Herb Pty. Ltd., 300 mg, Gehalt von mindestens 50 % Bacosid A und B) im Vergleich zu einem
Placebo auf gesunde altere Menschen tiber 65 Jahren untersucht. Die Teilnehmer haben alle
Uber sechs Wochen ein Placebo eingenommen, bevor sie dann entweder ein Placebo oder
den BME Uber zwolf Wochen eingenommen haben. Dabei wurde die Zustands- und die Ei-
genschaftsangst untersucht. Des Weiteren wurden depressive Symptome und die aktuelle
Stimmung untersucht. Dabei zeigte die Einnahme des Extraktes keine signifikante Wirkung
auf die Zustands- und Eigenschaftsangst, auf depressive Symptome und auf die Stim-
mung [82].

Downey et al. haben in ihrer Studie von 2013 neben der leistungssteigernden Wirkung auch
auf die akute adaptogene Wirkung von BME (Keenmind®, 320 mg oder 640 mg, Gehalt von
55 % Bacosiden) zwei Stunden nach Einnahme auf Probanden (18-56 Jahre) untersucht. Da-
bei konnten keine signifikanten Veranderungen festgestellt werden [86].

In einer Studie von Sathyanarayanan aus dem Jahr 2013 wurde die Wirkung auf die Zustands-
und die Eigenschaftsangst einer taglichen Einzeldosis von BME (Bacomind™, 450 mg) im Ver-
gleich zu einem Placebo Uber zwolf Wochen bei gesunden Probanden (35-60 Jahre) unter-
sucht. Dabei zeigte der Extrakt keine signifikante Wirkung auf die Angste der Probanden [85].

Benson et al. haben in einer Studie von 2014 die Wirkung eines BME (Keenmind®, 320 mg
oder 640 mg, Gehalt von 55 % Bacosiden) im Vergleich zu einem Placebo bei gesunden Er-
wachsenen (18-44 Jahre) untersucht. Dabei wurden die Probanden vor einer Untersuchung
zur Leistungssteigerung und nach einer Untersuchung zur Leistungssteigerung auf die Stim-
mung, den Angstzustand und das Cortisol-Level untersucht. Dasselbe Verfahren wurde nach
einer und nach zwei Stunden nach der Einnahme des BME oder des Placebos durchgefiihrt.
Dabei ergab sich fir die Einnahme von 320 mg BME ein signifikant (p < 0,05) positiver Effekt
bei der Aufmerksamkeit auf die Testgruppe nach zwei Stunden und vor dem letzten Leistungs-
steigerungstest. Auf die Gelassenheit und den Angstzustand wirkte sich die Einnahme des
Extraktes nicht signifikant (p < 0,05) aus. Das Cortisol-Level war nach einer und nach zwei
Stunden vor dem Leistungssteigerungstest durch die Einnahme von 640 mg BME signifikant
(p < 0,05) niedriger [87].

Bei der Untersuchung der angstldsenden, adaptogenen und antidepressiven Wirkung des
BME werden viele der Untersuchungen mit einem Extrakt der Firma KeenMind® durchgefthrt.
Bei vielen Studien zeigte die Einnahme des Extraktes auf die Probanden keine Wirkung.

Antioxidative und neuroprotektive Wirkung

Die antioxidative und neuroprotektive Wirkung des BME wurde haufig in Tierversuchen unter-
sucht. Im Folgenden werden ausschlielich in vivo Tierstudien (Ratten und Méause) diskutiert,
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welche eine Kontrolle und einen Signifikanztest beinhalten und die Wirkung des reinen BME
ohne weitere Zusatzstoffe oder Reinsubstanzen aus B. monnieri in Regionen des Gehirns un-
tersuchen.

Bhattacharya et al. haben in einer Studie von 2000 die Auswirkungen der taglichen Gabe von
BME (Gehalt von 82 % Bacosid A, 5 und 10 mg/kg) nach sieben, 14 und 21 Tagen bei Ratten
auf die Superoxiddismutaseaktivitat, die Katalaseaktivitat und die Glutathionperoxidaseaktivi-
tat in Cortex, Striatum und Hippocampus untersucht. Dabei zeigte die Einnahme des BME
nach sieben Tagen noch keine Wirkung, nach 14 und 21 Tagen waren die drei untersuchten
Aktivitaten in Cortex, Striatum und Hippocampus signifikant (p < 0,05 oder kleiner) gesteigert.
In allen Untersuchungen war die hohere Konzentration (10 mg/kg) in ihrer Aktivitat (p < 0,01
oder kleiner) hoher als die niedrige Konzentration (5 mg/kg) des BME [61].

Anbarasi et al. haben in Studien von 2005 und 2006 die antioxidative Wirkung von Bacosid A
auf Ratten, welche Zigarettenrauch ausgesetzt waren, untersucht. Der Zigarettenrauch sollte
oxidativem Stress entsprechen. Den Ratten wurde tber zwolf Wochen Bacosid A (10 mg/kg)
verabreicht, wobei diese zwei Mal taglich fur drei Stunden dem Rauch ausgesetzt waren. Da-
bei wurde das Level der Creatin-Kinase im Gehirn durch den Rauch gesenkt, wobei die Ein-
nahme des BME einen signifikant (p < 0,001) protektiven Effekt zeigt [90]. Das Lipidperoxidle-
vel im Gehirn wurde durch den Zigarettenrauch erhéht, wobei auch hier die zusatzliche Ein-
nahme von Bacosid A das Level signifikant (p < 0,001) erniedrigt hat. Allein durch die Ein-
nahme der Saponine wurde das Lipidperoxidlevel bei unbehandelten Ratten verglichen mit der
Kontrollgruppe signifikant (p < 0,05) gesenkt. Au3erdem wurden die Level der Na*/K*-ATPase,
der Ca?*-ATPase und der Mg?*-ATPase durch den Rauch im Gehirn deutlich gesenkt, wobei
signifikant (p < 0,001) héhere Werte durch die Einnahme des Bacosid A bestimmt wurden [91].
Das Cholesterollevel wurde durch den Zigarettenrauch in Mitochondrien des Gehirns gestei-
gert und mittels Bacosid A signifikant (p < 0,001) gesenkt auf ein Level, was nahezu der un-
behandelten Kontrolle entspricht. Das durch den Zigarettenrauch gesenkte Phospholipidlevel
in den Mitochondrien des Gehirns konnte durch das Einnehmen von Bacosid A nahezu auf
das Kontrolllevel angehoben werden (p < 0,001). AuRerdem wurden gesenkte Aktivitdten von
Enzymen des Citratzyklus durch den Zigarettenrauch gemessen, welche durch die Einnahme
von Bacosid A signifkant (p < 0,001) erhoht werden konnten [92]. Die untersuchten Aktivitaten
der Superoxiddismutase, der Katalase, der Glutathionperoxidase und der Glutathionreduktase
im Gehirn ergab, dass alle Ratten, welche Bacosid A eingenommen haben, signifikant
(p < 0,001) hohere Aktivitatswerte aufzeigen als die Kontrollgruppe, welche dem Rauch aus-
gesetzt war. AuRerdem waren nur durch die Einnahme von Bacosid A (ohne Zigarettenrauch-
einwirkung) die Aktivitdten im Gegensatz zur Kontrollgruppe (ohne Zigarettenraucheinwirkung)
auch signifikant (p < 0,01) erhdht. Weiterhin wurden die Level von reduziertem Glutathion und
Vitamin C, E und A untersucht, wobei alle durch die Einnahme der Saponine signifikant
(p < 0,001) erhoht waren. Die Bacosid A einnehmende Gruppe verglichen mit der Kontroll-

gruppe (ohne Zigarettenraucheinwirkung) zeigt auch ein signifikant (p < 0,05) erhéhtes Level
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an reduziertem Glutathion. Durch den Zigarettenrauch ist das Caeruloplasminlevel im Gehirn
signifikant niedriger (p < 0,001) als bei Kontrollratten, wobei durch die Einnahme des Extraktes
das Level nahezu den unbehandelten Ratten entspricht. AuRerdem sind die Level von Eisen
und Kupfer durch den Zigarettenrauch signifikant (p < 0,001) erhéht. Diese wurden durch die
Einnahme des Extraktes auf das Level der unbehandelten Ratten gesenkt [93]. Kritisch zu
sehen ist in allen drei Studien, dass eine wassrige Suspension an Bacosid A verabreicht
wurde, obwohl Bacosid A in reinem Wasser nicht geldst werden kann, wodurch die genaue
Konzentration, die bei den Ratten ankommt, ungewiss ist.

In Studien von Jyoti et al. aus dem Jahr 2006 und 2007 wurde die neuroprotektive Kapazitat
eines ethanolischen BME (Gehalt von 55-60 % Bacosiden) bei aluminium-induziertem oxida-
tivem Stress im Hippocampus und in der Gro3hirnrinde von Ratten untersucht. Dabei wurden
die Ratten tber funf Wochen entweder mit Aluminiumchlorid (AICI3) oder mit Aluminiumchlorid
und BME (40 mg/kg) behandelt. Ergebnis der Studien war, dass die durch Aluminiumchlorid
angestiegene Lipid- und Proteinperoxidation im Hippocampus und in der Grof3hirnrinde durch
die Einnahme des Extraktes signifikant (p < 0,05) gesenkt werden kann. Die Aktivitat der Su-
peroxiddismutase sinkt durch die Aluminiumgabe in beiden Geweben, wobei diese durch die
Einnahme des BME bei den oxidativ gestressten Ratten signifikant (p < 0,05) erhéht war. Das
Level der Glutathionperoxidase, der Glutathion-S-Transferase und des reduzierten Gluta-
thions in der GrofR3hirnrinde war durch den oxidativen Stress gesenkt, konnte jedoch durch die
Einnahme des BME signifikant (p < 0,05) gesteigert werden [94, 95].

Kapoor et al. haben in einer Studie von 2008 die antioxidativen Effekte von BME auf diabeti-
sche Ratten untersucht. Nach der Gabe eines hydroethanolischen Extraktes unterschiedlicher
Konzentrationen (50, 125 und 250 mg/kg) Uber 15 Tage wurden die Ratten auf ihr Malondial-
dehydlevel, das Level des reduzierten Glutathions und die Katalase- und die Glutathionaktivitét
im Klein-, Mittel- und Grof3hirn untersucht. Das Malondialdehydlevel war in den drei Geweben
bei allen diabetischen Ratten, welche den Extrakt bekommen haben, signifikant (p < 0,05) ge-
senkt im Vergleich zur diabetischen Kontrolle. Im Grof3hirn senkte die Einnahme des BME in
hochster Konzentration (250 mg/kg) das Malondialdehydlevel bei gesunden Ratten bei Ver-
gleich mit eben solchen signifikant (p < 0,05). Das Level des reduzierten Glutathions war bei
diabetischen Ratten deutlich gesenkt, ein signifikanter (p < 0,05) Anstieg konnte jedoch im
GroRRhirn mit allen getesteten Konzentrationen des BME, im Mittelhirn mit 50 mg/kg und
250 mg/kg BME und im Kleinhirn nur mit der héchsten Konzentration an BME erzielt werden.
Die Katalase- und die Glutathionperoxidaseaktivitat, welche bei diabetischen Ratten deutlich
gesenkt war, konnte bei nahezu allen getesteten Konzentrationen signifikant (p < 0,05) gestei-
gert werden [96].

In zwei Studien von 2008 und 2009 haben Paulose und seine Mitarbeiter die neuroprotektive
Rolle der 15-tagigen Einnahme eines wassrigen BME (300 mg/kg) bei epileptischen Ratten im
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Hippocampus und im Kleinhirn untersucht. Dabei wurde die Epilepsie durch Pilocarpin ausge-
I6st. Die Glutamatdehydrogenaseaktivitat war bei epileptischen Ratten im Hippocampus deut-
lich gesteigert, durch die Einnahme des Extraktes wurde diese jedoch signifikant (p < 0,01)
gesenkt. Das erreichte Level entsprach dem der unbehandelten Kontrolle. Aul3erdem wurde
bei der Untersuchung von der maximal mdglichen Sattigung des Glutamatrezeptors im Hippo-
campus herausgefunden, dass die Sattigung durch Glutamat bei epileptischen Ratten deutlich
gesenkt ist, wobei diese durch die Einnahme des Extraktes signifikant (p < 0,01) erhéht wer-
den konnte. Auch die Vervielfaltigung des NMDA R1 Rezeptors im Hippocampus wurde durch
die ausgeloste Epilepsie deutlich gesenkt, durch die zusétzliche Einnahme des Extraktes
wurde diese jedoch signifikant (p < 0,05) gesteigert [97]. Der Serotoningehalt bei epileptischen
Ratten im Kleinhirn war deutlich gesenkt, aber durch die anschlieRende Einnahme des BME
signifikant (p < 0,01) gesteigert. Die Untersuchung der maximal mdglichen Sattigung eines
Serotoninrezeptors (5-HT2) im Kleinhirn ergab, dass diese bei epileptischen Ratten deutlich
gesenkt war, durch die Behandlung mit BME jedoch signifikant (p <0,001) gesteigert
wurde [98].

Saraf et al. haben in einer Studie von 2010 die neuroprotektive Wirkung eines BME (Gehalt
von 55 % Bacosiden) auf Ratten, bei welchen es durch die Verschlie3ung der inneren Hals-
schlagader zu einer vortibergehenden Ischamie kommt, getestet. Nachdem die Ischamie bei
den Ratten ausgelost war, wurde diesen der BME in verschiedenen Konzentrationen verab-
reicht (120, 160 und 240 mg/kg). Durch die Ischamie wurde das Nitritlevel und die Lipidperoxi-
daseaktivitat erhoht, welche durch die Einnahme aller Konzentrationen des BME im Gehirn
signifikant (p < 0,05) gesenkt werden kann. Zusammenhéange zwischen der ausgeldsten Is-
chamie und der Katalase-, Superoxiddismutase- und Glutathionperoxidaseaktivitat in Verbin-
dung mit der Einnahme des BME sind nicht zu erkennen [99].

In einer Studie von Uabundit et al. von 2010 wurden die neuroprotektiven Effekte eines etha-
nolischen BME (Gehalt von 5 % Bacosiden) auf Ratten untersucht. Den Ratten wurde ein cho-
linerges Neurotoxin (AF64A, Ethyl-2 Hydroxyethylaziridinium) tber eine Woche gegeben, um
Alzheimer im Tiermodel darzustellen. Den Ratten wurden zwei Wochen vor und eine Woche
nach der Gabe des Neurotoxins der BME (20, 40 und 80 mg/kg) verabreicht. AnschlieRend
wurde die Dichte Uberlebender Neuronen und die Dichte cholinerger Neuronen in verschiede-
nen Subregionen des Hippocampus untersucht. Dabei zeigte der Extrakt in 20 mg/kg die
starksten signifikanten (p < 0,05) Effekte auf die CA1 und CA3 Region und den Gyrus denta-
tus. Einen deutlich signifikanten (p < 0,05) Effekt auf die CA2 Region zeigte der Extrakt in
40 mg/kg. Bei der Dichte der cholinergen Neuronen wurden die Gabe von 40 mg/kg BME un-
tersucht. Ein signifikanter (p < 0,05) Anstieg der Dichte wurde in der CA1 und CA3 Region
festgestellt, auf die beiden anderen Regionen zeigte die Einnahme des Extraktes nahezu keine
Wirkung [30].
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In einer Studie von Shinomol und Muralidhara von 2011 wurde die antioxidative Wirkung eines
BME auf Mause uber vier Wochen untersucht. Dabei wurden 0,5 % und 1,0 % an BME der
taglichen Nahrung zugemischt. Anschlie3end wurden Marker fir oxidativen Stress (Level der
reaktiven Sauerstoffspezies, Malondialdehydlevel, Carbonylproteine und Hydroperoxidlevel)
im Cytosol des Cortex, des Kleinhirns, des Hippocampus und des Striatum untersucht. Dabei
wurden alle Level durch die Einnahme des BME signifikant (p < 0,05) gesenkt, wobei die ho-
here Konzentration des BME bessere Ergebnisse erzielt hat. AuRerdem wurden die Level von
reduziertem Glutathion, Katalase, Glutathionperoxidase und Superoxiddismutase im Cytosol
durch die Einnahme des Extraktes signifikant (p < 0,05) gesteigert [100].

Mathew et al. haben in Studien von 2011 und 2012 zusammen mit Paulose als Korrespon-
denzautor Untersuchungen zur neuroprotektiven Wirkung von BME und Bacosid A auf Pilo-
carpin induzierte Epilepsie bei Ratten untersucht. Dabei wurde den Ratten lber 15 Tage der
wassrige BME (300 mg/kg) oder Bacosid A (150 mg/kg) verabreicht. AnschlieBend wurden
Veranderung der GABA Rezeptoren im zerebralen Kortex und im Hippocampus untersucht.
Bei den epileptischen Ratten zeigte sich, dass die Vermehrung des GABAq1 bei epileptischen
Ratten signifikant gesenkt ist und durch die Einnahme von BME und Bacosid A im Hippocam-
pus (p <0,001) und im zerebralen Kortex (BME: p < 0,01, Bacosid A: p < 0,05) signifikante
Steigerungen zeigt. Auch fir die Vermehrung des GABAaq«s wurde gezeigt, dass diese im ze-
rebralen Kortex bei epileptischen Ratten stark gesteigert ist und durch die Einnahme des BME
und Bacosid A signifikant (p < 0,001) gesenkt werden konnte. Im Hippocampus war die Ver-
mehrung des GABAAxgs bei epileptischen Ratten gesenkt und wurde durch die Einnahme des
BME und Bacosid A signifikant (p < 0,001) gesteigert. Fur die Vermehrung des GABAays und
des GABAass wurde festgestellt, dass diese bei epileptischen Ratten gesenkt ist und durch die
Einnahme des BME und Bacosid A signifkant (p < 0,001) gesteigert wurde in beiden Gewe-
ben [101, 102]. Kritisch zu sehen ist bei beiden Studien, dass der Bacosid A Gehalt im BME
nicht bestimmt wurde, wodurch keine Aussage dartiber getroffen werden kann, ob Bacosid A
die aktive Substanz des Extrakts ist. Da hier mit Wasser extrahiert wurde, kann dies eher
ausgeschlossen werden. Dadurch ist keine Vergleichbarkeit gegeben.

Shobana et al. haben in einer Studie von 2012 die prophylaktische Wirkung eines ethanoli-
schen BME (20 und 40 mg/kg) auf Ratten untersucht. Dabei wurden die Ratten tber drei Wo-
chen mit BME behandelt, bevor dann eine neuronale Lasion ausgeldst durch 6-Hydroxydopa-
min (OHDA) verursacht wurde. Die Behandlung mit OHDA ist ein Parkinsonmodell, da OHDA
toxisch fir katecholaminerge Signalwege ist. Drei Wochen nach der neuronalen Lasion wur-
den die Ratten untersucht. Dabei zeigte der BME (40 mg/kg) die starkste signifikante (p < 0,05)
Verringerung des durch OHDA gestiegenen Levels der Lipidperoxidation in der Substantia
nigra. Auch das durch die neuronale Lasion reduzierte Level an Glutathion in der Substantia
nigra wurde durch die Einnahme der hohen Konzentration an BME signifikant gesteigert
(p <0,01). Das Level der Superoxiddismutase, der Katalase, der Glutathionperoxidase, der
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Glutathionreduktase und der Glutathion-S-Transferase im Striatum wurden durch ODHA ge-
senkt und durch die hohe Konzentration an BME signifikant gesteigert (p < 0,01) [103].

In einer Studie von Sumathi et al. von 2012 wurden die neuroprotektiven Effekte von BME
(40 mg/kg) auf das Kleinhirn von Ratten untersucht, welche oxidativem Stress ausgesetzt wa-
ren. Dabei wurden die Ratten mit Methylquecksilberchlorid (MM-CI) oxidativem Stress ausge-
setzt. Die Ratten wurden Uber drei Wochen eine Stunde vor der Behandlung mit MM-CI mit
BME behandelt. Die durch das MM-CI gesteigerten Level der Lipidperoxidation, der Carbonyl-
proteine und der Glutathionreduktase wurden durch die Einnahme des BME signfikant
(p < 0,01) gesenkt. Die bei oxidativem Stress gesenkten Level der Superoxiddismutase, der
Katalase, dem reduziertem Glutathion und der Glutathionperoxidase wurden durch die Ein-
nahme des BME signifikant (p < 0,01) gesteigert. Sowohl das Nitrit- als auch das Nitratlevel
waren durch MM-CI gestiegen, die gleichzeitige Einnahme des BME senkte das Level jedoch
signifikant (p < 0,01) [104].

In einer Studie von Shinomol et al. von 2012 wurde die neuroprotektive Aktivitat eines BME
(5 mg/kg) auf Rotenon behandelte Mausen untersucht. Rotenon, ein Furocumarinderivat, wel-
ches als Insektizid verwendet wird, l6st oxidativen Stress, mitochrondriale Funktionsstérungen
und Neurodegeneration aus. Den Mausen wurde zuerst Uber sieben Tage BME verabreicht
und anschlieend wurde nach 30 Minuten Rotenon injiziert. Das durch Rotenon gesteigerte
Level an Malondialdehyd, der reaktiven Sauerstoffspezis, der Carbonylproteine und der Hyd-
roperoxide im Cortex, Kleinhirn, Hippocampus und Striatum wurde durch die Einnahme des
BME signifikant (p < 0,05) gesenkt. Die bloRe Einnahme des BME ohne Behandlung mit dem
Furocumarinderivat zeigte auf alle untersuchten oxidativen Marker signifikant (p < 0,05) ge-
senkte Level im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Das durch das Rotenon gesenkte
Glutathionlevel wurde durch die Einnahme des BME signifikant (p < 0,05) gesteigert. Die Ein-
nahme des Extraktes ohne weitere Behandlung steigerte das Glutathionlevel signifi-
kant (p < 0,05) [105].

Shinomol et al. haben in einer Studie von 2012 die prophylaktische, antioxidative Wirkung
eines ethanolischen BME auf Mause untersucht. Die Mause haben Uber zehn Tage BME
(5 mg/kg) eingenommen, bevor an den letzten beiden Tagen auch 3-Nitropropionsaure (NPA)
injiziert wurde. Anschliel3end wurde im Cortex, im Kleinhirn, im Hippocampus und im Striatum
das Malondialdehydlevel, das Level der reaktiven Sauerstoffspezies, das Carbonylproteinlevel
und das Hydroperoxidlevel untersucht, wobei alle Marker fir oxidativen Stress im Gegensatz
zur NPA Kontrolle signifikant (p < 0,05) gesenkt waren. Zudem wurde die Katalaseaktivitat in
allen Geweben und die Glutathionperoxidaseaktivitat und die Superoxiddismutaseaktivitat in
Cortex, Kleinhirn und Striatum signifikant (p < 0,05) erhoht. Nur durch die Einnahme des BME
war die Katalaseaktivitat, die Glutathionperoxidaseaktivitat, die Glutathion-S-transferaseaktivi-
téat und die Superoxiddismutaseaktivitat signifikant (p < 0,05) gesteigert. AuRerdem war in al-
len Geweben das reduzierte Glutathionlevel durch NPA gesenkt, wobei es durch die Einnahme
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des BME signifikant (p < 0,05) gesteigert wurde. Bereits die Einnahme des BME bei gesunden
Mé&usen zeigte im Vergleich zur gesunden Kontrolle einen signifikanten (p < 0,05) Anstieg des
reduzierten Glutathions [106].

Eine Studie von Rastogi et al. von 2012 beschreibt die neuroprotektiven Effekte eines metha-
nolischen BME (Gehalt von 30-40 % Bacosiden) bei alten (> 24 Monate) Ratten. Dabei wurde
den Tieren uber drei Monate der BME verabreicht und anschlie3end wurde der Lipofuscin-
und Acetylcholingehalt im Hirngewebe untersucht. Beide Untersuchungen ergaben, dass der
Einsatz von 200 mg/kg bei den Tieren die beste Wirkung zeigte, der Lipofuscingehalt sank
signifikant (p < 0,05), wohingegen der Acetylcholingehalt signifikant (p < 0,05) stieg. Weitere
Untersuchungen mit derselben BME Konzentration ergaben, dass die Acetylcholinesteraseak-
tivitat bei alten Ratten signifikant (p < 0,05) niedriger war als bei gleichaltrigen Ratten, welche
BME eingenommen haben. Keine signifikanten (p < 0,05) Effekte waren fir die Superoxiddis-
mutaseaktivitat und das Carbonylproteinlevel durch die BME Einnahme zu vermerken. Die
Lipidperoxidation und die Lipidhydroperoxide waren durch die Einnahme des BME signifikant
(p < 0,05) gesenkt, wohingegen das Glutathionlevel, die Glutathionreduktaseaktivitat, die Ka-
talaseaktivitat und die Glutathionperoxidaseaktivitéat signifikant (p < 0,05) gesteigert war im
Gegensatz zur Kontrolle [107].

In einer Studie von Thomas et al. von 2013 wurde die neuroprotektive Wirkung eines wassri-
gen BME (100 mg/kg) und Bacosid A (50 mg/kg) bei Ratten untersucht. Dabei wurde die Wir-
kung auf die Dopaminrezeptordysfunktion in der GroR3hirnrinde, ausgelost durch neonatale
Hypoglykdmie, in Ratten beobachtet. Die ausgeldste Hypoglykédmie wurde nach vier Stunden
behandelt. Bei der Untersuchung der ausgelésten Dopaminrezeptordysfunktion zeigte der
wassrige BME und Bacosid A signifikant (p < 0,001) positive Effekte. Der Gehalt an cyclischem
Adenosinmonophosphat (cCAMP) wurde durch die Hypoglykamie gesenkt, durch die Einnahme
des BME und Bacosid A aber signifikant (p < 0,001) gesteigert. Die Genexpression der Super-
oxiddismutase war bei der Hypoglykdmie deutlich niedriger, wurde jedoch durch beide Be-
handlungen signifikant (p < 0,001) gesteigert. Der apoptotische Zelltod wurde mittels der
Caspase-8-Expression untersucht, wobei diese bei den hypoglykédmischen Ratten deutlich ge-
steigert ist und durch die Behandlung mit dem BME oder Bacosid A signifikant (p < 0,001)
gesenkt ist [108]. Diese Studie zeigt zwar die deutliche Wirkung des BME und Bacosid A, je-
doch ist kritisch zu sehen, dass der Gehalt von Bacosid A im Extrakt nicht bestimmt wurde,
wodurch kein direkter Zusammenhang bestimmt werden kann. Weiterhin wird eine Extraktion
mit Wasser durchgefiihrt, wodurch die Bacoside gewothnlich nicht extrahiert werden. Mdglich-
erweise wirken sich auch noch andere im Extrakt enthaltene Naturstoffe positiv auf die Hy-
poglykdmie aus.

Priyanka et al. beschreiben in ihrer Studie von 2013 die Wirkung eines BME (10 und 40 mg/kg)
fur zehn Tage auf Ratten. Dabei wurde durch die Einnahme die Superoxiddismutaseaktivitat
im Hypothalamus (10 mg/kg) signifikant (p < 0,05) gesenkt. Die Katalaseaktivitat ist durch
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BME (beide Konzentrationen) im frontalen Cortex und im Striatum signifikant (p < 0,05) ange-
stiegen. Auch die Aktivitat der Glutathionperoxidase im Striatum wurde durch die Einnahme
des BME (beide Konzentrationen) signifikant (p < 0,05) gesteigert. Au3erdem wurde die Ex-
pression der Phospho-Tyrosinhydroxylase (beide Konzentrationen) und des Nervenwachs-
tumsfaktors (40 mg/kg) durch die Einnahme des BME im Hippocampus signifikant (p < 0,05)
gesteigert [109].

Shinomol et al. beschreiben in einer Studie von 2013 die prophylaktische, neuroprotektive Wir-
kung eines BME (Gehalt von = 40 % Bacosiden) bei acrylamid-induzierten Mausen. Acrylamid
wurde hier als Neurotoxin eingestezt, um oxidative Schaden zu erzeugen. Die M&ause haben
Uber 30 Tage BME (2 % w/w) eingenommen. Danach wurde fir funf Tage Acrylamid
(40 mg/kg) injiziert. Anschlielend wurden die Lipidperoxidaseaktivitat, das Level der reaktiven
Sauerstoffspezies und der Carbonylproteine und die reduzierte Glutathionaktivitat untersucht.
Dabei wurden signifikante Anstiege im Level der Carbonylproteine (p < 0,001) und in der Gluta-
thionaktivitat (p < 0,01) festgestellt, welche durch das Neurotoxin gesenkt waren. Zudem war
die Katalaseaktivitat durch Acrylamid reduziert, die Einnahme des BME hat diese jedoch sig-
nifikant (p <0,05) gesteigert. Allein durch die Einnahme des Extraktes ohne Behandlung
konnte hier eine signifikante (p < 0,05) Steigerung der Katalaseaktivitat bestimmt werden. Die
Aktivitat der Glutathion-S-Transferase ist durch das Induzieren des Neurotoxins angestiegen,
wobei der BME hier die Aktivitat signifikant (p < 0,05) senken konnte [110].

In einer Studie von Verma et al. aus dem Jahr 2014 wurden die neuroprotektiven Eigenschaf-
ten eines ethanolischen BME (Gehalt von 58 % Bacosiden, 40, 80 und 120 mg/kg) auf junge
und neonatale Mause untersucht. Die Mause wurden dabei mit dem Neurotoxin Decabromo-
diphenylether (PBDE) behandelt, bevor sie nach einer Stunde mit BME behandelt wurden.
Durch die Behandlung mit PBDE wurde das Carbonylproteinlevel (oxidierte Proteine) und das
Malondialdehydlevel im Hippocampus und im frontalen Kortex bei neonatalen Mausen signifi-
kant (p < 0,05) erh6ht und konnte durch die Einnahme der héchsten Konzentration des BME
wieder signifikant (p < 0,05) gesenkt werden. Die Superoxiddismutase- und die Glutathionper-
oxidaseaktivitat war bei den neonatalen Mausen durch die PBDE gesenkt und konnte durch
die Einnahme des BME (120 mg/kg) wieder signifkant (p < 0,05) gesteigert werden [111].

Nannepaga et al. haben in einer Studie von 2014 die neuroprotektiven Effekte von BME auf
Ratten im Hippocampus untersucht, welche tber einen Monat durch die Behandlung mit Alu-
minium (Aluminiummaltolat) oxidativem Stress ausgesetzt waren. Eine gleichzeitige Behand-
lung mit einem ethanolischen BME (40 mg/kg) wurde bei den Ratten, welche dem oxidativen
Stress ausgesetzt waren, durchgefiihrt. Durch das Aluminium war die Lipidperoxidation bei
Ratten im Hippocampus gesteigert, jedoch wurde diese durch die Einnahme des BME signifi-
kant (p < 0,01) gesenkt. Die Superoxiddismutase-, Katalase- und Glutathionperoxidaseaktivi-
tat war durch den oxidativen Stress reduziert, wurde jedoch durch die Einnahme des BME
signifikant (p < 0,01) gesteigert. Die alleinige Einnahme des Extraktes ohne Behandlung mit
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Aluminium zeigte auch signifikante (p < 0,01) Effekte auf die Superoxiddismutase-, Katalase-
und Glutathionperoxidaseaktivitat [112].

Banerjee et al. haben in einer Studie von 2014 die neuroprotektive Wirkung eines BME (Gehalt
von 40-50 % Bacosiden) bei chronisch unvorhersehbar gestressten Ratten untersucht. Dabei
wurde der BME in verschiedenen Konzentrationen (40, 80 und 120 mg/kg) verabreicht und 30
Minuten spater wurde der Stress ausgeldst. Dieser Ablauf erfolgte Uber vier Wochen. Das
durch Stress gesenkte Protein- und mRNA-Level des Wachstumsfaktors BDNF wurde die Ein-
nahme des BME (80 und 120 mg/kg) im Hippocampus und im frontalen Kortex signifikant
(p < 0,001) gesteigert. AuRerdem war das Level des Tropomyosin Rezeptor Kinase B durch
den Stress in den untersuchten Geweben gesenkt und wurde durch die Einnahme des BME
in den beiden hohen Konzentrationen wieder signifikant (p < 0,001) gesteigert auf nahezu das
Level der unbehandelten Kontrolle [113].

In einer Studie von Mondal und Trigun von 2015 wurde die Wirkung eines BME (Gehalt von
64 % Bacosid A und 27 % Bacosid B) auf das Kleinhirn von Ratten mit hepatischer Enzepha-
lopathie untersucht. Die hepatische Enzelopathie wurde ausgeldst durch Thioacetamid (TAA).
Die Ratten wurden Uber 14 Tage mit TAA oder TAA und BME (200 mg/kg) behandelt, wobei
es auch eine unbehandelte Kontrollgruppe gab. Es wurde der N-methyl-D-Aspartat-Rezeptor
(NMDA) untersucht, genauer seine zwei Untereinheiten NR2A und NR2B. Dabei konnte ge-
zeigt werden, dass die Expression von NR2A durch TAA gesenkt wurde, jedoch durch die
Einnahme des BME signifikant (p < 0,01) gesteigert wurde. Die Expression von NR2B steigt
durch TAA, wobei die Einnahme des BME das Level ungefahr auf dem Level der Kontroll-
gruppe hélt und somit verglichen mit den behandelten Ratten einen signifikanten Effekt
(p < 0,001) zeigte [114].

Eine Studie von Pandey et al. von 2015 hat die antioxidative Wirkung eines BME (Gehalt
von 55 + 5 % Bacosiden) bei diabetischen Mausen im Hippocampus untersucht. Dabei wurden
die Mause Uber einen Zeitraum von zwolf Wochen mit dem Diabetes auslésenden Streptozo-
tocin (STZ) (100 mg/kg) behandelt und die letzten zwei Wochen wurde ihnen BME in verschie-
denen Dosen (50, 100, 150, 200, 250, 300 mg/kg) verabreicht. Das Malondialdehydlevel war
bei diabetischen Mausen deutlich héher als bei gesunden Mausen, wobei dieses durch die
Einnahme des BME signifikant (p < 0,05) gesenkt werden konnte. Auch ein Vergleich der un-
behandelten Mause mit Mausen, die BME eingenommen haben, zeigte signifikant (p < 0,05)
gesenkte Malondialdehydlevel bei allen Konzentrationen. Den grof3ten Effekt hatte in beiden
Untersuchungen die héchste Konzentration des BME. Aulzerdem wurde die Expression einer
Untereinheit (GIuR2) des Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionsaurerezeptors (AMPA
Rezeptors) untersucht. Die Expression des Glutamatrezeptors war bei diabetischen Ratten
deutlich gesenkt, wobei durch die Einnahme des BME diese signifikant (p < 0,05) gestiegen
ist. Auch hier zeigte die Einnahme der héchsten Konzentration des BME die starksten Effekte,
welche nahezu der unbehandelten Kontrolle entsprachen [115].
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Kumar und Modal beschreiben in ihrer Studie von 2016 die Wirkung eines BME (Gehalt von
40-50 % Bacosiden) auf Ratten untersucht, die chronisch unvorhersehbarem Stress ausge-
setzt wurden. Die Ratten wurden tber funf Wochen eine Stunde vor der Stressbehandlung mit
BME (80 mg/kg) behandelt. Die durch Stress gesenkten Protein Expressionslevel des Wachs-
tumsfaktors BDNF und des Doublecortins (DCX) im Hippocampus wurden durch die Einnahme
des Extraktes signifkant (p < 0,01) gesteigert und entsprachen etwa dem Level der unbehan-
delten Kontrolle. Aul3erdem wurden durch Stress das Glutathionlevel und die Katalase- und
Superoxiddismutaseaktivitdt gesenkt, welche durch die Einnahme des BME signifikant
(p < 0,01) gesteigert werden konnten. Das Malondialdehyd- und das Nitritlevel war bei den
gestressten Ratten erhdht, wobei es durch die Einnahme des BME signifikant (p < 0,01) ge-
senkt werden konnte [31].

In einer Studie von Singh et al. von 2017 wird die Wirkung eines ethanolischen BME (Gehalt
von = 40 % Bacosiden) bei Mausen mit Parkinson ausgeldst durch MPTP (1-Methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridin) untersucht. Dabei wurde der Extrakt Giber 30 Tage gegeben und 15
Tage nach Beginn der Gabe des BME wurde MPTP injiziert. Anschliel3end wurde die Region
Substantia nigra untersucht. Das Malondialdehydlevel und das Nitritlevel (NO2") war durch
BME signifikant (p < 0,05) gesenkt im Vergleich zu den MPTP induzierten Mausen. Die anti-
oxidative Aktivitat gemessen an der Superoxiddismutaseaktivitdt und der Glutathionredukta-
seaktivitat war in allen Fallen signifikant (p < 0,05) gesteigert im Vergleich zu den mit MPTP
behandelten Mausen. Auch die Glutathionperoxidaseaktivitat war durch das MPTP gesenkt
und wurde durch die Einnahme des BME gesteigert, jedoch konnte keine Signifikanz (p < 0,05)
bestimmt werden. AuRerdem war das Dopamin-, das 3,4-Dihydroxyphenylessigséaure-
(DOPAC) und das Homovanillinsdure (HVA)-Level bei den behandelten Mausen gesenkt, wo-
bei die Einnahme des BME signifikant (p < 0,05) positive Effekte auf die Level zeigte. Aul3er-
dem wurden die Zahl der Tyrosinhydroxylase-positiven Neuronen bestimmt, welche bei den
kranken Mausen gesenkt war und durch die Einnahme des BME signifikant (p < 0,05) gestei-
gert werden konnte. Das Caspase-3-Level war bei den Mausen mit Parkinson deutlich erhéht
und konnte durch die Einnahme des BME signifikant (p < 0,05) gesenkt werden [116].

Pandey und Prasad beschreiben in ihrer Studie von 2017 die neuroprotektiven Effekte eines
BME (Gehalt von 58 % Bacosiden) auf diabetische Mause. Diabetes wurde durch Streptozo-
ticin (STZ) ausgeltst. Die Mause wurden in zwei Gruppen geteilt und einer Gruppe wurde zu
Beginn STZ injiziert. Nach 14 Wochen wurden die Ratten untersucht und anschlieRend noch-
mal in zwei Gruppen eingeteilt, eine Kontrollgruppe und eine weitere Behandlungsgruppe, wel-
che neben STZ auch den BME (100 mg/kg) bekommen haben. AnschlieRend wurde die Ace-
tylcholinesteraseaktivitat im prafrontalen Kortex und im Hippocampus untersucht. Diese wurde
durch das STZ jeweils erhéht und konnte durch die Einnahme des BME signifikant (p < 0,05)
gesenkt werden [117].

29



Stand des Wissens zu geriatrisch aktiven Heilpflanzen und neuroaktiven Naturstoffen

In einer Studie von Waly et al. von 2019 wurde die Wirkung eines hydroethanolischen BME
(300 und 450 mg/kg) auf die Neurotoxizitat von Aluminiumchlorid (AICls) bei Ratten unter-
sucht. Dabei wurde den Ratten tber zwei Wochen der Extrakt gefittert, bevor die Injektion des
Neurotoxins AICls erfolgte, welches Alzheimer ausldsen soll. Anschliel3end wurde der Gehalt
an B-Amyloid, Tau-Protein und Acetylcholinesterase im Gehirn untersucht, welcher durch das
AICI; deutlich gesteigert war. Die Einnahme des BME konnte die Gehalte signifikant
(p < 0,001) senken. AuRerdem wurde der Gehalt an Serotonin bei Ratten, welche das Neuro-
toxin erhalten haben, deutlich gesenkt und durch die Einnahme des BME konnte dieser signi-
fikant (p < 0,001) gesteigert werden [118].

Saini et al. beschreiben in ihren Studien von 2012 und 2019 die Wirkung eines Bacopa mon-
nieri Rohextraktes bei dementen Ratten. Die Demenz wurde ausgeltst durch das Alkaloid Col-
chicin. Nach der Infusion des Alkaloids wurden die Ratten mit BME (50 mg/kg) fur 15 Tage
behandelt. Die gesteigerten Level der Lipidperoxidation, der Carbonylproteine und des Gluta-
thions durch Colchicine wurden durch die Einnahme des BME in der GroR3hirnrinde und im
Hippocampus signifikant (p < 0,05) gesenkt. Die durch das Alkaloid gesenkten Aktivitaten der
Superoxiddismutase und der Katalase wurden durch die Einnahme des BME gesteigert, sig-
nifikant (p < 0,05) verbesserte Werte konnten auf3er in der Grofl3hirnrinde Uberall bestimmt
werden. Auch die gesenkten Aktivitdten der Glutathionperoxidase, der Glutathionreduktase,
der Glutathion-S-transferase und der Na*/K*-ATPase konnten in nahezu allen Geweben durch
die Einnahme des BME signifikant (p < 0,05) gesteigert werden. Die Glutathionperoxidase im
Hippocampus konnte durch den BME nicht gesteigert werden. Durch die Infusion des Alkaloids
wurde die Aktivitat der Acetylcholinesterase in beiden untersuchten Geweben gesteigert, wo-
bei durch die Einnahme des BME eine signifikante (p <0,05) Reduktion erreicht werden
konnte, welche nahezu der unbehandelten Kontrolle entspricht [119]. Das Nitritlevel und das
Level der reaktiven Sauerstoffspezies war sowohl im Cortex als auch im Hippocampus durch
die Gabe des BME signifikant (p < 0,05) niedriger als bei Colchicin-induzierten Ratten. Auch
die Protein- und mRNA-Level von Zytokinen (IL-6, TNFa und MCP-1) wurde durch die Gabe
des Alkaloids gesteigert, wobei die Level durch die anschlieende Behandlung mit BME sig-
nifikant (p < 0,05) gesenkt werden konnten [120]. Auch die gestiegenen Protein- und mRNA-
Level der Cyclooxygenase-2, der Beta-Sekretasel und der Stickstoffmonoxid-Synthase bei
den dementen Ratten war durch die Einnahme des BME im Hippocampus und in der Grol3-
hirnrinde signifikant (p < 0,05) gesenkt [119, 120].

In einer Studie von Singh et al. von 2020 wurden die neuroprotektiven Effekte der vierwtchigen
Gabe eines BME (Gehalt von 40 % Bacosiden, 40 mg/kg) auf Ratten mit anschlieBend, gleich-
zeitig oder vorherig ausgeltstem Parkinson untersucht. Um die Krankheit auszulésen, wurde
den Tieren Uber vier Wochen Rotenon verabreicht. Durch die Gabe des Rotenons war das
TNFa-, MIP-1B3- und das IL-6-Level in Hippocampus, Substantia nigra, Striatum, Cortex und
Hirnstamm signifikant (p < 0,05) erhéht, wobei es sowohl bei anschlieRend, gleichzeitig oder

vorherig ausgelostem Parkinson durch den Extrakt signifikant (p <0,05) gesenkt werden
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konnte. Auch das Level von IL-1 war durch Rotenon deutlich erhéht und konnte in Hippocam-
pus, Substantia nigra, Striatum und Hirnstamm durch alle Einnahmevarianten signifikant
(p < 0,05) gesenkt werden. Im Cortex wurde es nur durch die vorherige oder gleichzeitige Ein-
nahme des BME signifikant (p < 0,05) gesenkt [121].

Micheli et al. beschreiben in ihrer Studie von 2020 die neuroprotektiven Effekte eines BME
(Gehalt von 20 % Bacosiden) bei Mausen. Die Mause bekamen eine Woche lang BME
(200 mg/kg), bevor eine psychische Stérung durch Lipopolysaccharide ausgeltst wurde. Diese
psychische Stérung beinhaltet, dass weniger Freude und Lust empfunden werden. Die gestei-
gerten Level an IL-6, IL-1B und Cortisol im prafrontalen Kortex wurden durch die Einnahme
des BME signifikant (p < 0,05) gesenkt. Das BDNF- und ARTN-Level stieg durch die Einnahme
des BME signifikant. Das Level der Lipidperoxidation ist durch die Anhedonie gestiegen, durch
die Einnahme des BME wurde es jedoch signifikant (p < 0,01) gesenkt. Die Katalaseaktivitat
war bei den freudlosen Mausen niedriger, konnte jedoch durch die Einnahme des BME signi-
fikant (p < 0,01) gesteigert werden [122].

Durch die Darstellung der literaturbekannten Untersuchungen zur Pflanze B. monnieri wird
deutlich, dass viele Untersuchungen der antioxidativen Kapazitaten auf den Ergebnissen von
Bhattacharya et al. und Anbarasi et al. basieren [61, 90-93]. Oftmals wurde eine durch eine
Chemikalie ausgeltste Krankheit mit BME behandelt. Hierbei ist kritisch zu sehen, dass viele
Studien zwar den Gehalt an Bacosiden beschreiben, der Extrakt jedoch nicht auf weitere In-
haltsstoffe untersucht wurde, welche mdglicherweise in dem durchgeflhrten Test auch von
Wichtigkeit sein kénnten. Selten wird Bacosid A als Reinsubstanz gegengetestet, wodurch die
Effektivitat der Saponine bestétigt werden koénnte. Teilweise findet auch eine Extraktion des
Pflanzenmaterials mit Wasser statt, wodurch ausgeschlossen werden kann, dass eine gro3e
Menge an Bacosiden extrahiert wurde und die Aktivitat somit anderen Inhaltsstoffen zuge-
schrieben werden muss. Bedauerlicherweise sind die beschriebenen Studien auch von Feh-
lern gepréagt. So beschreiben beispielsweise Shinomol und Muralidhara unter anderem Luteo-
lin und Apigenin als Hauptsaponine in BME, obwohl es sich hierbei um Flavonoide han-
delt [100]. Die Studie von Micheli et al. untersucht den Bacosidgehalt mittels einer Referenz-
substanz Bacosid I, welche nicht kauflich erwerbbar ist (hierbei handelt es sich womdglich um
Bacopasid Il) [122]. Insgesamt zeigt jedoch die Studiendichte zu den neuroprotektiven Eigen-
schaften des BME, dass eine Wirkung vorliegt, der genaue Mechanismus der Neuroprotektion
ist jedoch weitgehend ungekléart.

2.2 Indolalkaloide

Als Alkaloide werden stickstoffhaltige Strukturen bezeichnet, wobei dieser Stickstoff meist he-
terozyklisch gebunden ist [66]. Die Indolalkaloide, eine Untergruppe der Alkaloide, leiten sich
in ihrer Struktur von der Aminoséure Tryptophan ab [66].
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Abbildung 9: Grundgerust der aromatischen Aminoséure Tryptophan.

Die pharmakologischen Eigenschaften vieler Indolalkaloide kénnen durch die Strukturdhnlich-
keit zu verschiedenen korpereigenen Botenstoffen und Tryptophanderivaten wie Serotonin
und Melatonin erklart werden [66].

2.2.1 Indirubine und Thioindirubine

Als Indirubine werden natirlich vorkommende Bisindolalkaloide bezeichnet, welche sowohl in
Weichtieren als auch in Pflanzen vorkommen [123]. Zu diesen Pflanzen z&hlen unter anderem
Isatis tinctoria, Polygonum tinctorium und Indigofera tinctoria [124]. Die Bisindolalkaloide wer-
den aus einer Dimerisierung von Indoxyl und Isatin erhalten [33]. Die Vorstufen dieser Indoxyle
und Isatine sind Indican, Isatan und Indoxylsulfat, wobei in der Biosynthese von Indican und
Isatan die Aminoséure L-Tryptophan eine Rolle spielt [33, 125]. Neben ihrer Bedeutung als
Textilfarbe haben Indirubine eine grof3e Bedeutung in der traditionellen chinesischen Medizin
(TCM) zur Behandlung von Leukamie [123]. Hierfir wurde eine Mischung aus elf verschiede-
nen Phytopharmaka verwendet, welche auch Danggui Longhui Wan genannt wird [32]. Als
aktiver Inhaltsstoff wird hier Qing Dai (Indigo naturalis) beschrieben, welches aus den Pflanzen
Baphicacanthus cusia, Polygonum tinctorium, Isatis indigotica, Indigofera suffrutticosa and In-
digofera tinctoria besteht [32]. Indigo naturalis ist auch dafiir bekannt, dass es antibakteriell,
entziindungshemmend und beruhigend wirkt [126]. Als Mdglichkeiten, Indirubin zu gewinnen,
kénnen sowohl die Synthese als auch die Extraktion genannt werden [32, 123]. Um die L&s-
lichkeit dieser nahezu wasserunldslichen Indirubine zu erhéhen, werden teilweise heterozykli-
sche Indirubine, unter anderem Thioindirubine, synthetisiert (Abbildung 10) [123, 127].

Abbildung 10: Darstellung der Grundgertiiste von Indirubin (A) und Thioindirubin (B) mit unterschiedli-
chem Heteroatom an Position 1°. Indirubin enthalt Stickstoff als Heteroatom und Thioindirubin enthalt
Schwefel als Heteroatom.
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Durch die Modifizierung von Indirubin und Thioindirubin mit hydrophilen Seitengruppen kénnen
besser wasserlgsliche Strukturen geschaffen werden.

Die Thioindirubine wurden von Jennifer Killinger (Forschungspraktikum) und Alexander Wid-
mann (Bachelorarbeit) unter Anleitung von Prof. Dr. Herbert Riepl und Sebastian Bieringer
synthetisch hergestellt. Die allgemeine Syntheseroute ist in Abbildung 11 dargestellt.

OH
Polyphosphorsaure O s
RIS R ] \©\
0] R’
N
H

Abbildung 11: Allgemeiner Syntheseweg zur Herstellung von Thioindirubinen nach Riepl und Ur-
mann [127].

Nachdem die Thioindirubinderivate an zwei Stellen verschieden substituiert sein kénnen, sind
in Tabelle 1 die hergestellten Derivate mit den Substituenten an R und R‘ dargestellt.

Tabelle 1: Darstellung der hergestellten Thioindirubinderivate.

Name R R’
5'-Thioindirubinessigsaure H COOH
5'-Chloro-5-Methylthioindirubin CHs Cl
5'-Methylthioindirubin H CHs
5'-Methyl-5-Fluorothioindirubin F CHs
5'-Methyl-5-Chlorothioindirubin Cl CHs
5'-Methyl-5-Bromothioindirubin Br CHs
5'-Methyl-5-Methoxythioindirubin | CH30 CHs

33



Stand des Wissens zu geriatrisch aktiven Heilpflanzen und neuroaktiven Naturstoffen

2.2.2 Pharmakologische Eigenschaften von Indirubinen und Thioindirubinen

Bereits Mitte des 20. Jahrhunderts gab es die ersten Untersuchungen zu den pharmakologi-
schen Eigenschaften von Indirubinen. De Landsheere hat in einer Kurzmitteilung von 1951 die
Wirkung von Indirubin (1 mg gel6st in 0,5 mL Olivendl) auf Meerschweinchen untersucht, wo-
bei sich nach der Gabe des Indirubins das Verhéltnis von Eosinophilen zu Granulozyten im
Blut geéndert hat. Die Zahl der Eosinophile sank direkt nach der Gabe bis acht Stunden nach
der Gabe, wahrend die Zahl der Granulozyten in dieser Zeit stark stieg. Im Vergleich dazu
blieben alle Werte nach Injektion von reinem Olivendl Uber die komplette Zeitdauer des Expe-
riments stabil [128].

Neben der bereits beschriebenen Anwendung in der traditionellen chinesischen Medizin als
Mittel gegen Leuk&dmie haben Hoessel et al. 1999 festgestellt, dass einige Indirubine und De-
rivate davon Inhibitoren Cyclin-abhangiger Kinasen sind. CDKs sind bei der Initiierung und der
Kontrolle der Phase des Zellzyklus von enormer Bedeutung [32]. Leclerc et al. haben aul3er-
dem in einer Studie von 2001 herausgefunden, dass Indirubine starke Inhibitoren der Glyko-
gen-Synthase-Kinase-3 B (GSK-3 B) sind. GSK-3 3 und CDKS5 sind fiir einige abnorme Hyper-
phosphorylierungen des Proteins Tau zustandig, welches bei der Erforschung von Alzheimer
im Fokus steht [33]. Die nachfolgende Tabelle soll als Ubersicht tiber die aktivsten Indirubine
und deren Bausteine gelten.

Tabelle 2: Darstellung der ICso Werte (uM) fiir die Inhibition verschiedener Kinasen (GSK-3 (a/B), CDK1
und CDKS5) von Indirubin und Indirubinderivaten (in griin: kleinster ICso) [32, 33, 129, 130].

Substanz GSK-3 (a/B) CDK1 CDK5

Indirubin 0,60 - 1,00 10,00 5,50 (p35)
10,00 (p25)

Indirubin-5- 0,28 0,050-0,055 0,065 (p35)

sulfonsaure 0,065 (p25)

Indirubin-3’- 0,022 0,18 0,10 (p35)

monoxim 0,10 (p25)

Indirubin-3’-acetoxim | 0,200 1,20 0,70 (p25)

6,5-Dichloroindirubin | 0,030 45000 60000 (p25)

Indirubin-3’- 0,080 0,005 0,007

monoxim-5-

sulfonsaure

6,5- 0,004 0,140 0,060 (p25)

Dichloroindirubin-3’-

monoxim

6,5- 0,004 30000 0,100 (p25)

Dichloroindirubin-3’-

acetoxim
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Abbildung 12: Darstellung der aktivsten Strukturen mit der Ausgangsstruktur Indirubin (A), der Indirubin-
3’-monoxim-5-sulfonséaure (B), dem 6,5-Dichloroindirubin-3’-monoxim (C) und dem 6,5-Dichloroindiru-
bin-3’-acetoxim (D).

Die in Tabelle 2 dargestellten Werte zur Inhibition der GSK-3, der CDK1 und der CDKS5 zeigen,
dass in allen drei Fallen das effektivste Indirubin ein Indirubin-3‘-monoxim war. Die ICso Werte
fur unsubstituiertes Indirubin lagen alle deutlich hoher als die der aktivsten Molekule. Auch die
substituierten Indirubine, welche kein Monoxim sind, hatten eine schwachere Fahigkeit, die
Kinasen zu inhibieren, als die Monoxime. Alle Studien zu GSK-3, CDK1 und CDK5 Aktivitaten
zeigen jedoch, dass Indirubine ein groRes Potential besitzen, da sie in sehr niedrigen Konzent-
rationen noch grof3e Aktivitat beweisen.

Kunikata et al. haben in einer Studie von 2000 das Interferon-y-Level (IFN-y) nach der Zugabe
von Indirubin auf einer humanen myelomonozytischen Zelllinie untersucht. Indirubin wirkte
stark inhibitorisch auf die IFN-y-Produktion ohne Einfluss auf die Proliferation. AuRerdem
wurde der Effekt von Indirubin auf humane leuk&mische T-Zellen untersucht, wobei kein Effekt
auf die Interleukin-4-Produktion (IL-4) gezeigt werden konnte. Weiterhin konnte gezeigt wer-
den, dass Indirubin (20-20000 ng/mL) die Produktion von IFN-y und Interleukin-6 in murinen
Splenozyten (weil3e Blutkérperchen aus der Milz) senkte. Zudem wurde Mausen 2,4,6-Trinitro-
1-chlorobenzen an das linke Ohr appliziert, wodurch das Ohr angeschwollen ist. Mause, die
vor und wahrend des Experiments 20 ug Indirubin einnahmen, hatten ein signifikant (p < 0,05)
weniger geschwollenes Ohr, wobei Indirubin nicht so starke Effekte wie die angewendete Po-
sitivkontrolle, Dexamethason, (p < 0,01) zeigte. Au3erdem wurde auch hier die IFN-y- und die
IL-4-Prodouktion im Halslymphknoten der behandelten Mause untersucht. Die IFN-y-Produk-
tion war gesenkt, auf die IL-4-Produktion zeigte Indirubin keinen Einfluss [131].

Hsieh et al. untersuchten 2012 die Wirkung von Indirubin auf die Genexpression bei Kera-
tinozyten. Dabei wurde die Wirkung von Indirubin auf die Expression des CDC25B Enzyms
untersucht, welches die Cyclin-anhangigen Kinasen aktiviert. Hierbei konnte festgestellt wer-
den, dass Indirubin die Genexpression des CDC25B Enzyms in Keratinozyten dosisabhangig
reduzierte, wobei ein signifikanter (p <0,01) Effekt bei 5-20 uM festgestellt werden
konnte [132].
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Alle bisher beschriebenen Arbeiten handeln von Indirubinen, wahrend Uber Thioindirubine we-
nig veroffentlicht ist. Eine Publikation von Kunz et al. aus dem Jahr 2010 beschreibt die Syn-
these von Thio-Analoga von Indirubin-N-Glycosiden und deren Einfluss auf humane Melanom-
zellen. Hierbei wurde die starkste Inhibierung des Wachstums in drei der vier untersuchten
Zelllinien durch das Thioindirubin-N-B-D-Mannose-Glycosid (ICso < 10 uM) erzielt. Auch das
Thioindirubin-N-B-L-Rhamnose-Glycosid zeigte sowohl inhibitorische Wirkung auf die Mela-
nomzellen. Fir diese Substanz wurde auch festgestellt, dass diese auch die friihe Apoptose
in Melanomzellen auslost [133].

Bereits getatigte Untersuchungen am Lehrstuhl zu Extrakten von Isatis tinctoria auf THP-1
Zellen zeigten eine differenzierende Wirkung dieser zu Makrophagen. THP-1 Zellen sind Mo-
nozyten, welche als Zellmodell in der Leukamie angewendet werden. Die Extrakte enthalten
unter anderem Indirubin.

Abbildung 13: Zu Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen nach Behandlung mit Isatis tinctoria. Auf-
nahme von Herbert Riepl.

2.2.3 3,4-annelierte, peptidartige Indolderivate

Indolderivate kommen sowohl in Pflanzen, als auch in Pilzen und Bakterien vor [134]. Bei den
Bakterien sind diese am weitesten bei den Cyanobakterien und den Actinobakterien (Strepto-
myces) vertreten [135]. Neben dem Pyrrolring und dem Benzolring enthalten die im weiteren
untersuchten Indolderivate alle noch einen neungliedrigen Lactamring (Abbildung 14) [134].
Fur die Biosynthese dieser Indolderivate sind die Aminosauren L-Valin, L-Methionin und L-
Tryptophan entscheidende Bausteine [136].

Abbildung 14: Darstellung der im Folgenden untersuchten Indolderivate: Indolactam (A), Lyngbyatoxin
(B), Teleocidin (C), Olivoretin (D).
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Abbildung 14 zeigt die untersuchten Strukturen, deren Grundstruktur dem Indolactam gleich
oder sehr ahnlich ist. Dabei unterscheiden sich Teleocidin und Lyngbyatoxin in den gebunde-
nen Resten an Position 7 des Benzolrings des Grundgerists, wobei bei Teleocidin keine Dop-
pelbindung mehr vorliegt und somit ein Sechsring an das Benzol substituiert ist. Teleocidin
und Olivoretin sind strukturell sehr &hnlich, der einzige Unterschied liegt in der Hydroxygruppe
bei Teleocidin und der Methoxygruppe bei Olivoretin in Nachbarschaft zum neungliedrigen
Lactamring.

Das Indolderivat Indolactam wurde synthethisch von Sebastian Bieringer mit kleinen Abwei-
chungen nach einem Protokoll von Haynes-Smith et al. hergestellt [137]. Lynbyatoxin und
Olivoretin wurden aus dem Bakterienstamm Streptomyces blastmyceticum und Teleocidin B
aus dem Bakterienstamm Streptomyces olivoreticuli von Sebastian Bieringer extrahiert [138].

2.2.4 Pharmakologische Eigenschaften von Indolderivaten

Eine Untersuchung von Fujiki et al. 1981 ergab, dass Indolactamderivate (Lynbyatoxin und
Dihydroteleocidin B) Tumorpromotoren auf der Haut von Mausen sind. Dabei wurden Mause
zuerst mit dem Tumorpromotor 7,12-Dimethylbenz[a]anthracen (DMBA) einmalig behandelt.
AnschlieRend wurden die Mause zweimal wochentlich mit einem der Indolactamderivate be-
handelt (25 pg/mL). Als Positivkontrolle fur die tumorausldsende Wirkung wurde 12-O-tetrade-
canoylphorbol-13-acetat (TPA) verwendet. Dabei zeigte sich, dass alle mit DMBA und TPA
behandelten Tiere nach 16 Wochen Tumoren ausbildeten. Etwa 90 % der mit Dihydroteleoci-
din B und DMBA behandelten Tiere bildeten nach 19 Wochen Tumoren aus [139].

In einer weiteren Studie von Fujiki et al. aus dem Jahr 1984 wurde die Aktivierung von Pro-
teinkinase C durch die Teleocidin untersucht. Eine Mischung aus Teleocidin A (93 %) und
Teleocidin B (7 %) zeigte eine Aktivierung der Proteinkinase C. Dabei wurde diese nur in An-
wesenheit von Ca?* und Phospholipid aktiviert, nicht jedoch durch die alleinige Zugabe von
Teleocidin. Die untersuchten Effekte sind jedoch nicht so stark wie diese der Positivkontrolle
TPA [140].

Eine Studie von Irie et al. untersuchte 1985 Indolactamderivate (Indolactam, Teleocidin B-4
und Olivoretin A) auf die Aktivitat des friilhen Antigens des Eppstein-Barr-Virus. Dabei wurden
menschliche Zellen, welche das Eppstein-Barr-Virus Genom tragen, mit den Derivaten behan-
delt. AnschlielBend wurden diese auf die Aktivitat des friilhen Antigens untersucht. Die Wirkung
von Indolactam war etwas schwécher als diese von Teleocidin B-4 auf die Eppstein-Barr-in-
duzierende Aktivitat. Teleocidin B-4 war am aktivsten, wobei auch Indolactam eine sehr hohe
Aktivitat zeigt [141].
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Choi et al. haben 1991 ein Patent tber die neuroprotektiven Eigenschaften von Indolactam
und dessen Derivate geschrieben. Dabei wird behauptet, dass Lasionen im zentralen Nerven-
system ausgeldst durch Hypoxie moglicherweise mit Glutamat-Antagonisten behandelt wer-
den kdnnen. Glutamat ist ein Agonist flr exzitatorische Aminoséaurerezeptoren (NMDA, AMPA
und Kainat). Auf der Suche nach Strukturen, die diese Rezeptoren blockieren, sind Choi et al.
auf Indolactam gestof3en, wobei auch Teleocidin und Lyngbyatoxin als neuroprotektive Struk-
turen patentiert wurden [37].

Chen et al. haben in einer Studie von 2009 eine Untersuchung zur Differenzierung menschli-
cher embryonaler Stammzellen durchgefihrt. Ergebnis dieser in vitro Studie war, dass Indo-
lactam die Fahigkeit menschlicher embryonaler Stammzellen verbesserte, in verschiedene
Pankreaslinien zu differenzieren, was teilweise auch durch Proteinkinase C Signalisierung
passiert. Die anschlieRende in vivo Untersuchung der Differenzierung in Mausen zeigte, dass
auch hier davon ausgegangen werden kann, dass die Pankreasdifferenzierung ausgelést
wurde [38].
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3  Problemstellung und Zielsetzung

Ubergeordnetes Ziel dieser Arbeit war es, bei einem Screening bioaktiver Naturstoffe einen
Uberblick zu gewinnen, welche Substanzklassen ein Potential beim Einsatz in der neurorege-
nerativen Medizin besitzen. Diese aus Pflanzen, Bakterien oder Synthesen gewonnenen Mo-
lekile kdnnten spater ein Therapieansatz bei neurodegenerativen Krankheiten sein.

Der Extrakt der Pflanze B. monnieri findet in der Phytotherapie, im Ayurveda und in Nahrungs-
erganzungsmitteln bereits haufig Anwendung. Hierbei wird oftmals ein konzentrierter Extrakt
mit hohem Bacosidgehalt teilweise in Kombination mit anderen Extrakten wie beispielsweise
Ginkgo, Ginseng oder Eisenkraut verwendet. Im ersten Teil der Arbeit war das Ziel, Extrakte
der Pflanze B. monnieri angereichert mit Bacosiden mittels Festphasenextraktion herzustellen.
Weiterhin war es wichtig, die gewonnenen Extrakte genauer auf die Inhaltsstoffe zu untersu-
chen. Dabei wurde der Fokus auf verschiedene Pflanzenmaterialien und Nahrungsergan-
zungsmittel aus oder mit B. monnieri gelegt, da in der Literatur teilweise Unklarheiten Uber
Strukturen herrschen. Hierbei wurden Methoden wie GC-MS, HPLC-ELSD, HPLC-MS und 1D
und 2D NMR angewendet, um Strukturen eindeutig aufklaren zu kénnen.

Im anschlieRenden Screening aller erhaltenen Extrakte und Reinsubstanzen galt es heraus-
zufinden, ob der Extrakt der Pflanze B. monnieri oder darin enthaltene Reinsubstanzen eine
differenzierungsinduzierende Aktivitat zeigen. Hierfir wurde ein dualer Luciferase-Assay an
embryonalen Vorderhirnzellen der Maus verwendet.

Durch den vorhandenen ethnopharmakologischen Hintergrund und die unzahligen pharmako-
logischen Untersuchungen wurde das Potential der Pflanze B. monnieri und darin enthaltener
Reinsubstanzen hoch eingeschatzt. Anhand der vorherigen Anreicherung der Substanzklas-
sen sollte ermittelt werden, ob diese Substanzen eine Wirkung zeigen.

Weiterhin wurden Indolalkaloide auf ihre differenzierungsinduzierende Aktivitat untersucht,
denn es ist bereits bekannt, dass Indirubine gegen chronisch myeloische Leukémie aufgrund
der Auslésung eines Proliferationsstopp angewendet werden [32]. Ein solcher Proliferations-
stopp ist auch bei der Heranreifung von Neuronen erforderlich. Durch einen Proliferationsstopp
der Zellen findet im Folgenden mdglicherweise eine Differenzierungsinduktion statt. Anhand
weiterer Untersuchungen zur CDK und GSK-Inhibition von Indirubinen wurde eine differenzie-
rungsinduzierende Aktivitat vermutet [32, 129], da bereits GSK-3 Inhibitoren die Auslésung der
Neurogenese bei menschlichen Vorlauferzellen gezeigt haben [142]. Dadurch, dass der Ex-
trakt Isatis tinctoria bereits ein differenzierungsinduzierendes Potential bei THP-1 Zellenge-
zeigt hat, ist die Untersuchung in Bezug auf die Neurogenese naheliegend. Bei der Untersu-
chung der differenzierungsinduzierenden Aktivitat der Indolalkaloide war es zudem das Ziel,
eine Struktur-Aktivitdats-Beziehung der 3,4-annelierten, peptidartigen Indolderivate und
der Thioindirubine aufzustellen, da sich diese beiden Substanzklassen mdglicherweise einen

Pharmakophor teilen.
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4 Extraktherstellung und Strukturaufklarung

4.1 Extraktion von Bacopa monnieri

Die Literatur zur Extraktion von B. monnieri variiert sowohl in der Extraktionsmethode als auch
im Extraktionsmittel. Um die verschiedenen angewendeten Extraktionsmethoden und -mittel
fur B. monnieri darzustellen, wurde in der nachfolgend beschriebenen Tabelle die bestehende
Literatur weitestgehend zusammengefasst. Dabei wurden nur Literaturstellen ausgewahlt, die
genaue Angaben zur verwendeten Methode gemacht haben und im Weiteren den Extrakt auf
seine biologische Aktivitat untersucht haben. Problematisch anzusehen sind Studien, die we-
der die genaue Extraktionsmethode [61, 94, 95, 103, 104, 107, 112], noch den Gehalt der
Bacoside im Weiteren angeben [96, 103, 104, 112, 118].

Tabelle 3: Darstellung der zur Extraktion von B. monnieri verwendeten Extraktionsmethoden, Extrakti-
onsmittel und des Extraktionsmittelverhéltnisses unter Angabe der Literaturstellen.

Extraktionsmethode | Extraktionsmittel Eé(:aaalf;?;]?\r;\'/t)tel Literaturstelle
Soxhlet MeOH (100) [143]

Soxhlet EtOH/H,O (70/30) [118]

Soxhlet EtOH/H,O (40/60) [144]
Mazeration MeOH (100) [145-147]
Mazeration EtOH (100) [148]
Mazeration EtOH/H,O (50/50) [96]

Die in Tabelle 3 dargestellte Vielfalt an verschiedenen Extraktionsmethoden und -mitteln
macht die Wahl des geeigneten Extraktionsmittels schwieriger, weswegen dies im Zuge der
folgenden Vorversuche genauer untersucht wurde, um das Optimum zu bestimmen. Dabei
wurde ausschlielich die Mazeration im Hinblick auf den Bacosidgehalt genauer untersucht,
da diese zum einen die bevorzugte Methode zur Extraktion von Saponinen darstellt und zum
anderen bei Extraktionen bei htheren Temperaturen die Gefahr besteht, dass nattirliche In-
haltsstoffe thermisch zersetzt werden [149, 150]. Da die Mazeration sehr zeitintensiv ist, wird
zur Unterstitzung haufig ein Magnetrihrer verwendet, um die Extraktionsdauer zu minimie-
ren [150]. Wie in der Extraktherstellung beschrieben (7.2.3 und 7.2.4) wurde diese Methode
angewendet. Ziel dieser Versuche war es, das beste Extraktionsmittel anhand des Bacosid A
Gehaltes im Extrakt zu bestimmen, da sowohl Methanol als auch Ethanol in der Literatur weit-
reichend als geeignete Extraktionsmittel zur Gewinnung von Saponinen beschrieben sind und
auch Tabelle 3 zeigt, dass diese beiden Extraktionsmittel die meiste Anwendung finden [151].
Wenige Literaturstellen beschreiben eine Extraktion ausschlielZlich mit Wasser, jedoch ist
diese Extraktionsmethode fir die Bacoside aufgrund ihrer amphiphilen Struktur ungeeig-
net [43].
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4.2 Eigene Ergebnisse der Extraktion

Um die optimalen Bedingungen fur die Extraktion der Bacoside zu bestimmen, wurden zuerst
Vorversuche gemacht, bei denen der Gehalt von Bacosid A bestimmt wurde. Da die im Extrakt
enthaltenen Bacoside wie bereits beschrieben haufig als aktive Substanzen in Bezug auf ihre
vielseitigen pharmakologischen Eigenschaften genannt werden.

Vorversuche und Extraktionsoptimierung

Die Trockenmasse des Pflanzenmaterials (Terra Elements) der Pflanze B. monnieri betrug fur
drei unabh&ngige Messungen 88,43 + 0,62 %. Die in den folgenden Ergebnissen dargestellten
Konzentrationen an mg Bacosid A pro g Pflanzenmaterial ist auf die Trockenmasse des Pflan-
zenmaterials bezogen.

Zur Herstellung eines Extraktes mit maximalem Bacosidgehalt unter umsetzbaren Extraktions-
bedingungen wurden rihrende Mazerationen mit verschiedenen Lésungsmitteln im kleinen
Mafstab durchgefihrt und untersucht (7.2.3).
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Abbildung 15: Gehalt an Bacosid A in B. monnieri (mg Bacosid A pro g B. monnieri) bei unterschiedli-
chen Extraktionsmitteln unter Angabe des Extraktionsmittelverhaltnisses (v/v) bei einer rihrenden Ma-
zeration.
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Abbildung 15 zeigt, dass die Extraktion mit den reinen Extraktionsmitteln Methanol und Ethanol
zu relativ geringen Ausbeuten an Bacosid A fiihrten, wobei die Extraktion mit Ethanol zu noch
niedrigeren Ausbeuten fiuhrte als die Verwendung von reinem Methanol. Dies kann damit be-
grundet werden, dass Methanol deutlich polarer ist als Ethanol und die Saponine einen polaren
Anteil an Extraktionsmittel bendtigen, da diese aus polaren Zuckerresten gekntipft an unpolare
Aglyka bestehen [150]. Mischungen der Losungsmittel Methanol bzw. Ethanol mit Wasser be-
wirken eine deutlich hohere Ausbeute an Bacosid A. Trotz der besseren Ausbeute mit Etha-
nol/Wasser (80/20) (v/v) wurde fir die nachfolgenden Versuche eine Mischung aus Metha-
nol/Wasser (90/10) (v/v) verwendet, da ein hoherer Wasseranteil die Handhabung erschwert.
Die Mischungen der reinen Losungsmittel mit Wasser fihren unter vermindertem Druck zu
sehr starker Schaumbildung, da dies eine der Haupteigenschaften der Saponine aufgrund ih-
rer bereits beschriebenen amphiphilen Struktur ist (2.1.1->Triterpensaponine). Es empfiehlt
sich somit bei groReren Ansatzmengen nicht, den Wasseranteil héher als zehn Volumenpro-
zent zu wahlen. Der Unterschied zwischen Ethanol/Wasser und Methanol/Wasser (90/10) (v/v)
in Bezug auf den Bacosid A Gehalt ist nur gering, weshalb im Weiteren Methanol/Wasser
(90/10) (v/v) verwendet wurde. Bei einer weiteren Verwendung des Extraktes in Bezug auf
Nahrungserganzungsmittel oder pharmakologische Untersuchungen empfiehlt es sich jedoch
in Zukunft, Ethanol dem Methanol als Extraktionsmittel vorzuziehen, da dieses aufgrund seiner
geringeren Toxizitat bessere Anwendung bei der Pflanzenextraktion findet [152].

Mit dem festgelegten Extraktionsmittelgemisch wurde im Weiteren noch die Zeitdauer, die
Temperatur und das Losungsmittelverhéltnis untersucht. Da sich hier jedoch keine Unter-
schiede zwischen den einzelnen Parametern ergaben, wurde fur die Extraktion im grofRen
Maf3stab eine Zeitdauer von 24 h bei Raumtemperatur und einem Losungsmittelverhaltnis von
1 g Pflanzenmaterial zu 10 mL Extraktionsmittel festgelegt und verwendet. Das Pflanzenma-
terial wurde, wie auch in den Vorversuchen, vor der Extraktion mit Hexan entfettet.

Extraktherstellung und FlUssig-Flussig-Extraktion

Bei der Herstellung des Extraktes wurde in drei unabhangigen Ansatzen 200,00 g Pflanzen-
material B. monnieri (Terra Elements) mit Hexan unter riihrender Mazeration entfettet und an-
schlieRend mit Methanol/Wasser (90/10) (v/v) ebenfalls unter rihrender Mazeration extrahiert.
Bei diesen drei Extraktionen wurde ein Hexanextrakt mit einem Mittelwert von 1,20 g £ 0,04 g
durch die Entfettung erhalten und ein Mittelwert von 31,23 + 1,27 g an hydro-methanolischem
Extrakt erhalten. Die Entfettung mit Hexan hat zur Folge, dass unter anderem Fettsduren ab-
getrennt wurden, welche in den weiteren Versuchen in Bezug auf die Neurogenese keine
Wichtigkeit haben. Mittels GC-MS konnten verschiedene gesattigte und ungesattigte Fettsau-
ren von Ci6-C22 detektiert werden. Neben der Tatsache, dass sowohl Rastogi et al. als auch
Shahid et al. das vorherige Entfetten mit Hexan bei der Herstellung ihrer Extrakte ausfiihrten,
ist dies eine ubliche Methode bei der Herstellung von pflanzlichen Extrakten, welche Saponine
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enthalten [107, 143, 151]. Die vorherige Extraktion mit Hexan fuhrt dazu, dass spater die un-
gewunschten Fettsduren und Chlorophyllpigmente nicht im Extrakt storen. Der erhaltene
Rohextrakt enthielt 0,12 + 0,005 mg Bacosid A pro mg Extrakt, was einem Gehalt von
20,80 = 0,84 mg Bacosid A pro g B. monnieri gerechnet auf die Trockenmasse des Pflanzen-
materials ergab. Im Vergleich mit dem erhaltenen Wert der Vorversuche im kleinen Maf3stab
von 20,28 + 1,82 mg Bacosid A pro g B. monnieri hatte die Extraktion im grof3en Mal3stab
keinen Einfluss auf den Bacosidgehalt. Verglichen mit der Literatur ist der Wert von 1,2 %
Bacosid A im Extrakt im Durchschnitt. Bhandari et al. haben in einer Untersuchung von 2009
den Bacosid A Gehalt in neun verschiedenen Proben bestimmt, wobei dieser im Mittel 0,65 %
im Extrakt betrug [153]. Uabandit et al. geben in einer Studie von 2010 an, dass deren Extrakt
5 % Bacosid A enthielt [30]. Dabei hdngt der Gehalt an Bacosiden immer auch von der Extrak-
tionsmethode, den verschiedenen Pflanzenteilen, den verschiedenen Wachstumsstadien und
der Saison, in der geerntet wird, ab [153-155].

Der gewonnene hydro-methanolische Extrakt wurde mittels Flissig-Flissig-Extraktion weiter
separiert. Entgegen einer Vielzahl an in der Literatur beschriebenen Flussig-Flissig-Extrakti-
onen zur Anreicherung von Saponinen wurde nicht gegen Ethylacetat und danach gegen Bu-
tanol ausgeschuttelt [149], da der in Wasser geloste Extrakt und die Ethylacetatphase misch-
bar waren und keine Trennung im Scheidetrichter erfolgte. Der gewonnene Rohextrakt wurde
in Wasser geldst und mittels Hexan, Chloroform (anstelle von Ethylacetat) und Butanol aus-
geschattelt [156].
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Abbildung 16: Darstellung der HPLC-ELSD Chromatogramme des Bacosidanteils (Methode 1) des
Rohextraktes und der durch Flissig-Flissig-Extraktion gewonnenen Extrakte (Hex = Hexanextrakt,
CHCIs = Chloroformextrakt, BuOH = Butanolextrakt, H2O = Wasserextrakt) (10 mg/mL).
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Bei der Flussig-Flussig-Extraktion mit Hexan, Chloroform und Butanol erfolgte die Anreiche-
rung der Bacoside in die Butanolfraktion. Im Vergleich zum Rohextrakt enthielt die Butanol-
fraktion der Flussig-Flissig-Extraktion knapp die doppelte Menge 0,21 + 0,01 mg Bacosid A
pro mg. Im Vergleich ist der erhaltene Gehalt von 21 % Bacosid A im Butanolextrakt mit den
Werten von Pham et al., welche einen Wert von 21,8 % Bacosid A beschreiben, nahezu iden-
tisch [157]. Es wurden in der Hexan- und der Chloroformfraktion auch Bacoside nachgewie-
sen, was durch ihren amphiphilen Charakter erklart werden kann (Hexanfraktion:
0,086 = 0,02 mg Bacosid A pro mg Extrakt, Chloroformfraktion: 0,083 + 0,005 mg Bacosid A
pro mg Extrakt). Im gewonnen Wasserextrakt waren keine Bacoside nachweisbar. Da die An-
reicherung der Bacoside in die Butanolphase erfolgreich war, wurde im Folgenden mit diesem
Extrakt weitergearbeitet, um eine weitere Anreicherung der Bacoside zu erzielen.

Festphasenextraktion (SPE) als Anreicherungsmethode

Eine Trennung der verschiedenen in B. monnieri enthaltenen Substanzklassen wurde tber die
Festphasenextraktion (SPE) versucht. Dies ist eine einfache Methode, die eine Probenanrei-
cherung erleichtert [158]. Die dargestellten Chromatogramme, aufgenommen tber HPLC-IT
TOF zeigen, dass die Anreicherung verschiedener Substanzen erfolgreich war. Dabei wurde
die Butanolfraktion, in welcher bereits die Bacoside angereichert sind, weiter aufgereinigt.

Weiterhin zeigen die mittels HPLC-IT TOF aufgenommenen Chromatogramme, dass bei der
ersten Extraktion mit Wasser nahezu keine Substanzen von der SPE-Kartusche gespult wur-
den. Die Darstellung der einzelnen mittels Festphasenextraktion erhaltenen Fraktionen zeigt,
dass eine Fraktionierung erfolgreich war. Dabei zeigt Abbildung 17 auch, dass die Bacoside
im Festphasenextrakt (60/40) deutlich besser im positiven lonenmodus ionisieren. Der Ver-
gleich mit Referenzsubstanzen mittels HPLC-ELSD und HPLC-IT TOF ergab, dass Luteolin-
7-glucosid im Festphasenextrakt (80/20), Luteolin und Apigenin (in Spuren) im Festphasenex-
trakt (70/30), Bacosid A im Festphasenextrakt (60/40) und Betulinsédure im Festphasenextrakt
(MeCN) enthalten waren. Nachdem die Anreicherung von Bacosid A das Ziel dieser Extrakti-
onsoptimierung war, wurde im Folgenden der Anreicherungsfaktor vom Rohextrakt bis zum
endglltig erhaltenen Festphasenextrakt bestimmt.
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Abbildung 17: Oben: Darstellung der HPLC-IT TOF Chromatogramme (1mg/mL) der gewonnenen SPE
Fraktionen im Bereich von 0-25 Minuten (Positiv-lonenmodus) (Methode 3). Unten: Darstellung der
HPLC-IT TOF Chromatogramme (1 mg/mL) der gewonnenen SPE Fraktionen im Bereich von 0-25 Mi-
nuten (Negativ-lonenmodus) (Methode 3).
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Abbildung 18: Oberer Abschnitt: Vergleich der HPLC-ELSD Chromatogramme (Methode 1) des Rohex-
traktes, des BUuOH Extraktes und des SPE Extraktes (60/40) (1 mg/mL). Unterer Abschnitt: Darstellung
der Anreicherung des Bacosid A Gehaltes zwischen Rohextrakt, BUuOH Extrakt und SPE Extrakt in
mg Bacosid A/mg Extrakt.

Bei den vier Hauptpeaks im dargestellten Chromatogramm handelt es sich um das Substanz-
gemisch Bacosid A. Dabei wurde der Gehalt an Bacosid A vom Rohextrakt auf knapp die dop-
pelte Menge im Butanolextrakt der Flussig-Flussigextraktion angereichert. Die erneute Anrei-
cherung um den knapp dreifachen Faktor auf 0,62 + 0,059 mg Bacosid A pro mg Extrakt wurde
mittels Festphasenextraktion erreicht. Der Anreicherungsfaktor zwischen dem Rohextrakt und
dem Festphasenextrakt (60/40) lag bei finf. Chatterjee et al. beschreiben in einer Publikation
von 2010, dass ein hydro-ethanolischer BME einen Gehalt von 55-60 % Bacosiden, welche
als Bacosid A identifiziert wurden, enthielt [159]. Hierbei wurde jedoch der Gehalt mittels sau-
rer Hydrolyse der Saponine tUber das Aglykon bestimmt, wodurch méglicherweise andere ent-
haltene Bacoside auch als Bacosid A identifiziert wurden, weshalb der Gehalt eventuell héher
war. Im Vergleich zu dieser Bestimmungsmethode empfiehlt sich die Bestimmung des Baco-
sid A Gehaltes mittels einer Kalibrierung wie durchgefihrt, da der hier bestimmte Wert exakt
ist. Im Vergleich mit einem US-Patent von Gokaraju et al. von 2005, welches eine Anreiche-
rung von Bacosid A und Bacosid B von bis zu 100 % beschreibt, ist der mittels einer Festpha-
senextraktion erhaltene Wert von etwa 62 % passabel [160]. Die beschriebenen 100 % an
Bacosiden wurden mittels chromatographischer Aufreinigung erhalten [160]. Obwohl bis dato
die genaue Zusammensetzung von Bacosid B unbekannt bleibt, wurde eine Anreicherung da-
von in diesem Patent beschrieben [160].
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Neben dem Ziel der Festphasenextraktion, die Bacoside anzureichern, konnte noch eine wei-
tere Substanz stark angereichert werden. Hierbei handelt es sich um Luteolin, woftr im Fol-
genden der Anreicherungsfaktor bestimmt wurde.
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Abbildung 19: Oberer Abschnitt: Vergleich der HPLC-ELSD Chromatogramme (Methode 1) des Rohex-
traktes, des BUOH Extraktes und des SPE Extraktes (70/30) (1 mg/mL). Unterer Abschnitt: Darstellung
der Anreicherung des Luteolin Gehaltes zwischen Rohextrakt, BUOH Extrakt und SPE Extrakt in
mg Luteolin/mg Extrakt.

Der Gehalt an Luteolin im Rohextrakt von 0,0034 + 0,0002 mg Luteolin/mg Extrakt wurde mit-
tels Flussig-Flussig-Extraktion auf mehr als doppelte Menge 0,0088 + 0,0004 mg Luteolin/mg
Extrakt erhoht. Die erneute Anreicherung um den knapp funffachen Faktor auf
0,035 = 0,002 mg Luteolin/mg Extrakt wurde mittels SPE erreicht. Der Anreicherungsfaktor
zwischen dem Rohextrakt und dem SPE Extrakt (70/30) lag bei zehn. Fir Luteolin werden in
der Literatur zu B. monnieri vereinzelt Gehalte beschrieben. Die bestimmten Gehalte von
0,22 % von Rajasekaran et al. und von 0,29 % von Shinomol und Muralidhara lagen jeweils
etwas unter dem bestimmten Gehalt von 0,34 % im Rohextrakt [68, 100]. Diese Abweichung
kann erneut damit erklart werden, dass der Gehalt verschiedener Substanzen in einem Extrakt
von vielen EinflussgréfZen abhéngt. Weiterhin ist Apigenin als Flavonoid in B. monnieri be-
schrieben. Im Gegensatz zu den Literaturstellen, die einen Gehalt von 0,12-0,45 % von Api-
genin im Rohextrakt beschreiben, war diese Substanz im erhaltenen Extrakt nur in Spuren zu
finden [68, 100].
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4.3 Diskussion der Extraktion

Diese durchgeflihrten Vorversuche zeigen, dass es sehr wichtig ist, Untersuchungen zum Ex-
traktionsmittel zu machen, da die Literatur zum einen eine Vielfalt an Extraktionsmitteln be-
schreibt und zum anderen keine Klarheit dartiber herrscht, welches Extraktionsmittel bzw. wel-
ches Verhdltnis an Extraktionsmitteln am besten geeignet ist zur Extraktion von Bacosiden.
Die Durchfuhrung der beschriebenen Vorversuche hat weiterhin gezeigt, dass auch wichtig ist,
inwieweit die Methode im Labor praktikabel ist.

Die Umkehrphasen-HPLC (RP-HPLC) hat sich laut Literatur zur Trennung der Bacoside be-
wahrt [153, 161, 162]. Die Detektion mittels UV ist bei Molekiilen ohne Chromophor schwierig,
wurde jedoch haufig angewendet [162, 163]. Bhandari et. al. haben die Detektion und Quanti-
fizierung der Bacoside mit Hilfe des Lichtstreudetektors beschrieben [153]. Diese Methode
wurde in den durchgefihrten Versuchen auch angewendet, um Probleme bei der Detektion
der geringen Konzentrationen an Bacosiden im Extrakt zu umgehen.

Bei der Aufreinigung von pflanzlichen Extrakten ist die Aufarbeitung ein entscheidender Schritt.
Hierflr ist die Festphasenextraktion eine vielfach angewendete Methode [158]. Ein Vorteil liegt
darin, dass komplexe Extrakte damit gut aufgereinigt werden kénnen, wéahrend die Methode
nach den Prinzipien der Flissigchromatographie funktioniert [158, 164, 165]. Bereits 1988
nutzte Oleszek die Festphasenextraktion zur Auftrennung von Saponinen aus Medicago sa-
tiva [166]. In der Literatur existiert noch keine weitere Anreicherungsmethode der Bacoside
aus B. monnieri mittels Festphasenextraktion. Im Vergleich zu dem Patent von Gokaraju et al.
ist die entwickelte Methode deutlich leichter durchzufiihren, da das Patent eine auf Kieselgel
basierte Sdulenchromatographie vorschlagt, welche moglicherweise wiederholt werden muss,
um gute Ergebnisse zu erzielen [160]. Da vielerorts beschrieben wurde, dass die Bacoside in
B. monnieri die aktiven Inhaltsstoffe sind, wurde somit gezeigt, dass eine Anreicherung dieser
anhand einer gewohnlichen Methode zur Aufarbeitung von Extrakten sehr gut moglich ist. Wie
von Reznicek und Jurenitsch beschrieben, ist es fraglich, ob Triterpensaponine einzeln isoliert
werden sollen oder ob die Untersuchung einer Stoffgruppe genigt [55]. Fur das Screening der
Naturstoffe in Bezug auf die Neurogenese wurde beschlossen, dass die Untersuchung der
Stoffgruppe genigt.

Neben der Anreicherung der Bacoside als Stoffgruppe konnte auch Luteolin im Festphasen-
extrakt angereichert werden. In der Literatur gibt es fur Luteolin in B. monnieri bis dato keine
Anreicherungsmethode, wobei beispielsweise Dehmoradkhani et al. die Anreicherung von
Flavonoiden, unter anderem von Luteolin, aus Artemisia biennis mittels Festphasenextraktion
beschrieben haben [167].

Im Laufe der Untersuchungen der unterschiedlichen Extrakte, welche mittels Fliissig-Flissig-
Extraktion und Festphasenextraktion erhalten wurden, wurden im Folgenden Referenzsub-
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stanzen gekauft, um mit Hilfe der Retentionszeit dieser Substanzen im Extrakt enthaltene Sub-
stanzen zuordnen zu kdnnen. Aul3erdem sollte dadurch die Aktivitat im Screening moglicher-
weise einzelnen Substanzen zugeordnet werden konnen.

4.4  Strukturaufklarung

Teile dieses Abschnitts sind bereits im Paper ,Where Is Bacosine in Commercially Available
Bacopa monnieri?“ veroffentlicht worden [168].

In der Literatur zur Pflanze B. monnieri werden zwei pentacyclische Triterpene als Inhaltsstoffe
beschrieben. Hierbei handelt es sich um Bacosin und Betulinsédure, welche beide die Sum-
menformel C3oH4sO3 besitzen [74, 75].

(A) (B)

Abbildung 20: Darstellung der beiden Strukturisomere Betulinsaure (A) und Bacosin (B) mit der Sum-
menformel CsoH4s03. Die Nummerierung der Kohlenstoffatome erfolgte nach IUPAC [168].

Abbildung 20 zeigt Betulinsaure (A), ((3B)-3-Hydroxylup-20(29)en-28-saure) und Bacosin (B),
((3a)-3-Hydroxylup-20(29)en-27-saure). Die beiden Konstitutionsisomere unterscheiden sich
in der Anordnung der Carboxylgruppe und der Methylgruppe gebunden an C-14 und C-17.
Des Weiteren ist die Orientierung der Hydroxygruppe gebunden an das C-3 Atom unterschied-
lich. Im weiteren Verlauf der Arbeit wird bei gemessenen Substanzen immer mit der Beschrif-
tung der Betulinsdure gearbeitet (Bacosin (PhytoLab), Bacosin (ChromaDex), Betulinsaure
(PhytoLab), Betulinsdure aus B. monnieri und NMR Vorhersagen fiir Betulinsaure). Bei einem
Vergleich mit den Literaturdaten von Ahmed und Rahman und Kishore et al. und bei den NMR
Vorhersagen flir Bacosin wird die Nummerierung fir Bacosin verwendet [74, 169]. Es herrscht
in der Literatur jedoch Uneinigkeit, Ahmed und Rahman haben nicht alle Atome des Bacosin
benannt, Kishore et al. beschreiben die Benennung der Methylgruppen C-23, C-24 und C-25
unterschiedlich als Ahmed und Rahman dargestellt [74, 169]. Ghosh et al. beschreiben die
Nummerierung der Methylgruppen wie in Abbildung 20 und nach IUPAC [170].

Vohora et al. haben 1997 als erstes Bacosin in der Literatur beschrieben, wobei eine Arbeit
von Ahmed und Finzi zitiert wird, die damals im Druck war [171]. Die beschriebene Literatur-
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stelle ist heutzutage jedoch nicht verfiigbar. Das Bacosin wurde aus den Uberirdischen Pflan-
zenteilen von B. monnieri (Herba Indica) anhand einer kalten Perkolation mit Ethanol extra-
hiert, anschlieRend wurde der Extrakt entfettet und mit Petrol, Ethylacetat und n-Butanol ex-
trahiert. Die erhaltene Ethylacetatfraktion wurde auf einer Kieselgelsaule chromatographiert
und mit Ethanol auskristallisiert. Das Produkt wurde mittels Schmelzpunktmessung (284-
285 °C) untersucht und als Bacosin identifiziert. Da eine Schmelzpunktmessung jedoch nichts
Uber die Zusammensetzung eines Molekuls und die Konfiguration funktioneller Gruppen an
Stereozentren aussagt, ist es ratselhaft, wie Vohora et al. Bacosin identifizieren konnten. Die-
ses wurde anschlieRend auf die schmerzlindernde Wirkung bei mechanisch, chemisch und
thermisch induzierten Stimuli in Mausen untersucht. Dabei zeigte Bacosin bei mechanischen
Reizen keinen analgetischen Effekt, bei chemisch und thermischen Reizen war die Substanz
leicht aktiv.

Ahmed und Rahman haben im Jahr 2000 Bacosin als eine ,neue” Struktur aus den uberirdi-
schen Pflanzenteilen von B. monnieri (Herba Indica) isoliert und beschrieben [74]. Obwohl
bereits Vohora et al. Bacosin in ihrer Veréffentlichung beschrieben haben, beschreiben Ahmed
und Rahman das Triterpen als neu. Der B. monnieri Extrakt wurde mit einer ethanolischen
Soxhlet Extraktion gewonnen. Dieser wurde im Anschluss in Wasser geldst und mit Petrolether
entfettet. Die wassrige Losung wurde gegen Ethylacetat und n-Butanol ausgeschittelt. Die
gewonnenen Petrolether- und Ethylacetat Extrakte wurden vereinigt und Uber Kieselgel mit
Petrolether, Benzol, Ethylacetat und Methanol weiter aufgereinigt. Bei einem Lésungsmittel-
verhéltnis von Benzol/Ethylacetat (9/1) wurde Bacosin gewonnen. Die Struktur wurde mittels
Schmelzpunktanalyse (284-285 °C); *H NMR; *H,'H COSY NMR; *C NMR; **C attached pro-
ton test (APT); MS und IR aufgeklart. Die chemischen Verschiebungen sind tabellarisch auf-
gefluhrt, jedoch sind die Spektren weder in der Publikation noch in der Supporting Information
abgebildet. Auch die Auswertung des H,'H COSY NMR Spektrum beschrankt sich auf die
Zuordnung der Hydroxygruppe am C-3 und auf die Isoprenylgruppe gebunden an C-19. Eine
Auswertung der an C-14 und an C-17 gebundenen funktionellen Gruppen ist nicht dargestellt,
wodurch die unvollstdndige Auswertung der Spektren auch hier Fragen offenlasst. Eine IR
Messung dieses Molekils wurde mdglicherweise zur Vervollstandigung der analytischen Da-
ten durchgeftuhrt, jedoch kann dadurch die komplexe Struktur nicht aufgeklart werden.

Ghosh et al. haben 2010 die antidiabetische Wirkung von Bacosin in Alloxan-induzierten dia-
betischen Ratten untersucht [170]. Ein Extrakt der Pflanze B. monnieri (Salipur, Orissa, Indien)
wurde mit einer ethanolischen Soxhlet Extraktion gewonnen, dieser wurde in Wasser gelost
und gegen Ethylacetat und n-Butanol ausgeschuttelt. Der gewonnene Ethylacetat Extrakt
wurde Uber Kieselgel und einem Laufmittelgemisch aus Chloroform und Methanol aufgereinigt.
Bei einem Losungsmittelverhaltnis von Chloroform/Methanol (95/5) wurden vier Fraktionen ge-
wonnen, welche weiter Giber Diinnschichtchromatographie aufgereinigt wurden. Hierbei wurde
Bacosin erhalten, welches mittels IR, *H NMR, 3C NMR, MS und Schmelzpunktmessung

(284-285 °C) untersucht wurde und mit den Daten von Ahmed und Rahman verglichen wurde.
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Die in deuteriertem Chloroform gemessenen 1D NMR Daten (*H NMR, *C NMR) sind in der
Supporting Information der Publikation von Ghosh et al. erhdltlich. Die Autoren haben in ihrer
Studie gezeigt, dass Bacosin eine antidiabetische Wirkung gegeniber Alloxan-induzierten
Ratten zeigt. Alloxan wird haufig als Modellsubstanz fur Diabetes mellitus verwendet.

Eine weitere Studie von Kishore et al. aus dem Jahr 2017 untersuchte die Verbesserung der
neuronalen Stérung von Streptozotocin (STZ) induzierter diabetischer Neuropathie durch Ba-
cosin in Ratten [169]. Uberirdische Pflanzenteile von B. monnieri (Ch. Devi Lal Herbal Nature
Park, Yamunanagar, Indien) wurden mit verschiedenen Lésungsmitteln steigender Polaritat
nacheinander extrahiert. Die hierbei gewonnene Ethylacetat Fraktion wurde mit Chloroform
und Methanol (95/5) auf einer Kieselgel-Saulenchromatographie aufgereinigt, wobei wie bei
Ghosh et al. vier Fraktionen gewonnen wurden. Diese wurden in Chloroform und Methanol
umkristallisiert, wodurch weil3e kristalline Nadeln erhalten wurden. Die gewonnene Substanz
wurde mittels *H NMR, *C NMR, IR und Schmelzpunktmessung charakterisiert. In dieser Un-
tersuchung zeigte sich, dass die Gabe von Bacosin die Bildung des Reaktionsprodukts der
Glykation (Advanced Glycation Endproduct; AGE) reduzierte und das oxidativ-nitrosative
Stresslevel verbesserte. Dadurch kdnnten B. monnieri Extrakte Anwendung gegen Schmerzen
induziert durch diabetische Neuropathie finden.

Da neben Bacosin auch Betulinsaure in B. monnieri bereits beschrieben ist, gibt es auch hierzu
eine Studie zur Untersuchung der biologischen Aktivitat. 2010 haben Viji et al. entfettetes
Pflanzenmaterial der ganzen Pflanze B. monnieri (Kerala, Indien; November 2006) mit Metha-
nol extrahiert und anschlieRend gegen Chloroform ausgeschuttelt [75]. Diese Chloroform Frak-
tion wurde mit Hexan und Ethylacetat auf einer mit Kieselgel-Saulenchromatographie aufge-
reinigt und anschlieRend mittels einer Mischung aus Hexan, Ethylacetat und Essigsaure elu-
iert. Bei einem Lésungsmittelverhaltnis von Hexan/Ethylacetat/Essigsaure 7,5/2,5/0,03 wurde
Betulinsdure gewonnen. Die Substanz wurde anhand einer Schmelzpunktmessung (295-
298 °C) und einer *H NMR Messung als Betulinsaure identifiziert. Teile der NMR Daten, ge-
messen in deuteriertem Chloroform, sind in der Publikation angegeben. Anschliel3end wurde
die gewonnene Betulinsaure auf die Lipopolysaccharid-stimulierte IL-6 Produktion in periphe-
ren mononuklearen Blut-Zellen untersucht. Dabei zeigte die Betulinsaure antiinflammatorische
Effekte durch die Inhibierung der IL-6 Produktion tber die Inhibierung des NF-kB Signalweg
oder des p38-MAPK Signalweg.

Die Betulinsaure ist im Allgemeinen weitgehend beziiglich ihrer tblichen pharmakologischen
Aktivitaten untersucht und wird in der Literatur als antikanzerogen, antibakteriell, antidiabetisch
und antiinflammatorisch beschrieben [75, 172-174]. Zudem ist eine mdgliche Wirkung gegen
HIV, Malaria, Wurminfektionen und Bakterien beschrieben [172]. In der Literatur gibt es einige
Stellen, die sowohl die Betulinsaure als auch das Bacosin als Inhaltsstoffe von B. monnieri
beschreiben, hierbei handelt es sich jedoch fast ausschlieBlich um Review Artikel oder Artikel,
welche nicht die biologische Aktivitat eines der beiden oder beider Inhaltsstoffe untersuchen
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[46, 175-179]. Nach bestem Wissen kann gesagt werden, dass es keine Literatur gibt, die
beide Triterpene gleichzeitig in B. monnieri untersucht.

4.5 Eigene Ergebnisse der Strukturaufklarung

Schmelzpunktmessung

Da Vohora et al. Bacosin mittels einer Schmelzpunktmessung identifiziert haben [171], wurde
zuerst von Bacosin und Betulinsdaure der Schmelzpunkt gemessen. Der Wert der Zersetzung
lag fur beide Molekile bei etwa 290 °C, wodurch eine Unterscheidung durch die Messung des
Schmelzpunktes ausgeschlossen werden kann. Prinzipiell kann eine Struktur niemals nur
durch die Messung eines Schmelzpunktes eindeutig bestimmt werden.

HPLC-ELSD

Um die Extrakte der Pflanze B. monnieri genauer zu untersuchen, wurde der gewonnene
Rohextrakt und beide Referenzsubstanzen, Bacosin und Betulinsaure mittels HPLC-ELSD ge-
nauer untersucht. Diese Methode wird in der Literatur als geeignet zur Untersuchung von Tri-
terpenen beschrieben [51].
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Abbildung 21: Darstellung der HPLC-ELSD Chromatogramme (Methode 2) des Rohextraktes aus
B. monnieri und der beiden Referenzsubstanzen Bacosin und Betulinsaure.
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Abbildung 21 zeigt die gemessenen Chromatogramme der beiden reinen Triterpene und des
Rohextraktes der Pflanze B. monnieri mittels HPLC-ELSD, welche alle die gleiche Retentions-
zeit (t-= 20,0 min) darstellen. Sowohl die im Extrakt enthaltene Substanz als auch die beiden
Referenzsubstanzen zeigten hier das exakt identische Retentionsverhalten. Der direkte Ver-
gleich der beiden Triterpene in der gleichen Konzentration zeigt, dass die Unterscheidung der
beiden Substanzen mittels HPLC-ELSD unmaoglich war. In der Literatur wurde das Vorkommen
der Betulinsdure in B. monnieri diskutiert und auch mittels HPLC untersucht [75]. Viji et al.
verwendeten eine nahezu identische Saule (Cis, 250 x 4,8 mm) zur Untersuchung der Betu-
linsaure in B. monnieri [75]. Zhang et al. haben die Auftrennung von zwei Strukturisomeren
der Betulinsaure untersucht [180]. Hierbei handelte es sich um die Oleanolsaure und die Ur-
solséure, welche mit der gleichen Saule (Phenomenex, Luna Cig 5 u 250 x 4,6 mm), die fur
die oben gezeigte Messung verwendet wurde, vermessen wurden [180].

Abbildung 22: Darstellung der beiden Strukturen Oleanolsaure (A) und Ursolsaure (B) mit Nummerie-
rung der Kohlenstoffatome nach IUPAC.

Die beiden zur Betulinsdure bekannten Strukturisomere unterscheiden sich in der Lage einer
Methylgruppe gebunden an C-19 (Ursolsaure) bzw. C-20 (Oleanolsaure). Diese Untersuchung
ergab zwei eindeutige Peaks mit unterschiedlichen Retentionszeiten, welche sich etwa in einer
halben Minuten unterscheiden [180]. Alleine der Unterschied in der Lage einer Methylgruppe
ergab fur die beiden von Zhang et al. untersuchten Triterpene Unterschiede in der Retentions-
zeit, weswegen eine Unterscheidung von Bacosin und Betulinsaure mit der unterschiedlichen
Lage der Methyl- und der Carboxylgruppe und der unterschiedlichen Orientierung der Hydro-
xygruppe mdglich sein musste. Da jedoch kein Unterschied in der Retentionszeit bestimmt
wurde, ist davon auszugehen, dass die Substanzen identisch sind.

HPLC-IT TOF

Eine Untersuchung weiterer Extrakte aus verschiedenen Pflanzenmaterialien und Nahrungs-
erganzungsmitteln und der gekauften und extrahierten Reinsubstanzen wurde mittels HPLC-
IT TOF gemacht. Nur so kann ausgeschlossen werden, dass es sich bei der Ununterscheid-
barkeit um einen Geratefehler handelt oder ein weiterer Peak mit derselben Masse bei unter-
schiedlicher Retentionszeit auftritt.
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Abbildung 23: Darstellung der Untersuchungen verschiedener Extrakte und Reinsubstanzen mittels
HPLC-IT TOF (Methode 3). Von oben nach unten: Basispeakchromatogramm des Chloroformextraktes
(Terra Elements), extrahierte Negativ-lonenmodus Massenspur [M-H] = 455,35 der Chloroformextrakte
verschiedener Pflanzenmaterialien und Nahrungserganzungsmitteln verschiedenen Ursprungs und ei-
nes Soxhlet Extraktes aus Pflanzenmaterial von Terra Elements, der Reinsubstanz extrahiert aus B.
monnieri (Terra Elements) (Betulinsaure) (A), der Referenzsubstanz Bacosin (Phytolab) (B) und der
Referenzsubstanz Betulinsdure (Phytolab) (C).

Abbildung 23 zeigt, dass das Basispeakchromatogramm eines Chloroformextraktes und die
ausgegebenen Massenspuren verschiedener untersuchter Pflanzenmaterialien und Nabh-
rungserganzungsmittel einen einzigen Peak bei der gleichen Retentionszeit aufwiesen
(t-= 20,8 min). Dabei wurden neben dem Hauptpeak keine weiteren Peaks mit der gleichen
Masse in keinem der untersuchten Pflanzenmaterialien und Nahrungsergénzungsmittel erhal-
ten. Bei Terra Elements (Deutschland), Svatv (Indien), Allgdu Power (Deutschland) und
Weight World (England) handelt es sich um verschiedene Pflanzenmaterialien und bei Brahmi
Bati (Indien), Focus (Deutschland) und Brahmi Mind Wellness (Indien) um unterschiedliche
Nahrungserganzungsmittel. Die genaue Zusammensetzung der Pflanzenmaterialien und der
Nahrungserganzungsmittel ist in Tabelle 6 zu finden. Die dargestellte Massenspur des Soxhlet
Extraktes des Pflanzenmaterials der Firma Terra Elements (A) zeigt, dass auch der Extrakt,
welcher mit derselben Methode wie durch Ahmed und Rahman beschrieben hergestellt wurde,
auch keinen weiteren Peak mit derselben Masse und unterschiedlicher Retentionszeit enthielt.
Die Extraktion wurde auf dieselbe Art durchgefiihrt, um ausschlief3en zu kénnen, dass es Un-
terschiede bei den erhaltenen Substanzen durch die Anwendung verschiedener Extraktions-
methoden gibt.
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GC-MS

Aufgrund der dargestellten HPLC-ELSD und HPLC-IT TOF Ergebnisse wurde als weitere un-
abhangige Methode die Messung eines GC-MS Spektrums durchgefuhrt. Um eine Detektion
der beiden Triterpene im GC-MS maoglich zu machen, war eine Alkylierung nétig, um etwaige
Strukturunterschiede mittels der unterschiedlichen Fragmentierung herauszufinden [51]. In
Abbildung 24 wird das GC-MS Spektrum dargestellt, wobei auch hier kein Unterschied in der
Retentionszeit erkennbar war.

3x107 ) 3x107 _
(A) Bacosin (B) Bacosin
—— Betulinsaure —— Betulinsaure
2x107 1 2x107
T T
7 n
c c
2 2
£ £
1x107 1x107
0 +——rrrrTrrTrr" 11 0 T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 30,2 30,4
Zeit / Minuten Zeit / Minuten

Abbildung 24: Darstellung der gesamten GC-MS Chromatogramme der Referenzsubstanzen Bacosin

(dunkelgrau) und Betulinsaure (grau) von 0-45 Minuten (A) und Ausschnitt des Hauptpeaks in einem
Bereich von 30,2-30,4 Minuten (B).

Die Retentionszeit der beiden methylierten Substanzen war exakt identisch (t, = 30,3 min). Die
erhaltenen Hauptfragmente waren: m/z (%): 470 (1), 411 (2), 395 (<1), 220 (5), 189 (23), 175
(11) und 43 (100), wobei die meisten erhaltenen Fragmente mit dem von Ayatollahi et al. er-
haltenen Fragmentierungsmuster fur die Betulinsaure tbereinstimmen (Abbildung 25) [181].
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Abbildung 25: Darstellung des Fragmentierungsmusters der Betulinsdure angelehnt an Ayatollahi et al. [181].
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Das gewonnene Fragmentierungsmuster deutete jedoch weder eindeutig auf Bacosin noch
auf Betulinsaure hin, da die Fragmente zu grof3 waren und theoretisch beiden Substanzen
zugeordnet werden kdnnen.

NMR

Die NMR spektroskopischen Untersuchungen wurden zuséatzlich noch durch Prof. Dr. Eisen-
reich und seinem Doktoranden Thomas Geisberger an einem Bruker AV-IlI-HD Spektrometer
(500 MHz) ausgefihrt. Die NMR Messungen wurden durchgefiihrt, um mégliche Unterschiede
erkennen zu kénnen. Zuerst wurden Vorhersagen mit den Softwarepaketen von ChemDraw,
MestreNova und ACD/Labs (on-line Version) gemacht, um signifikante Unterschiede beider
Triterpene vorhersagen zu lassen. Dabei sind die Unterschiede der *H NMR Daten (Anhang
Tabelle 10) nicht so signifikant wie die im Folgenden dargestellten 3*C NMR Daten.

Die in Tabelle 4 dargestellten *3C NMR Daten zeigen die groRte Differenz in der chemischen
Verschiebung bei C-14 und C-17, je nach Bindung der Methylgruppe oder der Carboxylgruppe
an das jeweilige C-Atom. Bei Bindung der Carboxylgruppe an das jeweilige C-Atom ist die
chemische Verschiebung tieffeldverschoben. Die Bindung der beiden unterschiedlichen funk-
tionellen Gruppen hat somit auch einen Einfluss auf die chemische Verschiebung der benach-
barten C-Atome, weswegen hier die Diskrepanzen auch relativ hoch sind. Je nach Bindung an
das C-14 oder C-17 istim Falle von Betulinsdure (Bindung an C-17) C-28 hochfeldverschoben,
im Falle von Bacosin (Bindung an C-14) ware C-27 tieffeldverschoben. Durch die Vorhersagen
sind deutliche Unterschiede erkennbar, welche auch bei der NMR Messung der verschiedenen
Referenzsubstanzen sichtbar sein sollten. Die Vorhersage der beiden Molekille mit beiden
Programmen zeigt, dass die erhaltenen Ergebnisse leicht voneinander abweichen. Einzig
ChemDraw weicht bei der Vorhersage von Bacosin im Vergleich zu den beiden anderen Pro-
grammen ab (C-14), jedoch stimmt die Vorhersage fur die Betulinsaure relativ genau mit den
gemessenen Werten fir die aus B. monnieri gewonnene Betulinsaure Uberein.

Alle gemessenen NMR Spektren der Betulinsdure extrahiert aus B. monnieri und der beiden
Referenzsubstanzen Bacosin und Betulinsaure ergaben jedoch keine Unterschiede, was in
den folgenden Abbildungen dargestellt ist. Sowohl die 1D NMR Spektren (Abbildung 26 und
Abbildung 27) als auch die 2D Spektren (Anhang, Abbildung 50-Abbildung 53) zeigten keine
Unterschiede fir die aus B. monnieri gewonnene Reinsubstanz und die beiden Referenzsub-
stanzen Bacosin und Betulinsaure.
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Tabelle 4: Darstellung aller 3C NMR Daten der Vorhersagen mit den unterschiedlichen Softwarepake-
ten (ACD/Labs, MestreNova, ChemDraw) im Vergleich mit den Daten der Reinsubstanz (Betulinséure)
gewonnen aus B. monnieri (Terra Elements) (starke Unterschiede: fettgedruckt und farbig).

Mestre Betulin-
o ACD/ ACD/ I\Nﬂg\?;r%a- Nova_ Chem g:‘;\,r\? saure
Atom | oo | uineaure | €SN | gae | comn | Betin | SR
(CDClg) (CDCly) saure (CDCly)
6 13C 6 13C 6 13C 6 13C 6 13C 6 1SC 6 lSC
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
1 39,50 36,86 39,3 37,6 38,4 38,4 38,70
2 27,60 26,78 27,2 27,2 27,4 27,4 27,40
3 75,10 77,94 78,3 78,3 78,6 78,6 79,01
4 39,60 39,42 38,7 38,7 38,8 38,8 38,87
5 49,70 54,27 55,9 54,0 55,2 55,3 55,33
6 18,47 19,20 18,7 18,3 17,1 18,5 18,29
7 37,68 34,06 37,1 34,1 34,9 35,2 34,31
8 40,84 40,92 41,4 41,1 34,7 40,7 40,68
9 51,60 50,79 51,3 50,4 46,9 50,6 50,51
10 37,46 38,81 37,6 37,2 37,1 37,8 37,03
11 21,20 23,37 21,8 21,1 21,4 21,4 20,85
12 26,89 25,67 26,1 25,9 30,2 26,1 25,49
13 38,68 38,98 37,0 38,8 34,4 38,6 38,35
14 59,60 41,51 58,9 42,6 69,8 42,5 42,44
15 25,80 30,95 25,1 30,5 23,4 29,9 29,70
16 37,81 32,58 35,8 32,8 39,7 32,0 32,14
17 42,81 56,38 42,8 56,8 42,7 56,8 56,24
18 51,31 50,04 50,0 49,0 48,1 49,3 49,24
19 47,58 48,60 48,1 48,6 47,7 48,0 46,87
20 151,07 150,42 150,4 151,1 150,3 150,3 150,42
21 29,93 30,25 29,8 31,0 29,8 30,8 30,52
22 40,31 38,56 39,7 37,7 40,0 37,1 37,20
23 15,98 22,29 22,6 22,6 23,4 23,4 27,99
24 23,43 23,97 22,6 22,6 23,4 23,4 15,37
25 24,87 18,23 17,2 16,5 16,1 16,1 16,15
26 17,60 20,37 17,8 16,1 18,9 18,8 16,02
27 17,41 18,68 179,5 14,9 180,3 15,0 14,70
28 18,47 179,52 19,4 179,6 18,5 179,2 179,37
29 110,09 109,68 109,6 110,0 110,6 110,6 109,74
30 19,37 19,41 19,6 19,7 21,7 21,7 19,37
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Abbildung 26: 'H NMR Spektren der aus B. monnieri extrahierten Reinsubstanz (Terra Elements) (A),
der Referenzsubstanz Bacosin (B) und der Referenzsubstanz Betulinsaure (C) [168].
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Abbildung 27: 3C NMR Spektren der aus B. monnieri extrahierten Reinsubstanz (Terra Elements) (A),
der Referenzsubstanz Bacosin (B) und der Referenzsubstanz Betulinsaure (C) [168].
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Durch die Darstellung des *H NMR Spektrums wird deutlich, dass selbst die Bereiche, in wel-
chen ein Grol3teil der Protonen zu finden ist (0,5-1,8 ppm), komplett identisch waren und sich
in keiner chemischen Verschiebung unterschieden haben.

Die Darstellung des 3C NMR Spektrums verdeutlicht, dass eine Unterscheidung der beiden
Molekile auch nicht durch die Untersuchung mittels 1D NMR mdoglich war. Durch die Vorher-
sagen mit den drei unterschiedlichen Softwarepaketen ist jedoch klar, dass ein sichtbarer Un-
terschied bei den chemischen Verschiebungen gegeben sein sollte. Die Darstellung des *3C
Spektrums offenbart, dass kein Unterschied in den chemischen Verschiebungen bei den drei
gemessenen Substanzen festgestellt wurde. Ein weiterer Vergleich mit bereits untersuchtem
Bacosin von Ahmed und Rahman und Kishore et al. zeigt, dass in deren gemessenen Spek-
tren Unterschiede vorlagen. Tabelle 5 zeigt die vorhergesagten *C NMR Daten fiir die extra-
hierte Betulinsaure und das Bacosin im Vergleich zu den publizierten Daten flr Bacosin von
Ahmed und Rahman [74], Kishore et al. [169] und fur Betulinsaure von Khaliq et al. [182].
Weiteres Bacosin (ChromaDex) wurde auch NMR spektroskopisch Uberpruft, da die Daten
jedoch exakt identisch sind, sind diese nicht extra aufgefihrt. Hierbei fallt auf, dass die Vor-
hersage fur C-17 (Methylgruppe-Bacosin) relativ genau mit den gemessenen Daten Uberein-
stimmt, wohingegen die Vorhersage von C-14 (Carboxylgruppe-Bacosin) mit den gemessenen
Werten von Ahmed und Rahman und Kishore et al. nicht Gbereinstimmen.

Ghosh et al. haben die *H und **C NMR Spektren fiir Bacosin in der Supporting Information
ihrer Publikation dargestellt, die Signale wurden jedoch nicht zugeordnet. Der Vergleich der
Spektren von Ghosh et al. (gemessen in CDCls) mit den erhaltenen Spektren und der Literatur
deutet jedoch darauf hin, dass Ghosh et al. Betulinsaure anstatt Bacosin extrahiert und unter-
sucht haben. Die *H und *C NMR Daten der extrahierten Betulinsaure und der beiden Refe-
renzsubstanzen Bacosin und Betulinsdure stimmen mit den beschriebenen Daten von Khalig
et al. (alle gemessen in CDCIs3) nahezu perfekt Uberein, die Differenzen liegen in der Nach-
kommastelle. Die *C NMR Daten von Ahmed und Rahman und Kishore et al. stimmen mit den
gewonnenen Daten nicht tberein. Der grof3te Unterschied liegt hier in den chemischen Ver-
schiebungen des C-14 und des C-17 Atoms. Die bestimmten Daten von Ahmed und Rahman
fur C-14 und C-17 stimmen mit den Vorhersagen der unterschiedlichen Software Programme
Uberein, jedoch nicht fur C-15, C-16, C-18, C-19, C-22 und C-28. Dies deutet auf eine falsche
Zuordnung der chemischen Verschiebung hin. Zudem fallt auch auf, dass C-23, welches im
Falle von Bacosin laut Kishore et al. an C-10 gebunden ist, stark tieffeldverschoben ist [169].
Die beiden an C-4 gebundenen Methylgruppen C-24 und C-25 im Bacosin sind dagegen hoch-
feldverschoben, obwohl diese in direkter Nachbarschaft zu der Hydroxygruppe gebunden an
C-3 sind. Da hier der Unterschied in der Benennung vorliegt ist, ist nicht auszuschliel3en, dass
diese beiden Methylgruppen falsch zugeordnet wurden. Die Vorhersagen flir Bacosin bestim-
men auch tieffeldverschobenere Werte fiir die beiden Methylgruppen als fir die Methylgruppe
C-25 gebunden an C-10. Die gewonnenen *H NMR Daten sind im Anhang (Tabelle 11) zu

finden.
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Tabelle 5: Darstellung der 1*C NMR Daten der Vorhersagen mit den unterschiedlichen Softwarepaketen
(ACD/Labs, MestreNova, ChemDraw), des Bacosins gewonnen von Ahmed und Rahman [74], des Ba-
cosins gewonnen von Kishore et al. [169] und der Betulinsdure gewonnen durch Khaliq et al. [182]

(starke Unterschiede: fettgedruckt und farbig).

Mestre Bacosin Bacosin S;S:gn'
o ACD/ Nova Ba- Chem Ahmed und | Kishore et Khaliq et
Atom Labs _ cosin Drayv Ba- Rahman al. al.
Bacosin (CDCl) cosin ($4PCI3) [169] (CDC)
[74] [182]
13 13 13 6 13C 6 1SC 6 lSC
6 ~*C (ppm) | & ~C (ppm) | & ~C (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
1 39,50 39,3 38,4 34,00 30,54 38,7
2 27,60 27,2 27,4 25,16 25,86 27,4
3 75,10 78,3 78,6 76,86 77,61 79,0
4 39,60 38,7 38,8 38,76 36,92 38,8
5 49,70 55,9 55,2 48,61 49,43 55,3
6 18,47 18,7 17,1 18,05 17,72 18,2
7 37,68 37,1 34,9 36,42 35,42 34,3
8 40,84 41,4 34,7 40,43 38,84 40,7
9 51,60 51,3 46,9 50,01 52,23 50,5
10 37,46 37,6 37,1 37,67 36,67 37,2
11 21,20 21,8 21,4 20,54 21,28 20,8
12 26,89 26,1 30,2 27,24 29,34 255
13 38,68 37,0 34,4 38,58 37,50 38,4
14 59,60 58,9 69,8 55,50 57,50 42 .4
15 25,80 25,1 23,4 30,18 30,82 29,7
16 37,81 35,8 39,7 31,79 32,54 32,1
17 42,81 42.8 427 42,08 41,50 56,3
18 51,31 50,0 48,1 46,70 45,05 493
19 47,58 48,1 47,7 54,97 53,25 46,9
20 151,07 150,4 150,3 150,40 150,00 150,3
21 29,93 29,8 29,8 29,29 28,49 30,5
22 40,31 39,7 40,0 36,81 37,01 37,0
23 15,98 22,6 23,4 28,19 28,01 27,9
24 23,43 22,6 23,4 15,81 16,10 15,3
25 24,87 17,2 16,1 16,04 16,10 16,1
26 17,60 17,8 18,9 15,90 16,90 16,0
27 178,41 179,5 180,3 177,33 180,32 14,7
28 18,47 19,4 18,5 14,47 14,49 180,7
29 110,09 109,6 110,6 109,74 107,32 109,6
30 19,37 19,6 21,7 19,03 20,43 19,3

Die nennenswerten Unterschiede liegen hier in der chemischen Verschiebung des H-3, H-13
und H-18 bei Bacosin beschrieben durch Ahmed und Rahman und Kishore et al., wobei der
Unterschied des H-3 in aquatorialer Position durch die axiale Hydroxygruppe im Bacosin ein
deutlich tieffeldverschobenes Signal aufzeigt. Die Unterschiede fiir H-13 und H-18 sind durch
ihre Nachbargruppen (Methyl- und Carboxylgruppe) zu erklaren, wobei nicht einleuchtend ist,
warum beide eine tieffeldverschobenere chemische Verschiebung aufweisen als in den ge-
messenen Daten fiir die Betulinsdure. Auch die vorhergesagten Daten stimmen fir Bacosin
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nicht mit den gemessenen Daten von Ahmed und Rahman und Kishore et al. berein. Bei
genauer Betrachtung der gemessenen Kopplungskonstanten fiir H-5 von Ahmed und Rahman
(J =7,5Hz, J=5,0 Hz) im Vergleich zu den Daten von Khaliq et al. (J = 9,3 Hz, J = 3,0 Hz)
und den erhaltenen Daten (J = 9,5 Hz) fallt ein groRer Unterschied auf [74, 182]. Moglicher-
weise ist beim gemessenen Bacosin von Ahmed und Rahman der erste Ring dieser Sessel-
Sessel-Sessel-Sessel-Boot Konformation nach unten geklappt. Dies ist zwar sehr unwahr-
scheinlich, da dies eine seltene Struktur ist, ware jedoch eine Erklarung fur die gemessenen
Daten von Ahmed und Rahman.

8) COOH

Abbildung 28: Verdeutlichung der Strukturen mit unterschiedlichen Sessel-Sessel-Sessel-Sessel-Boot
Konformationen und dem 5-H-Atom (blau), (A): mégliche Struktur gemessen durch Ahmed und Rahman
und (B): Betulinsaure.

Abbildung 28 zeigt, dass sich der Diederwinkel bei (A) zwischen dem H-Atom an Position 5
und den beiden H-Atomen an Position 6 deutlich unterscheidet zu denen bei der in (B) darge-
stellten Struktur der Betulinsaure. Die Winkel bei B liegen etwa bei Werten von etwa 60° und
180°, wofiir die J-Kopplungskonstanten von 3J,. = 3,0 Hz und 3J.. = 9,3 Hz von Khalig et al.
gut mit den erwarteten Werten (3Jae = 2-5 Hz und 3Jaa = 7-12 Hz) Uibereinstimmen [183]. Die
Winkel fur die in (A) dargestellte Struktur sollten sich fir die beiden Kopplungskonstanten auf
3Jae und bei 3Jee auf etwa 60° belaufen, wodurch die gemessenen Werte von Ahmed und
Rahman von 7,5 Hz und 5,0 Hz dafursprechen, dass der Ring nach unten geklappt ist. An-
dernfalls ware eine grol3e Kopplungskonstante zu erwarten.

Werden die wenigen beschriebenen *H NMR Daten von Viji et al. fir Betulinsdure mit den
erhaltenen Daten verglichen, sind diese nahezu identisch. Die NMR Daten fiir Bacosin von
Ahmed und Rahman, Kishore et al. und Ghosh et. al. sind alle 1D NMR Daten. Zur Aufklarung
und Verifizierung der komplexen Struktur und deren Unterschiede von Betulinsdure oder Ba-
cosin ist jedoch ein 2D NMR Experiment nétig, um Kopplungen eindeutig feststellen zu kon-
nen.

62



Extraktherstellung und Strukturaufklarung
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Abbildung 29: Darstellung der gemessenen *H,*C HMBC; H,*H COSY und *H,'H NOESY Kopplungen
fur die Referenzsubstanzen Bacosin und Betulinsdure und fiir die Betulinsaure extrahiert aus B. monni-
eri [168].

Durch die Auswertung der *H,**C HMBC; 'H,**C HSQC; *H,*H COSY und H,'H NOESY Spek-
tren wurde ein Kopplungsmuster identifiziert, welchem ausschlie3lich die Betulinsdure zuge-
ordnet werden konnte (Abbildung 29). Dabei wurde ein Kopplungsmuster der *H,"*C HMBC
und H,'H COSY Kopplungen ausgehend von der Doppelbindung zwischen C-20 und C-29
aufgestellt und dadurch die Position der Carboxylgruppe bestimmt. Die an C-29 gebundenen
H-Atome (Ha-29 & = 4,76 ppm, HB-29 & = 4,63 ppm) sind tieffeldverschoben aufgrund der
Doppelbildung, weswegen diese eindeutig zugeordnet werden konnten. Eine Kopplung dieser
beiden H-Atome mit der Methylgruppe (H-30 & = 1,71 ppm) ist im H,*H COSY Spektrum zu
erkennen (Ha-29 = H-30, HB-29 - H-30). Im *H,*C HMBC Spektrum ist eine Kopplung zwi-
schen dem H-30 (6 = 1,71 ppm) und dem C-19 (3 = 46,89 ppm) zu erkennen. Durch H,'H
COSY Kopplung zwischen H-19 (8 = 3,02 ppm) und H-18 (8 = 1,61 ppm) und die H,*C
HMBC Kopplung zwischen H-18 (6 =1,61ppm) und C-17 (6 =56,27 ppm) und H-18
(®=1,61ppm) und C-28 (0 =179,91 ppm) konnte ausgeschlossen werden, dass die Car-
boxylgruppe an C-14 gebunden ist. Die Korrelation zwischen zwei Kernen ist im *H,**C Spekt-
rum sehr selten tber vier Bindungen hinweg als “J-Kopplung zu sehen [183]. Durch die *H,'H
NOESY Kopplungen kann die Lage der Methylgruppe eindeutig bestimmt werden. Das Kopp-
lungsmuster der *H,*H NOESY Spektren zeigt, dass H-3 (8 = 3,21 ppm) mit H-5 (3 = 0,70
ppm), H-5 (& = 0,70 ppm) mit H-7 (& = 1,37 ppm), H-7 (6 = 1,37 ppm) mit H-9 (& = 1,27 ppm)
und H-9 (6 = 1,27 ppm) mit der Methylgruppe H-27 (6 = 1,00 ppm) koppeln. Anhand des auf-
gestellten Kopplungsmusters muss die Methylgruppe an C-14 und die Carboxylgruppe an C-
17 gebunden sein, wodurch es sich bei allen drei gemessenen Substanzen um Betulinsdure
handeln muss.

4.6 Diskussion der Strukturaufklarung

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass in den untersuchten B. monnieri Extrakten nur Be-

tulinsdure in detektierbaren Mengen enthalten war. Bacosin war hier nicht detektierbar. Auch
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bei dem kéauflich erworbenen Bacosin handelte es sich um Betulinsaure. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass Ahmed und Rahman und Kishore et al. damals moglicherweise
Bacosin aus B. monnieri extrahiert haben, da die beschriebenen NMR Untersuchungen in ge-
wisser Weise Unterschiede aufzeigen. In Bezug auf mehrere Publikationen, welche sich mit
der biologischen Aktivitéat des Bacosins befassen, wére es im Nachhinein jedoch sinnvoll, 2D
NMR Experimente mit Originalproben durchzufiihren, um die Richtigkeit der publizierten Daten
zu bestétigen. Sollten diese Experimente ergeben, dass auch in den friiheren Untersuchungen
kein Bacosin vorlag, sollten diese Publikation zuriickgezogen oder verbessert werden.

Vohora et al. haben als erstes Bacosin beschrieben und auf seine schmerzlindernde Wirkung
untersucht, welche fir Betulinsédure bereits beschrieben ist [171, 173]. Ghosh et al. zeigen die
antidiabetische Wirkung von Bacosin [184]. Da jedoch in der Supporting Information zu dieser
Publikation die *H und **C NMR Spektren von Bacosin dargestellt sind und diese den gewon-
nenen Werten der Betulinsaure gleichen, ist davon auszugehen, dass in ihrer Studie die anti-
diabetische Wirkung von Betulinsaure untersucht wurde. Dies wurde bereits hinreichend un-
tersucht und ist bekannt [170, 174]. Auch Kishore et al. haben die biologische Aktivitat von
Bacosin im Hinblick auf die Verbesserung der neuronalen Funktionsstérungen von Streptozo-
tocin (STZ) induzierter diabetischer Neuropathie untersucht, wobei eine &hnliche Studie zur
Betulinsdure ahnliche Ergebnisse zeigte [169, 185].

Die Publikation von Mishra et al. zur Untersuchung von Brustkrebs bei Mausen beschreibt
einen ICso Wert fur kommerziell erworbenes Bacosin (Natural Remedies Pvt. Ltd., Bangalore,
Indien) auf 4T1 Zellen von 21 yM und zum Vergleich der gewonnenen Daten wird die Betulin-
saure herangezogen, die auf MEL-2 Zellen zytotoxisch war [186]. Da hier ein Vergleich zwi-
schen der Toxizitat von Bacosin und Betulinsdure herangezogen wurde, sollte dieser méglichst
kritisch betrachtet werden, da es sich auch hier mdglicherweise um Betulinsdure gehandelt
hat [186]. Die von Vohora et al., Ahmed und Rahman, Ghosh et al. und Kishore et al. benutzten
Analysemethoden wie IR, Schmelzpunktmessung, MS und 1D NMR Experimente sind bei der
Strukturaufklarung eines derart komplexen Molekiils nicht ausreichend [74, 169-171].

Fur kunftige Studien zum Chloroform Extrakt von B. monnieri oder dem enthaltenen Triterpen
bietet sich die Verwendung besser auflésender Analysemethoden an. Hierfiir eignen sich 2D
NMR Experimente und die hochauflosende Massenspektrometrie, um fehlerhafte Strukturauf-
klarungen kunftig zu vermeiden [187]. Nicolaou und Snyder beschreiben in ihrem Aufsatz,
welch weitreichende Folgen eine fehlerhafte Strukturaufklarung zur Folge haben kann. Dabei
warnen die Autoren davor, dass dadurch falsche Vorschlage fur die Biosynthese von Natur-
stoffen entstehen kdnnen [187]. Bei genauer Betrachtung der Biosynthese von Lupanen aus-
gehend vom (S)-2,3-Oxidosqualen ist als Produkt nur Betulinsaure mit einer B-Hydroxygruppe
mdoglich [179, 188], weswegen die Existenz von Bacosin mit der a-Hydroxygruppe stark ange-
zweifelt wird.
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5 Untersuchung der Neurogenese

Da viele neurodegenerative Erkrankungen mit einem Funktionsverlust von Zellen einherge-
hen, muss aufgrund der immer &alter werdenden Gesellschaft und der damit verbundenen ho-
hen Anzahl an Erkrankungen das Ziel sein, geschadigte Areale im Gehirn zu regenerieren [4].
Lange Zeit galt die Meinung, dass im Gehirn keine Regeneration stattfinden kann [19]. Heut-
zutage ist jedoch klar, dass das Gehirn ein dynamisches System ist, in welchem eine sehr
hohe Plastizitat vorliegt [16]. Diese besteht zum einen aus der synaptischen Plastizitat und
zum anderen aus der strukturellen Plastizitat [16]. Bei der synaptischen Plastizitat veréandern
sich bereits bestehende Synapsen [189]. Die strukturelle Plastizitat beschreibt die Bildung
neuer Nervenzellen aus neuronalen Stammzellen in zwei Regionen des Gehirns beim Men-
schen, dem Bulbus olfactorius und dem Gyrus dentatus, welcher ein Teil des Hippocampus
ist [7, 16, 190]. Bei neuronalen Stammzellen handelt es sich um multipotente Zellen, die sich
unbegrenzt teilen oder radiale Gliazellen bilden kdnnen [16, 191]. Diese radialen Gliazellen
konnen zu Ependymzellen, Astrozyten und Oligodendrozyten oder Neuronen ausdifferenzie-
ren [191, 192]. Die Bildung der Neuronen geht meistens mit einem Proliferationsstopp der neu-
ronalen, undifferenzierten Stammzellen einher [193]. Die anschlieRende Bildung der Neuronen
kann in drei Schritte unterteilt werden, wobei es sich um die Proliferation, die neuronale De-
termination und die Reifung der Neuronen handelt [16]. Die entstandenen neuronalen Vorlau-
ferzellen besitzen eine hohe Teilungsrate, welche jedoch nur wenige Tage anhalt [16]. Sowohl
die neuronalen Stammzellen als auch die neuronalen Vorlauferzellen exprimieren Nestin, die
neuronalen Vorlauferzellen exprimieren jedoch kein saures Gliafaserprotein (GFAP) mehr,
wodurch unterschieden werden kann, welche Zellen vorliegen [16]. Neuronale Vorlauferzellen
exprimieren bereits AMPA, NMDA und GABAa-Rezeptoren, aber auch neuronale Proteine wie
beispielsweise Doublecortin (DCX) [16]. Der letzte Schritt, die Reifung der jungen Neuronen,
findet Uber einen Zeitraum von etwa vier Wochen statt [16]. Wahrend dieser Zeit wird weiterhin
DCX exprimiert [16]. AuRerdem werden neue Proteine, wie BDNF, Reelin und CREB exprimi-
niert [191]. Die wenigen Uberlebenden, neugebildeten Neuronen werden dann in die neurona-
len Netzwerke eingeschlossen [191]. Es wird davon ausgegangen, dass auch im menschli-
chen Hippocampus die adulte Neurogenese ein Leben lang stattfindet und mit steigendem
Alter nur etwas weniger neue Nervenzellen gebildet werden [194]. Neuronen fungieren im Ge-
hirn somit als funktionelle und strukturelle Einheit [9].

Die Entstehung von neuen Nervenzellen wahrend der adulten Neurogenese ist durch viele
Faktoren beeinflusst. Beispielsweise spielen Hormone bei der Entstehung neuer Nervenzellen
eine groRe Rolle [191]. Einen positiven Einfluss haben dabei die Geschlechtshormone Ostro-
gen und Testosteron, wohingegen Stresshormone, wie beispielsweise Cortisol, die adulte
Neurogenese inhibieren [191]. Weiterhin wird davon ausgegangen, dass epigenetische Ver-
anderungen einen Einfluss auf die Neurogenese haben [191]. Beispielsweise hat eine Veran-
derung der Histonacetylierung und der Methylierung der DNA einen Einfluss auf die BDNF
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Exprimierung, welches in der Reifung der jungen Neuronen eine Rolle spielt [191]. Auch Ast-
rozyten spielen bei der Neurogenese eine entscheidende Rolle, da sie das Level verschiede-
ner Molekule durch Exozytose oder deren Aufnahme steuern [191]. Auch extrinsische Fakto-
ren beeinflussen die Neurogenese [191]. Stress beispielsweise inhibiert die adulte Neuroge-
nese, wohingegen sich Reize positiv auf die adulte Neurogenese auswirken [19]. Um im Fol-
genden die Neurogenese untersuchen zu kénnen, wurde ein dualer Luciferase-Assay ange-
wendet.

Der Luciferase-Assay

Die differenzierungsausltsende Aktivitat der Extrakte und Reinsubstanzen wurde mittels eines
dualen Luciferase-Reporterproteinassay am Institut fir Experimentelle Neuroregeneration
(Prof. Dr. Sébastien Couillard-Després) an der Paracelsus-Medizinischen Privatuniversitéat
Salzburg unter Anleitung von Dr. Lara Bieler und zur Erzielung gréRerer Sicherheit meist noch-
mals durch diese bestimmit.

Zur Untersuchung der differenzierungsinduzierenden Aktivitéat (DIA) wurden Vorderhirnzellen
der embryonalen Maus verwendet. Durch die Transfektion der Zellen mit zwei Luciferasen ist
die DIA durch Messung der Biolumineszenz bestimmbar. Bei den Luciferasen handelt es sich
zum einen um eine Luciferase aus dem Gluhwirmchen (Photinus pyralis) und zum anderen
um eine Luciferase aus dem Seeschwamm (Renilla reniformis). Beide Luciferasen haben je-
weils spezifische Substrate, hierbei handelt es sich um Luciferin und Coelenterazin. Durch die
Luciferase aus dem Gluhwirmchen wird die Gesamtdifferenzierungsaktivitat bestimmt, welche
durch das Markerprotein Doublecortin (DCX) ausgel6st wird. Wie bereits beschrieben, wird
Doublecortin ab der neuronalen Determination bei der Bildung neuer Neuronen exprimiert. Die
Gesamtdifferenzierungsaktivitat wird normiert auf die Zellzahl, welche durch die Aktivitat der
Luciferase aus dem Seeschwamm gemessen wird. Die gemessene Renilla Aktivitat ist ein
MalR fur die transfizierten Zellen und dient als Kontrolle. Hierdurch werden die erhaltenen
Werte der Luciferase Aktivitat in direkten Bezug zur Zellzahl gesetzt.

Durch die Berechnung der normierten Luciferase Aktivitat (NLA) kann eine auf die Zellzahl
normierte Aktivitat bestimmt werden.

Photinus — Aktivitat (Substanz)
Renilla — Aktivitat (Substanz)

NLA =
Um die Renilla Aktivitdten vergleichen zu kénnen, ist die Berechnung der normierten Renilla
Aktivitat (NRA) notig. Diese kann als Mal3 der tberlebenden Zellen verwendet werden.

Renilla — Aktivitat (Substanz)
Renilla — Aktivitat (Kontrolle)

NRA =
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Die Vergleichbarkeit der Werte aus den biologischen Triplikaten ist durch die Berechnung der
differenzierungsinduzierenden Aktivitat (DIA) gegeben.

NLA (Substanz)
NLA (Kontrolle)

DIA =

Ein Gemisch aus Retinsaure (10 uM) und Valproinsaure (50 uM), welche die Differenzierung
auslosen, wurde als Positivkontrolle verwendet. Alle Assays wurden jeweils in biologischen
Triplikaten oder Quadruplikaten und technischen Quadruplikaten durchgefihrt. Ausrei3er wur-
den mit dem Grubbs Ausreiler Test bestimmt und die Signifikanz mit dem T-Test
(*** p < 0,001, * p < 0,01, *p < 0,05).

5.1 Ergebnisse und Diskussion

5.1.1 Differenzierungsinduzierende Aktivitat des Rohxtraktes und der durch Flissig-
Flissig-Exktration erhaltenen Extrakte aus Bacopa monnieri

Um eine Ubersicht der differenzierungsinduzierenden Aktivitat des Rohextraktes und der ver-
schiedenen Fraktionen gewonnen durch Flussig-Flussig-Extraktion zu bekommen, wurden alle
gewonnenen Extrakte mit Hilfe des Luciferase-Assays untersucht.

8,0

6,0

= 4,0

2,0

Abbildung 30: Differenzierungsinduzierende Aktivitat des Rohextraktes (RE) und der durch Flissig-Flis-
sig-Extraktion gewonnenen Extrakte aus B. monnieri unter Einbeziehung des Vehikels (y = 1) in Kon-
zentrationen von 1 yg/mL und 10 ug/mL.
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Abbildung 30 zeigt, dass weder der Rohextrakt noch weitere gewonnene Fraktionen eine dif-
ferenzierungsinduzierende Aktivitat aufwiesen. Selbst im Vergleich mit dem unbehandelten
Vehikel waren alle Fraktionen unter diesem Wert oder gleichauf mit diesem (H-O, 10 pg/mL).
Die differenzierungsinduzierende Aktivitdt des gewonnenen Wasserextrakts (10 ug/mL) war
deutlich hoher als diese der anderen Fraktionen. Dies war mitunter den weniger tberlebenden
Zellen geschuldet, was im Folgenden durch die normierte Renilla Aktivitat dargestellt ist (Ab-
bildung 31).

3.0

* kK

Abbildung 31: Normierte Renilla Aktivitdt des Rohextraktes (RE) und der durch Flussig-Flussig-Extrak-
tion gewonnenen Extrakte aus B. monnieri unter Einbeziehung des Vehikels (y = 1) in Konzentrationen
von 1 yg/mL und 10 ug/mL. Signifikanzen im Vergleich zur Positivkontrolle RA/VPA.

Die in Abbildung 31 dargestellten normierten Renilla Aktivitaten zeigen, dass alle B. monnieri
Extrakte aulRer der gewonnene Chloroformextrakt (10 ug/mL) signifikant (p < 0,001) hdhere
Werte der gemessenen Zellzahlen aufwiesen verglichen mit der Positivkontrolle (RA/VPA).
Dadurch konnte eine Toxizitat der getesteten Konzentrationen (1 pg/mL und 10 pg/mL) auf
den embryonalen Vorderhirnzellen ausgeschlossen werden. Eine Testung aller Extrakte in ei-
ner Konzentration von 100 pug/mL zeigte, dass in dieser Konzentration alle Extrakte auf3er dem
Wasserextrakt toxisch auf die Zellen wirkten. Der Wasserextrakt zeigte jedoch auch in sehr
hohen Konzentrationen keine starke differenzierungsinduzierende Aktivitat, was dafirspricht,
dass in dieser Fraktion keine interessanten Inhaltsstoffe enthalten sind. Die niedrigeren Werte
der NRA fur den Wasserextrakt fihren auf3erdem zu den leicht erhéhten Werten bei der DIA.
Die allgemeine sehr niedrige Toxizitat der Extrakte spricht fir die neuroprotektiven Kapazitaten

des BME, welche vielfach untersucht wurden.
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Da keiner der untersuchten Extrakte eine erhohte Aktivitat bezlglich der Differenzierung auf-
wies, wurde sich im Folgenden auf die durch Festphasenextraktion erhaltenen Extrakte kon-
zentriert, da hier eine weitere Anreicherung der Bacoside erzielt wurde und diese vielfach als
aktive Substanzen in B. monnieri beschrieben sind.

5.1.2 Differenzierungsinduzierende Aktivitat der durch Festphasen-Extraktion erhal-
tenen Extrakte aus Bacopa monnieri

Durch die weitere Fraktionierung des Butanolextraktes mittels Festphasenextraktion wurde
Bacosid A im Festphasenextrakt (60/40) und Luteolin im Festphasenextrakt (70/30) wie bereits
beschrieben angereichert, was eine erneute Untersuchung der differenzierungsinduzierenden
Aktivitat erforderte (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Differenzierungsinduzierende Aktivitat der durch Festphasenextraktion gewonnenen Ex-
trakte des Butanolextrakts aus B. monnieri unter Einbeziehung des Vehikels (y = 1) in Konzentrationen
von 1 yg/mL und 10 pg/mL.

Die Untersuchung der differenzierungsinduzierenden Aktivitat zeigt, dass keine der untersuch-
ten Fraktionen eine deutliche Differenzierungsinduktion aufwies. Die beiden am Ende der Fest-
phasenextraktion durch den steigenden Gehalt an Acetonitril gewonnenen Extrakte (60/40 und
MeCN) zeigten gar keine Aktivitdt, wohingegen eine leichte Aktivitdt bei der SPE Fraktion
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(70/30) in der kleinen Konzentration (1 pg/mL) festgestellt werden konnte. Auch die Wasser-
fraktion in hoher Konzentration (10 pg/mL) zeigte eine leichte Aktivitat. Beide Aktivitaten kon-
nen auch auf die reduzierte Zellzahl durch die gemessene Renilla Aktivitat (Abbildung 33) zu-
rickgefuhrt werden.
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Abbildung 33: Normierte Renilla Aktivitat der durch Festphasenextraktion gewonnenen Extrakte des
Butanolextrakts aus B. monnieri unter Einbeziehung des Vehikels (y = 1) in Konzentrationen von
1 pg/mL und 10 pg/mL. Signifikanzen im Vergleich zur Positivkontrolle RA/VPA.

Abbildung 33 zeigt, dass keiner der mittels Festphasenextraktion erhaltenen Extrakte in den
getesteten Konzentrationen (10 pg/mL und 1 pg/mL) deutlich toxischer auf die Zellen wirkte
als die Positivkontrolle. Bis auf den Festphasenextrakt (70/30) zeigten alle Extrakte in der ge-
testeten kleinen Konzentration signifikant hdhere Zellzahlen als die Positivkontrolle. Hervorzu-
heben ist der Festphasenextrakt (MeCN), der vorwiegend Betulinsdure enthélt. Dieser Extrakt
hatte eine deutlich signifikante (p < 0,001) Wirkung auf die Zellzahl und scheint proliferierend
zu wirken.

Da der Gehalt an Luteolin mit 0,035 mg Luteolin pro mg Festphasenextrakt (70/30) bestimmt
wurde, wurde die Aktivitat des reinen Luteolins in der enthaltenen Menge mit dem Festpha-
senextrakt in der Konzentration von 1 yg/mL verglichen.
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Abbildung 34: Darstellung der differenzierungsinduzierenden Aktivitat des Festphasenextraktes (70/30)
(1 pg/mL) und des Luteolins (L) in der im Festphasenextrakt (70/30) enthaltenen Konzentration
(0,035 pg/mL) (links) und der normierten Renilla Aktivitat (rechts) unter Einbeziehung des Vehikels
(y = 1). Signifikanzen im Vergleich zur Positivkontrolle RA/VPA.

Abbildung 34 zeigt, dass die differenzierungsinduzierende Aktivitdt des Luteolins in der Kon-
zentration von 0,035 pg/mL, in der es im Festphasenextrakt enthalten ist, leicht geringer war
als die des Extrakts. Dies hangt zum einen damit zusammen, dass die normierte Renilla Akti-
vitét bei der Zugabe des reinen Luteolins leicht héher war als die des Festphasenextrakts und
zum anderen ist davon auszugehen, dass beim Extrakt ein Zusammenspiel durch synergisti-
sche Effekte mit anderen enthaltenen Inhaltsstoffen daflr zustandig war, dass die differenzie-
rungsinduzierende Aktivitat leicht erhdht war. Dieser Versuch zeigte jedoch, dass davon aus-
zugehen ist, dass ein Grof3teil der Aktivitat dieses Extraktes dem darin enthaltenen Luteolin
zuzuschreiben ist.

Bewertung

Aufgrund der Vielzahl an neuropharmakologischen Studien zu B. monnieri ist es naheliegend,
die Pflanze und verschiedene Extrakte dieser auf die Neurogenese zu untersuchen. Die Lite-
ratur zur Untersuchung von B. monnieri in Bezug auf adulte Neurogenese ist jedoch bisher
nicht sehr vielfaltig.
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Kumar und Mondal untersuchten die Wirkung von B. monnieri im Jahr 2016 in Bezug auf die
neuroprotektive, neurotrophe und antioxidative Fahigkeit bei Ratten in einem chronisch indu-
zierten Stressmodel (CUS), welches einer Depression gleicht, nach 35 Tagen [31]. Dabei
wurde lebenden Ratten B. monnieri verarbreicht. Am Ende der Studie wurden diese getotet
und anschlieBend wurden deren Gehirne untersucht. Hierbei wurden unter anderem die Ex-
pression von BDNF und DCX im Hippocampus nach Einnahme des B. monnieri Extraktes
(BME) (40-50 % Bacoside) untersucht und mit der Positivkontrolle Imipramin verglichen [31].
Hierbei handelt es sich um ein Antidepressiva [31]. Die Studie zeigte, dass bei Ratten, die den
BME erhalten haben, die Level der Proteine (BDNF und DCX) nahezu gleich hoch waren, wie
die der unbehandelten Kontrolle und im Vergleich immer signifikant (p < 0,01) unterschiedlich
zu der gestressten Kontrolle [31]. Beide Proteinlevel waren jedoch durch die Gabe des Extrak-
tes nie hoher als die unbehandelte Kontrolle und in etwa gleich mit Imipramin [31]. Au3erdem
wurde gezeigt, dass die Zahl der NeuN-positiven Zellen, ein Markerprotein zur Detektion von
Neuronen, im Hippocampus bei den chronisch gestressten Ratten durch die Einnahme des
Extraktes signifikant (p < 0,01) héher war als die der behandelten Ratten. Die unbehandelte
Kontrolle z&hlte jedoch die meisten NeuN-positiven Zellen und die mit der Positivkontrolle be-
handelten Ratten zeigten leicht mehr Zellen als die mit dem Extrakt behandelten Ratten [31].
Da Imipramin jedoch in einer Konzentration von 20 mg/kg und der BME in einer Konzentration
von 80 mg/kg auf den Ratten untersucht wurden, kénnen die Ergebnisse anhand der héheren
Konzentration des Extraktes nur bedingt miteinander verglichen werden [31]. Die Studie zeigt
jedoch, dass der chronische Stress die Vermehrung von Vorlauferzellen im Hippocampus und
somit die Neurogenese unterdrtickt hat, was durch die Gabe von B. monnieri bzw. der Positiv-
kontrolle nahezu vollstandig verhindert wurde [31]. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Unter-
suchungen zu B. monnieri in Bezug auf die DCX Exprimierung wurden in einem Assay mit
embryonalen kultivierten Vorderhirnzellen der Maus gemacht. Da Kumar und Mondal Ratten
mit dem Extrakt behandelten, ist die Vergleichbarkeit bereits durch die unterschiedlichen Tier-
arten gesenkt. Weiterhin ist der in dieser Arbeit angewendete, duale Luciferase-Assay ein Re-
porterproteinassay. Hierbei wurden transfizierte Zellen verwendet. Da Kumar und Mondal die
Ratten sezierten, den Hippocampus gewonnen haben und anschlieend die Proteinlevel im
Hippocampus untersuchten, ist dadurch die Vergleichbarkeit weiterhin verringert. Auch unter-
suchten Kumar und Mondal gestresste Tiere, wohingegen im verwendeten Assay kein Stress
auf die Zellen ausgetibt wurde. Eine positive Wirkung des Extraktes auf gestresste Zellen kann
Uber andere Wirkmechanismen stattfinden. Durch Stress steigt beispielsweise das Hydrocor-
tison-Level, welches in der Nebennierenrinde gebildet wird. Dadurch sinkt das DCX Level
nachweislich [195]. Moglicherweise hat der B. monnieri Extrakt in der Untersuchung von
Kumar und Mondal so gewirkt, dass die Ratten weniger gestresst werden, wodurch weniger
Hydrocortison ausgeschuttet wurde und somit das DCX Level dem von nicht gestressten Rat-
ten entsprach.
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In einer weiteren Studie von Kwon et al. aus dem Jahr 2018 wurde die Gabe eines B. monnieri
Extraktes (200 mg/kg) auf ménnliche, acht Wochen alte Mause untersucht [196]. Die Mause
wurden Uber vier Wochen mit dem Extrakt gefiittert, wobei keine Angabe uber den Gehalt an
Bacosiden oder anderen Inhaltsstoffen in der Studie gemacht wurde [196]. AnschlieRend fand
eine immunohistochemische Farbung fir die Proteine Ki67, DCX und pCREB statt [196]. Au-
Rerdem wurde die Exprimierung von BDNF untersucht [196]. Das Protein Ki67, welches ein
Mafd fur die Proliferation ist, war durch die Gabe des Extraktes signifikant (p < 0,05) er-
hoht [196]. AuRerdem war die Anzahl der DCX-positiven Neuroblasten im Gyrus dentatus
durch die Gabe des Extraktes signifikant (p < 0,05) gesteigert [196]. Weiterhin war auch phos-
phorylierstes CREB durch die Gabe des Extraktes signifikant (p < 0,05) erhdht, was zur Expri-
mierung von neurotrophen Genen fuhrt [196]. Die Exprimierung von BDNF als eines dieser
neurotrophen Gene war durch den Extrakt auch signifikant erhéht (p < 0,05) [196]. Auch der
Vergleich der erhaltenen Ergebnisse mit dieser Studie ist schwierig, da bei dieser Untersu-
chung wiederum die Proteinlevel direkt im Gyrus dentatus bestimmt worden sind, wohingegen
das verwendete Assayprinzip mit transfizierten Zellen arbeitet. Weiterhin ist an dieser Studie
zu kritisieren, dass kein Gehalt der verschiedenen Inhaltsstoffe in B. monnieri angegeben
wurde, wodurch kein Riickschluss darauf gezogen werden kann, was der Ausléser der Neu-
rogenese war. Als weiterer Kritikpunkt ist anzufiihren, dass keine Positivkontrolle verwendet
wurde. Teilweise zeigten die Extrakte in den dargestellten Untersuchungen des dualen Luci-
ferase-Assays eine leichte differenzierungsinduzierende Aktivitat, verglichen mit der Positiv-
kontrolle sind diese Effekte jedoch zu vernachlassigen. Vergleicht man das Ergebnis des Pro-
teins Ki67 mit den erhaltenen Ergebnissen, kann gesagt werden, dass in beiden Fallen die
Zellen weiterhin proliferierten.

Eine weitere Studie von Pham et al. zur Untersuchung der Neurogenese in jugendlichen Mau-
sen aus dem Jahr 2020 zeigt, dass die Einnahme des Extraktes (Bacosidgehalt > 30 %,
50 mg/kg) die Neurogenese im Hippocampus anregte [157]. In erwachsenen Mausen wurde
jedoch die Neurogenese nicht angeregt [157]. Die Gabe des Extraktes erfolgte tber eine Wo-
che, anschlieRend erfolgte die immunohistochemische Auswertung tber BrdU-positive Zellen
[157]. Die Auswertung zeigt, dass die Anzahl der BrdU-positiven Zellen im Gyrus dentatus
durch die Einnahme des Extraktes signifikant (p < 0,05) erhdht war, jedoch war auch der Zell-
tod im Hippocampus gesteigert [157]. Hier liegt jedoch keine Signifikanz vor [157]. AuBerdem
wurde nach vier Wochen die Anzahl der NeuN-positiven Zellen untersucht, welche durch die
Einnahme des Extraktes signifikant erhéht war gegeniiber der Kontrolle [157]. Der direkte Ver-
gleich dieser Ergebnisse mit den Untersuchungen des dualen Reporterproteinassays ist
schwierig, da Pham et al. wiederum direkt die Anzahl der Zellen im Hippocampus untersuch-
ten. Kritisch zu sehen ist jedoch, dass hier auch keine Positivkontrolle verwendet wurde und
somit keine Einordnung stattfinden kann, ob die erhaltenen Werte Relevanz bei der Neuroge-
nese haben.
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Weiterhin gilt fir die Untersuchung von Extrakten, dass es grundsatzlich sehr schwierig ist,
eine derartig komplexe Mischung von Inhaltsstoffen zu untersuchen, da moglicherweise auch
synergistische Effekte auftreten. AuRerdem ist es auch méglich, dass Inhaltsstoffe nur in sehr
kleinen Konzentrationen vorliegen und deswegen bei einem Screening keine Beachtung fin-
den. Folglich missten alle Inhaltsstoffe in B. monnieri einzeln auf ihre Aktivitat untersucht wer-
den.

5.1.3 Differenzierungsinduzierende Aktivitat der Reinsubstanzen in Bacopa monnieri

Nachdem die fiinf Referenzsubstanzen Betulinsaure, Bacosid A, Luteolin-7-glucosid, Luteolin
und Apigenin eindeutig in B. monnieri identifiziert worden sind, wurden die einzelnen Substan-
zen auf ihre differenzierungsinduzierende Aktivitat untersucht.

Betulinsaure

DIA

Abbildung 35: Oberer Abschnitt: Darstellung der Betulinsaure. Unterer Abschnitt: Darstellung der diffe-
renzierungsinduzierenden Aktivitat (links) und der normierten Renilla Aktivitéat (rechts) von Betulinsaure
in Konzentrationen von 1 ug/mL und 10 pg/mL unter Einbeziehung des Vehikels (y = 1). Signifikanzen
im Vergleich zur Positivkontrolle RA/VPA.
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Abbildung 35 zeigt, dass die Betulinsdure nur eine sehr geringe differenzierungsinduzierende
Aktivitat auf die embryonalen Vorderhirnzellen der Maus zeigte. Dabei war die Aktivitat der
niedrigen Konzentration (1 pyg/mL) hoéher als die der hoheren Konzentration. Auf3erdem war
die durch die normierte Renilla Aktivitdt gemessene Zellzahl durch die Betulinsédure in der
niedrigeren Konzentration signifikant hoher als die der Positivkontrolle.

Bewertung - Betulinséure

In einer Studie von Kaundal et al. von 2018 wurde das Potential der Betulinsdure bei einem
Verschluss der Kopfschlagader in Ratten als Schlaganfallmodell untersucht [197]. Sieben
Tage nach dem Verschluss der Kopfschlagader wurden die Ratten Uber drei Wochen mit Be-
tulinsaure (10 mg/kg und 15 mg/kg) behandelt [197]. Durch den Verschluss der Kopfschlag-
ader wurden das cAMP, das cGMP, das BDNF, das Serotonin, das Norephrin und das Dopa-
min-Level signifikant gesenkt. Durch die Einnahme der Betulinsdure waren alle Level wieder
signifikant gesteigert [197]. Dabei zeigte die Betulinsdure genauso gute Effekte wie die Posi-
tivkontrolle Donepezil [197]. Kaundal et al. haben durch die Darstellung der neuroprotektiven
Effekte der Betulinsaure Hoffnung darauf gegeben, dass die Betulinsaure auch in der Neuro-
genese Potential besitzt. BDNF, ein wichtiges Molekdl in der Neurogenese, wurde durch die
Einnahme der Betulinsaure gesteigert. Starke Auswirkungen auf die adulte Neurogenese
konnten jedoch in den durchgefiihrten Versuchen im dualen Reporterproteinassay nicht ge-
zeigt werden. Es ist jedoch schwierig, zwei unterschiedliche Tierarten (Ratten und Mause) zu
vergleichen. Weiterhin wurden hier die Ratten durch den Verschluss der Kopfschlagader stark
beeinflusst, wohingegen die verwendete Zellkultur der embryonalen Vorderhirnzellen nicht be-
einflusst wurden.

In weiteren Studien zu verschiedenen Zelllinien hat die Betulinséure bereits differenzierendes
Potential gezeigt. Galgon et al. haben in einer Studie von 2005 bewiesen, dass Betulinsaure
differenzierend auf Keratinozyten gewirkt hat [198]. Dabei I6st die Betulinsaure die Differen-
Zierung der Keratinozyten in Korneozyten aus [198]. Der festgestellte ICso fiir Keratinozyten
lag bei etwa 5 pg/mL [198]. Der bestimmte ICso Wert fir die Keratinozyten zeigt, dass eine
Vergleichbarkeit hier nur schwer gegeben ist, da bei den embryonalen Vorderhirnzellen selbst
die hohe Konzentration von 10 yg/mL keine Toxizitat aufwies. Da sowohl Keratinozyten als
auch neuronale Stammzellen aus dem ektodermalen Keimblatt gebildet werden [199], ist es
umso interessanter, dass die Betulinsdure zwar in Keratinozyten die Differenzierung ausgelést
hat, im Screening Versuch zur Neurogenese jedoch keine Aktivitat nachweisbar war.

Weiterhin haben Lo et al. im Jahr 2010 festgestellt, dass Betulinsaure einen Einfluss auf die
Differenzierung von Osteoblasten zeigte [200]. Dabei wurde die Exprimierung der alkalischen
Phosphatase und die Mineralisierung des knochenartigen Gewebes untersucht [200]. Beides
war durch die Gabe von mindestens 5 uM signifikant gesteigert [200]. Dabei zeigten Lo et al.
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auch, dass die Exprimierung von RUNX2, einem essentiellen Protein zur Differenzierung der
Osteoblasten gesteigert war [200]. Da RUNX2 auch an der Entwicklung von GABAergen Neu-
ronen im Hippocampus beteiligt ist [201], ist ein Bezug zur Neurogenese durchaus gegeben.

Bacosid A

Um ausschlielRen zu kdnnen, dass die Fraktion, welche die angereicherten Bacoside enthalt,
durch etwas verunreinigt ist, was moglicherweise die Differenzierung hemmt, wurde Bacosid A
als Reinsubstanz in Bezug auf die differenzierungsinduzierende Aktivitat untersucht. Im Fol-
genden wird die Aktivitat von Bacosid A auf die embryonalen Vorderhirnzellen diskutiert.

Abbildung 36 zeigt, dass auch reines Bacosid A ohne weitere mdgliche Verunreinigungen
genau wie der erhaltenene Festphasenextrakt (60/40) keine differenzierungsinduzierende
Aktivitat zeigte. Desweiteren zeigte Bacosid A auch keine deutlich erhdhten Renilla Werte.
Zwar lag der Wert der getesteten kleinen Konzentration (1 pg/mL) von Bacosid A signifikant
Uber dem Wert der Positivkontrolle, jedoch nicht Gber dem Wert des Vehikels. Eine héhere
Konzentration von Bacosid A (100 pg/mL) war toxisch auf die embryonalen Vorderhirnzellen
der Maus, wohingegen sehr kleine Konzentrationen (0,1 pg/mL) keinen Effekt auf die Zellen
zeigten (Daten sind nicht dargestellt).

Bewertung - Bacosid A

In einer Untersuchung von Malishev et al. wurde gezeigt, dass Bacosid A (20 uM) eine neu-
roprotektive Wirkung auf die B-Amyloid Zytotoxizitdt in humanen Neuroblastomzellen
zeigt [202]. AuRerdem hemmte die Gabe von Bacosid A die Fibrillierung ausgeldst durch das
B-Amyloid [202]. Somit konnten Malishev et al. eine mogliche direkte Anwendung von Baco-
sid A gegen Alzheimer finden, eine differenzierungsauslésende Aktivitdt von Bacosid A als
spatere Behandlung fiir geschadigte Neuronen durch Bacosid A konnte jedoch durch den du-
alen Reporterproteinassay nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 36: Oberer Abschnitt: Darstellung der in Bacosid A enthaltenen einzelnen Substanzen als
Strukturen: Bacosid A3 (A), Bacopasid Il (B), Bacopasid X (C) und Bacopasaponin C (D). Unterer Ab-
schnitt: Darstellung der differenzierungsinduzierenden Aktivitat (links) und der normierten Renilla Akti-
vitat (rechts) von Bacosid A in Konzentrationen von 1 yg/mL und 10 pg/mL unter Einbeziehung des
Vehikels (y = 1). Signifikanzen im Vergleich zur Positivkontrolle RA/VPA.

Da Saponine aufgrund ihrer amphiphilen Struktur weiterhin eine interessante Substanzklasse

in Bezug auf die Neurogenese sind, ware kiinftig eine Untersuchung der Saponine im Ginseng
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eine vielversprechende Option. Dabei enthalt der Ginseng genau wie Brahmi Saponine vom
Dammarantyp. Die im Ginseng enthaltenen Saponine vom Dammarantyp sind die einzigen,
welche in der Literatur als differenzierend beschrieben werden. In Untersuchungen des Panax
notoginseng von He et al. aus dem Jahr 2015 wurde die Zahl der DCX-positiven Zellen nach
einer Ischamie in Ratten untersucht [203]. Dabei zeigten die darin enthaltenen Saponine nach
14 Tagen eine signifikante Wirkung auf die Exprimierung von DCX im Bulbus olfactorius [203].
In einer weiteren Studie von Si et al. aus dem Jahr 2016 wurde die Wirkung der Saponine des
Panax notoginseng auf unbehandelte Ratten untersucht [204]. Hierbei wurden neuronale
Stammzellen der Ratte mit den Saponinen behandelt und anschlieend wurde die Nestin-Ex-
primierung untersucht [204]. Dabei wurde gezeigt, dass durch die Saponine (15,4 ug/mL) die
Zahl der Nestin-positiven Zellen deutlich gestiegen ist [204]. Weiterhin waren die GFAP-posi-
tiven Zellen und die BDNF-Exprimierung durch die Saponine erhght [204]. Auch hier konnte
gezeigt werden, dass die Saponine eine differenzierende Wirkung auf neuronale Stammzellen
in Neuronen und Gliazellen zeigen [204]. Da beide Studien keine Positivkontrolle verwenden,
ware eine Untersuchung dieser Dammaran-Typ Saponine des Ginsengs im verwendeten du-
alen Reporterproteinassay interessant, um die Wirkung der Saponine im Gegensatz zu der
Positivkontrolle aus Retinsdure und Valproinsaure einschatzen zu kénnen.

Apigenin, Luteolin, Luteolin-7-glucosid

Nachdem die héchste differenzierungsinduzierende Aktivitat von B. monnieri im Festphasen-
extrakt (70/30) beobachtet werden konnte und diese nahezu vollstandig dem Luteolin zuge-
schrieben werden konnte, wurde ein Vergleich von Luteolin mit weiteren in B. monnieri nach-
gewiesenen Flavonoiden in Bezug auf ihre differenzierungsinduzierende Aktivitat gemacht.
Neben Luteolin wurden Apigenin und Luteolin-7-glucosid untersucht.

Die in Abbildung 37 dargestellte differenzierungsinduzierende Aktivitat zeigt, dass Apigenin
(10 pg/mL) eine starkere Aktivitat als Luteolin und Luteolin-7-glucosid aufwies. Die leicht er-
hohten Werte flir sowohl Luteolin als auch Luteolin-7-glucosid bei der getesteten hohen Kon-
zentration hangen mit der niedrigen gemessenen Renilla Aktivitat und der damit verbundenen
niedrigen Zellzahl zusammen (Abbildung 38). Somit war Apigenin das am potenziell starksten
differenzierungsinduzierende Flavonoid im B. monnieri Extrakt. Der Wert der normierten Firefly
Aktivitat von Apigenin lag dabei nahe dem Wert unserer verwendeten Positivkontrolle, wobei
durch die leicht erhdhte Zellzahl im Gegensatz zur Positivkontrolle der Quotient und damit die
differenzierungsinduzierende Aktivitat leicht niedriger war als die der Positivkontrolle (Abbil-
dung 37, Abbildung 38).
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Abbildung 37: Oberer Abschnitt: Darstellung der Strukturen von Apigenin (A), Luteolin (L) und Luteolin-
7-glucosid (L7G) nach dem nachfolgend verwendeten Farbschema. Unterer Abschnitt: Darstellung der
differenzierungsinduzierenden Aktivitat der Flavonoide in Konzentrationen von 1 pg/mL und 10 pug/mL
unter Einbeziehung des Vehikels (y = 1).

Die normierte Renilla Aktivitat zeigt, dass Apigenin nicht toxisch auf die embryonalen Vor-
derhirnzellen gewirkt hat, wohingegen Luteolin und Luteolin-7-glucosid in der getesteten ho-
hen Konzentration (10 ug/mL) eine niedrige Renilla Aktivitat und somit eine erhéhte Toxizitat
aufwiesen.
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Abbildung 38: Darstellung der normierten Renilla Aktivitat der Flavonoide Apigenin (A), Luteolin (L) und
Luteolin-7-glucosid (L7G) in Konzentrationen von 1 yg/mL und 10 ug/mL unter Einbeziehung des Vehi-
kels (y = 1). Signifikanzen im Vergleich zur Positivkontrolle RA/VPA.

Bewertung - Apigenin, Luteolin, Luteolin-7-glucosid

Bereits in friiheren Untersuchungen am Lehrstuhl wurden (Prenyl-)flavonoide auf ihre differen-
zierungsinduzierende Aktivitat untersucht. Weiterhin besteht fiir Apigenin und Derivate davon
seit 2008 ein Patent [205]. Zu diesen Derivaten zéhlen unter anderem auch Luteolin und Lute-
olin-7-glucosid, die beiden getesteten Substanzen [205]. Das Patent besagt, dass die Diffe-
renzierung von neuronalen Vorlauferzellen und Stammzellen durch Apigenin in Mausen ange-
regt wird [205]. Da im Patent explizit Apigenin erwahnt ist, kann davon ausgegangen werden,
dass dieses in den Experimenten flir das Patent wie auch in den durchgefiihrten Experimenten
zur Untersuchung der Inhaltsstoffe von B. monnieri die starkste Aktivitat zeigte. Weiterhin kann
gesagt werden, dass mdglicherweise durch das enthaltene Apigenin im Festphasenextrakt
(70/30) die erhdhte Aktivitat begriindet werden kann, da Apigenin selbst in kleinen Konzentra-
tionen eine leicht differenzierungsinduzierende Wirkung zeigte. Méglicherweise wirkten auch
die beiden Substanzen Apigenin und Luteolin synergistisch in diesem Extrakt, wodurch die
Differenzierung gesteigert wurde.
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5.1.4 Differenzierungsinduzierende Aktivitat von Indolalkaloiden

Im Folgenden wird die Untersuchung der differenzierungsinduzierenden Aktivitat von Indolal-
kaloiden, inshesondere von Thioindirubinen und 3,4-annelierten, peptidartigen Indolderivaten,
dargestellt.

Thioindirubine

Wie bereits beschrieben handelt es sich bei den Thioindirubinen um Farbstoffe. Die ausge-
pragte Farbigkeit dieser Substanzen wird im Folgenden anhand der gemessenen Absorptions-
spektren dargestellt.
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Abbildung 39: Darstellung der Absorptionsspektren von 5-Thioindirubinessigsaure (A), 5’-Chlor-5-Me-
thylthioindirubin (B), 5'-Methylthioindirubin (C), 5-Methyl-5-Fluorthioindirubin (D), 5'-Methyl-5-Chlorthi-
oindirubin (E), 5'-Methyl-5-Bromthioindirubin (F) und 5‘-Methyl-5-Methoxythioindirubin (G) im Bereich
von 370-680 nm.

Abbildung 39 zeigt die Absorptionsspektren der synthetisch hergestellten Thioindirubine. Die
Absorptionsmaxima ergaben fiir die einzelnen Substanzen folgende Werte:

e 5-Thioindirubinessigsaure (A) 491 nm
e 5-Chlor-5-Methylthioindirubin (B) 507 nm
e 5-Methylthioindirubin (C) 514 nm
o 5-Methyl-5-Fluorthioindirubin (D) 517 nm
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e 5-Methyl-5-Chlorthioindirubin (E) 517 nm
e 5-Methyl-5-Bromthioindirubin (F) 514 nm
e 5-Methyl-5-Methoxythioindirubin (G) 508 nm

Das Emissionsmaximum der Firefly Luciferase liegt im Bereich von 562-570 nm [206]. Die
hohe Farbigkeit der Substanzen und das Emissionsmaximum der Firefly Luciferase konnten
theoretisch bei der Messung der Biolumineszenz tberlappen, jedoch sollte dies aufgrund der
Messgegebenheiten keinen Einfluss haben. Bei der Messung der Lumineszenz im dualen Re-
porterproteinassay wurde die in DMSO geldste Substanz mit Medium verdiinnt und vor Zu-
gabe des Luciferins abgenommen, wodurch eine Interferenz ausgeschlossen werden kann.

Abbildung 40 zeigt die differenzierungsinduzierende Aktivitat der verschiedenen Thioindiru-
bine, wobei 5-Methylthioindirubin (C) in der hohen Konzentration (10 uM) die starkste diffe-
renzierungsausltsende Wirkung aufwies. Auch in der kleinen getesteten Konzentration (1 uM)
hatte das 5'-Methylthioindirubin (C) eine gute differenzierungsinduzierende Aktivitat. Diese war
jedoch durch die erhdhte Zellzahl gemessen durch die normierte Renilla Aktivitat (Abbildung
41) geringer als die Positivkontrolle Retinsdure und Valproinsédure. Weiterhin zeigten die 5'-
Thioindirubinessigsaure (A) und das 5'-Methyl-5-Fluorthioindirubin (D) eine leichte differenzie-
rungsinduzierende Aktivitat. Interessanterweise zeigte 5°-Chlor-5-Methylthioindirubin (B) keine
Aktivitat. Dies kann zum einen damit begriindet werden, dass das an Position 5° gebundene
Chlor kleiner ist als beispielsweise die Carboxylgruppe der 5'-Thioindirubinessigsaure (A) oder
die Methylgruppe des 5‘-Methylthioindirubin (C). Andererseits kann davon ausgegangen wer-
den, dass der Einfluss der an Position 5 gebundenen Methylgruppe negativ auf die differen-
zZierungsinduzierende Aktivitat ist, da nahezu alle an der Position 5 substituierten Thioindiru-
bine keine Aktivitat zeigten, wenn die gesenkten Renilla Aktivitaten beachtet werden (5°-Me-
thyl-5-Chlorthioindirubin (E), 5°-Methyl-5-Bromthioindirubin (F), 5'-Methyl-5-Methoxythioindiru-
bin (G)). Weiterhin besalRen beide Konstitutionsisomere, die an Position 5 und 5° durch eine
Chlorgruppe und eine Methylgruppe substituiert sind, in etwa die gleich schwache differenzie-
rungsinduzierende Aktivitat. Die leichte Aktivitat des 5°-Methyl-5-Fluorthioindirubin (D) kann
damit begriindet werden, dass Fluor als kleinster getesteter Substituent an Position 5 méglich-
erweise den geringsten Einfluss auf die differenzierungsinduzierende Aktivitat hatte. Aus den
Ergebnissen kann jedoch geschlossen werden, dass eine Substitution an Position 5° vorteilhaft
fur die differenzierungsinduzierende Aktivitat ist. Um die Effekte von Substituenten an dieser
Position einschatzen zu kdénnen, ware eine Untersuchung einer Reihe von Thioindirubinen,
welche unterschiedliche Substituenten besitzen, interessant. Dadurch konnten Einfliisse der
GroRRe der Substituenten oder beispielsweise induktive oder mesomere Effekte abgeschatzt
werden. Da die Methylgruppe einen positiven induktiven Effekt und die Carboxylgruppe einen
negativen induktiven und einen negativen mesomeren Effekt auf das Elektronensystem haben,
sind beide Gruppen schlecht vergleichbar. Ein Substituent an Position 5 ist nicht nétig und
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kann eher als nachteilig in Bezug auf die differenzierungsinduzierende Aktivitdt angesehen
werden. Eine Substitution mit Fluor oder anderen kleinen Gruppen scheint die beste Option.
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Abbildung 40: Oberer Abschnitt: Darstellung der Strukturen von 5°-Thioindirubinessigsaure (A), 5’-Chlor-
5-Methylthioindirubin (B), 5'-Methylthioindirubin (C), 5‘-Methyl-5-Fluorthioindirubin (D), 5°-Methyl-5-
Chlorthioindirubin (E), 5-Methyl-5-Bromthioindirubin (F) und 5‘-Methyl-5-Methoxythioindirubin (G) nach
dem nachfolgend verwendeten Farbschema. Unterer Abschnitt: Darstellung der differenzierungsindu-
zierenden Aktivitat der Thioindirubine in Konzentrationen von 1 yM und 10 uM unter Einbeziehung des
Vehikels (y = 1).
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Abbildung 41: Darstellung der normierten Renilla Aktivitat der Thioindirubine 5°-Thioindirubinessigsaure
(A), 5-Chlor-5-Methylthioindirubin (B), 5-Methylthioindirubin (C), 5-Methyl-5-Fluorthioindirubin (D), 5'-
Methyl-5-Chlorthioindirubin (E), 5‘-Methyl-5-Bromthioindirubin (F) und 5-Methyl-5-Methoxythioindirubin
(G) in Konzentrationen von 1 yM und 10 pM unter Einbeziehung des Vehikels (y = 1). Signifikanzen im
Vergleich zur Positivkontrolle RA/VPA.

Die Untersuchung der Zellzahlen anhand der normierten Renilla Aktivitat zeigte, dass groRRe
Substituenten an Position 5 einen negativen Einfluss auf die Zellzahl hatten. 5-Methyl-5-Brom-
thioindirubin (F) und 5'-Methyl-5-Methoxythioindirubin (G) senkten die Zellzahl im Vergleich
zur Positivkontrolle in der Konzentration von 1 uM signifikant. Hier kann ein Trend beobachtet
werden. Je groler der Substituent an Position 5, desto eher war die hohe Konzentration von
10 uM toxisch auf die Zellen. Wohingegen Fluor als kleiner Substituent noch keinen Einfluss
auf die Renilla Aktivitat hatte, zeigte Chlor schon einen leichten Einfluss und die groéR3ten bei-
den Substituenten Brom und die Methoxygruppe wirkten toxisch. Alle weiteren untersuchten
Thioindirubine zeigten keinen Einfluss auf die Zellzahl, wobei durch 5‘-Chlor-5-Methylthioindi-
rubin (B), 5'-Methyl-5-fluorthioindirubin (D) und 5‘-Methyl-5-Chlorthioindirubin (E) in der kleinen
gemessenen Konzentration (1 uM) mehr Zellen bestimmt wurden als in der Positivkontrolle.
Die erhaltenen Ergebnisse geben Spielraum flr weitere Untersuchungen von Indirubinen und
Thioindirubinen.
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Bewertung

In der Literatur haben Suzuki et al. bereits im Jahr 2005 beschrieben, dass Indirubin die neutro-
phile Differenzierung von menschlichen myeloisch-leukdmischen Zellen ausgel6st hat [207].
Die Differenzierung der Leukozyten wurde durch den Granulozyten-Kolonie-stimulierenden
Faktor und Indirubin gelést in DMSO angeregt, wobei Indirubin alleine keine differenzierende
Wirkung zeigte [207]. Im Vergleich dazu wurde im durchgefiihrten Versuch mit den embryona-
len Vorderhirnzellen kein Faktor zur Anregung der Differenzierung zugegeben, das 5'-Methyl-
thioindirubin geldst in DMSO I6st die Differenzierung aus, wobei auf die Lésungsmittelkontrolle
(DMSO) normiert wurde.

Neben der Wirkung der Indirubine bei Leukdmie wurden diese bereits vielfach als CDK- und
GSK-3-Inhibitoren beschrieben. Beispielsweise zeigten 5-Fluorindirubin, 5-Chlorindirubin und
5-Bromindirubin starke inhibitorische Effekte auf die GSK-3, wobei die Wirkung auf die CDK1
und CDKS5 nicht so stark waren [33]. Da diese Strukturen zu den untersuchten Thioindirubinen
5°-Methyl-5-Fluorthioindirubin (D), 5‘-Methyl-5-Chlorthioindirubin (E), 5‘-Methyl-5-Bromthioin-
dirubin sehr ahnlich sind, wére es interessant, ob die synthetisierten Thioindirubine ein &hnli-
ches Potential zur Inhibierung der GSK-3 zeigen. Der einzige Unterschied der Substanzen
liegt in der an Position 5° substituierten Methylgruppe und der Tatsache, dass es sich bei den
untersuchten Substanzen um Indirubine und nicht um Thioindirubine handelt. Interessanter-
weise zeigte die Indirubin-3‘-monoxim-5-sulfonsaure die starkste Inhibierung der CDK1 und
CDKS5 [32, 33, 129, 130]. 6,5-Dichloroindirubin-3‘-monoxim und 6,5-Dichloroindirubin-3‘-ace-
toxim zeigten die starkste inhibitorische Wirkung auf GSK-3 [32, 33, 129, 130]. Allesamt sind
jedoch an Position 5 substituiert, somit zeigen moéglicherweise die getesteten und an Position
5 substituierten Thioindirubine auch eine Wirkung auf die verschiedenen Kinasen. Auf die
GSK-3 zeigte Indirubin-3‘-monoxim eine gute inhibitorische Wirkung, welche mit ihrem 1Cso-
Wert von 0,022 uM unter dem von Indirubin-3‘-monoxim-5-sulfonsaure (0,08 uM) und dem 6,5-
Dichloroindirubin-3‘-monoxim und dem 6,5-Dichloroindirubin-3‘-acetoxim (je 0,004 uM) lag.

In einer Untersuchung von Lange et al. wurden verschiedene GSK-3-Inhibitoren auf ihre Wir-
kung in der Neurogenese von menschlichen neuronalen Vorlauferzellen untersucht [142]. Da-
bei wurden unter anderem Kenpaullone, SB-216763 und Indirubin-3‘-monoxim als GSK-3-In-
hibitoren untersucht [142]. In der Literaturstelle wurde Indirubin-3-monoxim beschrieben, es
wird jedoch davon ausgegangen, dass es sich hierbei um Indirubin-3‘-monoxim handelte, da
die Substanz kauflich erworben wurde [142].
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Abbildung 42: Darstellung der Strukturen von Kenpaullon (A), SB-216763 (B) und Indirubin-3‘-mono-
xim (C).

In dieser Untersuchung zeigten Kenpaullon und SB-216763 die starkste Inhibierung der GSK-
3, wobei der Phosphorylierungsstatus der Glykogensynthase gemessen wurde [142]. Hierbei
handelt es sich um ein spezifisches Substrat der GSK-3 [142]. Anschlie3end wurden Kenpaul-
lon (1 uM) und SB-216763 (3 uM) in Bezug auf die Neurogenese untersucht [142]. Die Sub-
stanzen wurden auf differenzierende ReN Zellen gegeben und erhéhten den Anteil an Neuro-
nen [142]. Durch Kenpaullon konnten mehr als doppelt so viele Neuronen bestimmt werden,
durch SB-216763 mehr als die 1,5-fache Menge [142], wodurch Kenpaullon als deutlich akti-
vere Substanz erscheint, da dies in der kleineren Konzentration getestet wurde. AulRerdem
haben beide Substanzen die Anhaufung von -Catenin gefordert [142]. Dies gibt einen Hinweis
darauf, dass der Wnt/3-Catenin-Signalweg aktiviert wurde, wobei laut Lange et al. auch andere
Signalwege eine Rolle spielen kdonnten [142]. Auch weitere, synthetisch gewonnene kleine
Molekile (TWS119) sind in der Literatur als starke GSK-3-Inhibitoren beschrieben und indu-
Zierten die neuronale Differenzierung Gber den Wnt/B-Catenin-Signalweg [208]. Weiterhin be-
schreiben Lange et al., dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass auch Indirubin-3‘-mo-
noxim neurodifferenzierend wirkt, es konnte jedoch ausgeschlossen werden, dass dies Uber
eine GSK-3-Inhibition im gezeigten Zellmodel stattfand [142].

In einer weiteren Studie von Manceur et al. wurde ein substituiertes 6-Bromindirubin-3‘-mono-
xim auf die neuronale Differenzierung bei embryonalen Stammzellen der Maus unter-
sucht [36]. Auch hierbei handelt es sich um einen GSK-3-Inhibitor [36]. Dabei konnte gezeigt
werden, dass die Proliferation in olfaktorischen Epithelzellen durch 6-Bromindirubin-3‘-mono-
xim gesenkt wird, wohingegen die neuronale Differenzierung anstieg [36]. Dies zeigt, dass
eine nicht toxisch angeregte Hinderung der Proliferation durch weniger aktive Agenzien diffe-
renzierungsfordernd wirkte. Durch die erhdhte Exprimierung von Axin2 und Brachyury, welche
beide eine Rolle im Wnt-Signalweg spielen, gehen Manceur et al. davon aus, dass durch das
6-Brom-3*-indirubin-monoxim der Wnt/B-Catenin-Signalweg aktiviert wurde [36]. Da der Wnt/[3-
Catenin-Signalweg auch in der adulten Neurogenese eine Rolle spielt [209], wére eine Unter-
suchung dieses Signalwegs bei den untersuchten Substanzen, allen voran dem 5‘-Methylthio-
inidirubin, von Interesse. AuRerdem waren Substanzen, welche an Position 6 substituiert sind,
weiterhin von Interesse, um zu sehen, welchen Einfluss diese Position auf die Neurodifferen-
zierung bei den embryonalen Vorderhirnzellen hat.
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Weiterhin ist eine Strukturdhnlichkeit der untersuchten Thioindirubine mit Hesperadin gege-
ben, wie in der folgenden Abbildung gezeigt ist.
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Abbildung 43: Darstellung der Strukturen von Indirubin (A), Thioindirubin (B) und Hesperadin (C) mit
ihren Strukturéhnlichkeiten in grun.

Amabile et al. beschreiben die dedifferenzierende Wirkung von Hesperadin auf Myoblasten,
wobei dies durch eine Inhibition der Aurora B Kinase geschah [210]. Durch die grof3e struktu-
relle Ahnlichkeit der Indirubine, insbesondere der untersuchten Thioinidirubine, welche an Po-
sition 5 substituiert sind, genau wie das gezeigte Hesperadin, ware es interessant, ob diese
neben der leichten differenzierungsinduzierenden Aktivitat auch eine dedifferenzierende Wir-
kung zeigen.

Im direkten Vergleich mit dem vielversprechenden Prenylflavonoid Xanthohumol C, welches
im dualen Reporterproteinassay bereits untersucht worden ist, zeigt das 5°-Methylthioindirubin
eine ahnlich gute Wirkung. Xanthuhomol C wurde als neurodifferenzierend eingestuft. Im As-
say wurde eine differenzierungsinduzierende Aktivitat von etwa 5,5 im Mittel bei einer Kon-
zentration von 10 uM bestimmt [211]. Im Vergleich dazu ist die differenzierungsinduzierende
Aktivitat des untersuchten 5-Methylthioindirubins mit einem Wert von 5,13 dhnlich gut. Somit
ist auch das 5°‘-Methylthioindirubin eine sehr vielversprechende Substanz.

3,4-annelierte, peptidartige Indolderivate

Neben den Thioindirubinen wurden auch 3,4-annelierte, peptidartige Indolderivate auf ihre dif-
ferenzierungsinduzierende Aktivitat untersucht. Hierbei handelt es sich um Indolactam, Lyng-
byatoxin, Teleocidin B und Olivoretin.
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Abbildung 44: Oberer Abschnitt: Darstellung der Strukturen von Indolactam (1), Lyngbyatoxin (L), Tele-
ocidin (T), Olivoretin (O) nach dem nachfolgend verwendeten Farbschema. Unterer Abschnitt: Darstel-
lung der differenzierungsinduzierenden Aktivitat der Indolderivate in Konzentrationen von 1 yM und
10 uM unter Einbeziehung des Vehikels (y = 1).

Ergebnis dieser Studie war, dass keine der untersuchten Substanzen einen signifikanten dif-
ferenzierungsinduzierenden Effekt auf die embryonalen Vorderhirnzellen der Maus zeigte. Nur
Teleocidin und Olivoretin (10 uM) zeigten leicht erhdhte Werte im Gegensatz zum Vehikel,
welche jedoch durch die toxische Wirkung auf die Zellen und die damit niedrigere Renilla Ak-
tivitat erklart werden kann (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Darstellung der normierten Renilla Aktivitat der Indolderivate Indolactam (1), Lyngbyatoxin
(L), Teleocidin (T), Olivoretin (O) Konzentrationen von 1 uM und 10 uM unter Einbeziehung des Vehikels
(y = 1). Signifikanzen im Vergleich zur Positivkontrolle RA/VPA.

Die normierte Renilla Aktivitat der Indolallkaloide zeigt, dass nur Teleocidin und Olivoretin in
der hohen Konzentration (10 uM) etwa auf dem Zellzahllevel der Positivkontrolle waren. Hier
kann eine Struktur-Aktivitatsbeziehung aufgestellt werden, da Teleocidin und Olivoretin
strukturell nahezu identisch sind. Der cyclische Rest, gebunden an den Benzolring des
Grundgerists, scheint einen negativen Einfluss auf die Viabilitit der embryonalen
Vorderhirnzellen der Maus zu haben. Lynbyatoxin hingegegen besitzt keinen an den
Benzolring gebundenen cyclischen Ring, was die Zellzahl nicht beeinflusst. In der kleinen
Konzentration (1 uM) zeigten alle untersuchten Indolalkaloide und in den hohen
Konzentrationen Indolactam und Lynbyatoxin (10 uM) signifikant héhere Zellzahlen im
Vergleich zur Positivkontrolle. Verglichen mit dem Vehikel hatten alle getesteten Indolalkaloide
keine signifikant hdhere Zellzahl.

Bewertung

Durch die erhaltenen Ergebnisse kann ausgeschlossen werden, dass die Indirubine bzw.
Thioindirubine und das Indolactam einen gemeinsamen Pharmakophor haben. Zwar zeigen
die Thioindirubine, allen voran das 5°‘-Methylthioindirubin eine Aktivitdt in Bezug auf die
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Neurogenese, fur das Indolactam und Derivate davon wurde jedoch keine Aktivitat

(A) o) (B)
HNA\)\ o
HO
N— HN

% O O

Abbildung 46: Indolactam (A) und Kenpaullon (B) mit ihren Strukturéhnlichkeiten in grin.

nachgeweisen.

AN

Auch die strukturelle Ahnlichkeit zu Kenpaullon ist bei Indolactam gegeben, welche in Abbil-
dung 46 dargestellt ist. Charakteristisch fur beide Substanzen ist der Indolring, der daran ge-
bundene Ring unterscheidet sich jedoch erheblich. Mdglicherweise ergibt sich daraus das dif-
ferenzierende Potential von Kenpaullon. Die Untersuchung von Kenpaullon erfolgte jedoch auf
ReN Zellen, mdglicherweise ist auch der Unterschied der Zellkultur dafir ausschlaggebend,
dass eine Substanzklasse kein Potential zeigt [142].

Wie bereits flur die Indirubine ist auch fir die 3,4-annelierten, peptidartigen Indolderivate eine
differenzierungsinduzierende Aktivitat auf promyeloischen Zellen von Nakayasu et al. be-
schrieben [212]. Sowohl Teleocidin als auch Lynbyatoxin A zeigen hier eine differenzierungs-
induzierende Wirkung der Zellen zu Makrophagen [212].

Chen et al. beschrieben 2009, dass Indolactam die Differenzierung von humanen embryonalen
Stammzellen in Richtung der Prankreaslinie ausgelost hat, welche durch die erhdhte Expri-
mierung des Transkriptionsfaktors Pdx1 gemessen wurde [38]. Da die von Chen et al. unter-
suchten Zellen aus dem endothermen Keimblatt und neuronale Stammzellen aus dem
ektodermen Keimblatt entstehen, ist hiermit méglicherweise der Unterschied begriindet, wes-
halb Indolactam und Derivate davon keine Differenzierung in embryonalen Vorderhirnzellen
auslosen.

In einem Patent von Choi et al. wird beschrieben dass Indolactam und Derivate davon im
Nervensystem schiitzende Wirkung gegen toxische Schaden haben [37]. Hierbei wirken die
Substanzen schitzend auf die Schadigung kortikaler Neuronen durch verschiedene
Glutamatagonisten [37]. Eine Substanz, welche sowohl neuroprotektiv als auch
neurodifferenzierend wirkt, ware wiinschenswert. Dies kann jedoch durch die Untersuchung
der 3,4-annelierten, peptidartigen Indolderivate im dualen Luciferase-Assay nicht beschrieben
werden, da hier keine Wirkung gezeigt werden konnte.
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5.2 Diskussion der Differenzierungsinduzierenden Aktivitaten

Die Ergebnisse des Screenings in Bezug auf die Neurogenese zeigen, dass die Problematik
der Vorauswahl von Substanzen offensichtlich nicht durch beschriebene Parameter machbar
ist. Weder die differenzierende Wirkung von Substanzen auf diverse, andere Zelllinien, noch
ihr neuroprotektives Potential sagen etwas tber die Wirkung auf die embryonalen Vorderhirn-
zellen aus.

Trotz der vielfach beschriebenen neuroprotektiven Aktivitdten von B. monnieri konnte im
Screening der Extrakte zur Neurogenese keine besonders grof3e Wirkung nachgewiesen wer-
den. Obwohl diverse Marker, wie beispielsweise BDNF, welche auch bei Ausldsung der Diffe-
renzierung entscheidend sind, teilweise durch den Extrakt von B. monnieri oder durch die darin
enthaltenen Bacoside als gesteigert beschrieben sind, konnten keine Effekte gezeigt werden.
Moglicherweise lagen hier auch antagonistische Effekte der verschiedenen Inhaltsstoffe vor,
welche dann die Wirkung im Screening vermindert haben. Da die durch Flussig-Flissig-Ex-
traktion erhaltene Wasserfraktion jedoch in hohen Konzentrationen die héchste differenzie-
rungsinduzierende Aktivitdt der untersuchten Fraktionen zeigte, wére es denkbar, dass diese
Fraktion interessante Substanzen zur Differenzierung enthalt. Diese Fraktion wurde jedoch
nicht weiter untersucht. Der mittels Festphasenextraktion erhaltene Extrakt (70/30), welcher
Luteolin enthalt, war am aktivsten in Bezug auf die differenzierungsinduzierende Aktivitat. Dies
konnte nahezu komplett dem Luteolin zugeschrieben werden.

Die in B. monnieri enthaltene Betulinsaure, welche auf diverse Zelllinien differenzierend wirkt,
zeigte keine Wirkung. Trotz der Tatsache, dass die Betulinsdure bei der Differenzierung von
Osteoblasten den Wnt/B-Catenin-Signalweg aktiviert [200] und dieser bei der Auslésung der
Neurogenese haufig eine Rolle spielt, konnte keine differenzierungsinduzierende Aktivitat be-
stimmt werden.

Die vielfach beschriebenen, aktiven Bacoside der Pflanze B. monnieri zeigten keine Wirkung
auf die Neurogenese. Diese Strukturen der Bacoside, welche zur Gruppe der Saponine gehdo-
ren, sind aufgrund ihrer Amphiphilie zum Passieren der Blut-Hirn-Schranke gut geeignet. So-
mit ist diese Substanzklasse weiterhin interessant. Die bereits bestehenden Studien zu Sa-
poninen des Ginsengs, welche die Neurogenese auslésen kdnnten, waren ein neuer For-
schungsstartpunkt fur die Untersuchung von Extrakten und angereicherten Extrakten in Bezug
auf die Neurodifferenzierung mit Hilfe des dualen Reporterproteinassays.

Die Untersuchung der differenzierungsinduzierenden Aktivitat von den Flavonoiden, welche in
B. monnieri enthalten sind, ergab, dass Apigenin, welches in Spuren in den untersuchten Ex-
trakten vorliegt, die starkste differenzierungsinduzierende Aktivitat hat. Luteolin und Luteolin-
7-glucosid haben bei gleicher Konzentration nicht so starke Effekte gezeigt.

Bei den untersuchten Indolalkaoiden, den dazu gehdrigen Thioindirubinen und 3,4-annelier-

ten, peptidartigen Indolderivaten, zeigten die Thioindirubine die starkste Aktivitat. Durch die
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Untersuchung der differenzierungsinduzierenden Aktivitat wurde ein Hinweis darauf gegeben,
welches Potential in den Thioinidirubinen steckt. Mit dem 5‘-Methylthioindirubin, welches die
aktivste getestete Substanz ist, wird Ausblick fiir weitere synthetisierbare, kleine Molekiile ge-
schaffen. Die Untersuchungen der 3,4-annelierten, peptidartigen Indolalkaloide zeigen, dass
die bisher untersuchten Strukturen Indolactam, Lyngbyatoxin, Teleocidin und Olivoretin keine
neurodifferenzierungsinduzierende Aktivitdt aufgewiesen haben. Ein gemeinsamer Pharma-
kophor der 3,4-annelierten, peptidartigen Indolderivate und der Thioindirubine kann somit na-
hezu ausgeschlossen werden.
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6 Diskussion und Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Auffindung bioaktiver Naturstoffe zur Anwen-
dung auf die Differenzierung neuronaler Stammzellen.

Aufgrund der vielfach in der Literatur beschriebenen Aktivitét der Bacoside in B. monnieri in
Bezug auf die Neuroprotektion war es Ziel dieser Arbeit, einen moglichst bacosidreichen Ex-
trakt herzustellen. Durch die sehr grof3e Strukturdhnlichkeit dieser Bacoside ist eine Auftren-
nung relativ schwierig, weswegen die Anreicherung der Substanzgruppe erfolgte. Eine erste
Anreicherung von Bacosid A, einem Substanzgemisch aus vier Bacosiden, wurde bereits Uber
die Flussig-Flussig-Extraktion erzielt. Hierbei wurde ein Anreicherungsfaktor von etwa zwei
bestimmt. Weiterhin wurde die Festphasenextraktion, eine heute vielfach verwendete Methode
zur Probenaufarbeitung, zur weiteren Anreicherung von Bacosid A verwendet. Durch die Fest-
phasenextraktion konnte ein finffacher Anreicherungsfaktor vom Rohextrakt bis hin zum Fest-
phasenextrakt errechnet werden. Neben den Bacosiden wurde weiterhin Luteolin durch die
Flussig-Flussig-Extraktion und die Festphasenextraktion angereichert. Dabei konnte im Flus-
sig-Flussig-Extrakt bereits mehr als die doppelte Menge Luteolin bestimmt werden. Durch die
Festphasenextraktion konnte erneut eine Anreicherung um die finffache Menge erzielt wer-
den, wodurch der Anreicherungsfaktor vom Rohextrakt zum Festphasenextrakt bei etwa zehn
lag. Die Methode der Festphasenextraktion hat sich hierbei als geeignete Methode zur Aufar-
beitung eines Extraktes gezeigt, da hier Substanzklassen sehr gut angereichert werden. Be-
steht bereits eine HPLC Methode zur Auftrennung von Substanzen, kann diese in der Fest-
phasenextraktion mdglicherweise leicht modifiziert angewendet werden und fuhrt mit ziemli-
cher Sicherheit zu guten Ergebnissen.

Bei der weiteren Untersuchung der Triterpenextrakte von B. monnieri im Vergleich mit Refe-
renzsubstanzen ist deutlich geworden, dass Referenzsubstanzen nicht immer ohne weitere
Uberprifung verwendet werden kénnen. Bacosin, ein vielfach in der Literatur beschriebenes
Triterpen, welches in B. monnieri enthalten ist, wurde mittels Strukturaufklarung als Betulin-
saure identifiziert. Da es nicht auszuschlief3en ist, dass Bacosin in anderen Pflanzenmaterialen
maoglicherweise vorkommit, ist in Zukunft eine genaue Untersuchung dieser vor einer weiteren
pharmakologischen Untersuchung entscheidend. Weiterhin gilt, dass eine Strukturaufklarung
ausschlieBlich durch strukturgebende Methoden wie beispielsweise NMR (1D und 2D) statt-
finden kann, da nur dadurch die Zusammenhéange und Kopplungen in den Molekilen bestimmt
werden kénnen.

Das Screening bioaktiver Naturstoffe gilt als wichtiger Forschungsansatz in der Neurogenese.
Zur Findung von Substanzen, welche hierbei eine Rolle spielen, wurden drei Ansatze verfolgt.
Diese Herangehensweise hat sich als schwierig dargestellt, da fiir viele der Substanzen eine
Aktivitat vermutet wurde, diese jedoch im Screening nicht nachgewiesen werden konnte. Da
in dem verwendeten Reporterproteinassay ein Gemisch aus Retinsdure und Valproinséure als
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Positivkontrolle verwendet wurde, wurden moglicherweise Substanzen, welche leicht differen-
zierend wirkten, nicht weiter beachtet, da die Wirkung gegeniiber der Positivkontrolle nicht
auffallig ist. Einzig ein Thioindirubin zeigte im Vergleich zur Positivkontrolle die vermutete Wir-
kung. Hierbei handelt es sich um 5°-Methylthioindirubin.

Abbildung 47: Darstellung von Thioindirubin (A) und 5°-Methylthioindirubin (B).

Da sich die Substitution an Position 5° durch die Methylgruppe als sinnvoll erwiesen hat, kann
diese Struktur als Leitstruktur fir zukinftige Synthesen gelten. Eine Untersuchung verschie-
dener Substitutionsmuster des Benzolrings in direkter Nachbarschaft zum Schwefel (4'-7°) ist
auch von grofl3em Interesse. Die Einfiihrung einer Hydroxygruppe als Substituent, welche die
Polaritat steigert, ware eine kiunftig interessante Struktur. Mit Hilfe des Screenings und einem
Vergleich mit der Leitstruktur 5'-Methylthioindirubin kénnte weiterhin das Potential der Thioin-
dirubine untersucht werden.

(D)

HN

O /
N
H

Abbildung 48: Darstellung aller differenzierungsinduzierenden Indolalkaloide, welche Strukturéhnlich-
keiten mit 5-Methylthioindirubin (A) aufweisen: Kenpaullon (B), SB-216763 (C) und 6‘-Bromindirubin-
3-monoxim (D).

Die dargestellten Indolalkaloide, welche alle eine Strukturahnlichkeit zum untersuchten 5-Me-
thylthioindirubin aufweisen, wirkten in unterschiedlichen Assays differenzierungsinduzierend.
Kenpaullon, SB-216763 und 6‘-Bromoindirubin-3‘-monoxim wirkten auf3erdem alle inhibierend
auf die GSK-3. Damit ware eine Untersuchung der Inhibition dieser Kinase mit den syntheti-
sierten Thioindirubinen ein zuklnftiger Forschungsansatz, um auch hierfir eine Struktur-Akti-
vitdtsbeziehung aufstellen zu kénnen. AuBerdem ware es interessant, die dargestellten In-
dolalkaloide untereinander zu vergleichen, um das Potential des 5‘-Methylthioindirubin in die
bestehende Literatur einzuordnen. Da einer der entscheidenden weiteren Schritte auch die
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Untersuchung des Signalweges, durch welchen die Differenzierung ausgeldst wird, ist, emp-
fiehlt sich im Weiteren die Untersuchung des Wnt/3-Catenin-Signalweges. Dieser war, zumin-
dest zum Tell, bei den dargestellten Substanzen fur die Differenzierungsinduktion zustandig.
Weiterhin gilt es, die Neubildung der Neuronen durch 5'-Methylthioindirubin mit Hilfe einer An-
tikdrperfarbung nachzuweisen.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien und Losungsmittel wurden bei Merck KGaA, VWR International
GmbH und Carl Roth GmbH & Co. KG erworben. Die Referenzsubstanzen Bacosid A (Batch
10395, Reinheit = 90,0 %), Bacosin (Batch 10980, Reinheit = 90,0 %), Betulinsaure (Batch
7280, Reinheit 2 90,0 %) wurden bei PhytoLab GmbH & Co. KG gekauft. Zudem wurde weite-
res Bacosin (Batch 00002012-T11G, Reinheit = 90,0 %) der Firma ChromaDex Inc. erworben.
Luteolin (Batch 103723-129, Reinheit = 98,0 %) und Apigenin (Batch 0436771-54, Rein-
heit = 98,0 %) wurden bei der Firma Cayman Chemical Company erworben. Luteolin-7-gluco-
sid wurde bei Sigma Aldrich gekauft (Batch #BCBZ5943, Reinheit = 98,0 %). Fiir die Extraktion
wurden Lésungsmittel von VWR International GmbH in technischer Qualitat verwendet, welche
mittels Destillation aufgereinigt wurden. Fur HPLC-Analysen und IT-TOF-Analysen wurden
spezielle Lésungsmittel mit hoherer Reinheit verwendet (HPLC grade, VWR; UHPLC-MS
grade). Deuteriertes Chloroform (Reinheit = 99,7 %) wurde bei Carl Roth GmbH & Co. KG ge-
kauft.

7.2  Extraktion und Analyse

7.2.1 Trockenmassebestimmung

Zur Bestimmung der Trockenmasse wurde das Gerat der Firma Sartorius, Moisture Analyzer
Modell MA 35, verwendet. Hierfir wurden etwa 2 g Pflanzenmaterial eingewogen und bei
130 °C fur 15 min erhitzt. Das Gerat gab den Wert der Trockenmasse in % an. Die Bestimmung
der Trockenmasse erfolgte im Triplikat.

7.2.2 Pflanzenmaterial

Es wurde ein Pulver des ganzen Krauts der Pflanze B. monnieri der Firma Terra Elements
verwendet. Die genaue Bezeichnung lautet Brahmi Pulver-Bio-Pur, Terra Elements GmbH,
Deutschland, die verwendetete Charge war L2018270711. Dieses Pulver wurde fir die Vor-
versuche (7.2.3) und die Extraktherstellung (7.2.4) verwendet und der gewonnene BME wurde
zur weiteren Aufarbeitung verwendet.

Weitere Pflanzenmaterialien wurden bei Svatv, Indien (Brahmi Powder,
PP/ORG/BM/1905001), bei WeightWorld, England (Bio Brahmi, 20211101) und bei AllgauPo-
wer, Deutschland (Bio Brahmi Pulver, XO010HSF2Z) erworben.
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Des Weiteren wurden bei Braineffect, Deutschland (Focus), The Himalaya Drug Company,
Indien (Brahmi Mind Wellness), Shree Baidyanath Ayurved Bhawan Pvt Ltd, Indien (Brahmi
Bati) Nahrungsergédnzungsmittel erworben. Alle Inhaltsstoffe dieser Nahrungsergédnzungsmit-
tel sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Die Extraktherstellung der Nahrungserganzungsmittel erfolgte
wie in 7.2.3 beschrieben, die Aufreinigung erfolgte wie in 7.2.5.1 beschrieben und der Chloro-
form Extrakt wurde anschliel3end untersucht.

Tabelle 6: Darstellung der Inhaltsstoffe aller untersuchten Pflanzenmaterialien und Nahrungsergan-
zungsmittel

Pflanzenmaterial /

Nahrungserganzungsmittel Tl S niies
Brahmi Pulver-Bio-Pur (Terra Elements, R
Deutschland) Brahmi Blatter
Brahmi Powder (Svatv, Indien) Bacopa monnieri Pulver
Bio Brahmi (Weight World, England) Brahmi Blatter
Bio Brahmi Pulver (Allgadu Power, Deutsch-

land) Brahmi Blatter

Citicolin, Acetyl-L-Carnitin, Extrakte von Ba-
copa monnieri, Ginkgo biloba, Panax gin-
seng und Piper nigrum, Vitamin Bs, Vitamin
Bi2

Focus (Braineffect, Deutschland)

Brahmi Mind Wellness (The Himalaya Drug

Company, Indien) Extrakt von Bacopa monnieri

Bacopa monnieri, Onosma bracteatum,
Piper nigrum, Ras Sindoor, Convolvulus
pluricaulis, Acorus calamus, Kupferpyrit

Brahmi Bati (Shree Baidyanath Ayurved
Bhawan Pvt Ltd, Indien)

7.2.3 Vorversuche

Fur die Vorversuche wurde 1 g Pflanzenmaterial auf 10 mL Lésungsmittel verwendet. Das
Pflanzenmaterial wurde vor der Extraktion fur 24 h mit Hexan verschlossen gerthrt, anschlie-
Rend wurde das Hexan abgenommen, das Pflanzenmaterial getrocknet und fir 24 h oder die
untersuchte Zeitdauer mit Methanol/Wasser (90/10) (v/v) oder dem bestimmten Losungsmittel
extrahiert. Die Untersuchung folgender Lésungsmittel wurde in Betracht gezogen: Methanol,
Ethanol und Wasser. Des Weiteren wurden Gemische von Methanol und Ethanol mit Wasser
(v/v) untersucht und verglichen. Die erhaltenen Lésungen wurden direkt oder verdinnt mit der
unter 7.2.6 beschriebenen Methode an der HPLC untersucht.

7.2.4 Extraktherstellung

Zur Extraktherstellung im gréReren Maf3stab wurden in drei Ansatzen jeweils 200,00 g Pflan-
zenmaterial zuerst fur 24 h mit 2 L Hexan bei Raumtemperatur gertihrt, das Hexan wurde an-
schlieBend abgenommen und Pflanzenmaterial wurde getrocknet. Danach wurde fur 24 h mit
2 L einer Methanol/Wasser (90/10) (v/v) Mischung jeweils bei Raumtemperatur unter Rithren
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mazeriert. Die erhaltenen Lésungen wurden filtriert (Filterpapier qualitativ, 240 mm, 313, VWR
516-0809), das organische Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck und das Ubrige
Wasser mittels Gefriertrocknung entfernt. Der Extrakt wurde bis zur weiteren Verwendung kihl
und trocken im Kihlschrank gelagert.

7.2.5 Extraktaufreinigung

7.2.5.1 Flussig-Flussig-Extraktion (LLE)

Der aus Kapitel 7.2.4 erhaltene Extrakt wurde mittels Fllissig-Fllssig-Extraktion weiter fraktio-
niert. Es wurden 3,00 g des erhaltenen Extraktes eingewogen, in 100 mL Wasser geldst und
zuerst zwei Mal gegen unpolare Losungsmittel ausgeschiittelt (n-Hexan, Chloroform, jeweils
75 mL). AnschlieBend wurde die Ubrige Wasserphase zwei Mal gegen 75 mL n-Butanol aus-
geschuttelt. Der Versuch wurde im Triplikat durchgefuhrt.

7.2.5.2 Fraktionierende Festphasen-Extraktion (SPE)

Die Festphasenextraktion wurde mittels einer Cig ec Kartusche (10000 mg/70 mL, Chrom-
abond, LOT 38.281) unter vermindertem Druck (maximaler Druck: 0,68 bar) vorgenommen.
Die Kartusche wurde mit Methanol und Wasser konditioniert (jeweils 100 mL), bevor anschlie-
Rend der in Wasser geldste butanolische Extrakt (LLE) (etwa 40 mg) aufgebracht wurde. Die-
ser wurde mit 100 mL Gemischen aus Wasser und Acetonitril heruntergeltst. Die schrittweise
Erhéhung des Acetonitril-Volumens erfolgte bis zu einem Prozentsatz von 40 % Acetonitril in
10 % Schritten, schlussendlich wurde der auf der Saule verbleibende Rest mit Acetonitril von
der Saule entfernt. Alle Losungen wurden getrennt voneinander aufgefangen, das Losungs-
mittel wurde entfernt und die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung im Kihlschrank
kuhl und trocken gelagert. Der Versuch wurde im Triplikat durchgefihrt.

7.2.5.3 Puriflash

Die saulenchromatographische Aufreinigung der Betulinsdure wurde an dem Flash-Chroma-
tographiesystem PuriFlash 4250 (ELSD) (Interchim) durchgefihrt. Dabei wurde der Chloro-
form Extrakt (24 mg) mittels einer C1g Séaule (Phenomenex, Luna Cis 5 u 15 x 250 mm) aufge-
reinigt. Ein Laufmittelgemisch von Wasser (A) und Methanol (B) wurde verwendet, wobei mit
40 % B gestartet wurde und die Konzentration an B innerhalb von 48 Minuten auf 95 % steigt
und fiir 19 Minuten gehalten wurde, um die Betulinsaure zu erhalten.
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7.2.6 HPLC-ELSD

Fir die HPLC-Analytik zur Bestimmung des Gesamtbacosidgehaltes und zur Untersuchung
des Chloroform Extraktes wurde ein System der Firma Shimadzu mit zwei Pumpen (LC-20AD),
einem Probengeber (SIL-20AC HT), einem S&ulenofen (CTO-20A) einem PDA Detektor (SPD-
M20) und einem ELSD Detektor (LT Il) verwendet. Zur Auftrennung wurde eine Phenomenex
Luna Cis@) Séaule, (4,6 x 250 mm, 5 u, 100 A), bei 30 °C und einer Flussrate von 1 mL/min
genutzt. Die mobile Phase war Wasser mit 0,1 % Ameisenséure (A) und Acetonitril mit 0,1 %
Ameisenséaure (B).

Folgende Methoden wurde verwendet:

Tabelle 7: HPLC-ELSD-Methode 1 zur Bestimmung des Luteolingehaltes und des Bacosidgehaltes.

Zeit / min B-Konzentration / %
00,01 25
33,00 38
49,00 60
50,00 95
51,00 95
52,00 25
60,00 25

Tabelle 8: HPLC-ELSD-Methode 2 zur Untersuchung von Bacosin und Betulinsaure.

Zeit / min B-Konzentration / %
00,01 25
15,00 95
30,00 95
31,00 25
40,00 25

Alle Extrakt-Proben wurden vor der Messung an der HPLC-ELSD durch einen Nylon-Filter
(Carl Roth, KC.64.1) filtriert.

7.2.7 HPLC-IT TOF

Fur die HPLC-Analytik mit anschlieRender massenspektrometrischer Untersuchung (IT TOF)
wurden ein System der Firma Shimadzu mit zwei Pumpen (LC-20AD), einem Probengeber
(SIL-20AC HT), einem Saulenofen (CTO-20A) und einem PDA Detektor (SPD-M20) verwen-
det. Zur Auftrennung wurde eine Phenomenex Kinetex C1s Séule (2,1 x 250 mm, 2,6 u, 100 A).

Die Interface Temperatur fur die ESI lonisierung lag bei 210 °C, die Flussrate des Zerstau-
bungsgases lag bei 1,5 L/min (Stickstoff), die negative Nadelspannung der ESI lag bei -3,5 kV
und die positive Nadelspannung der ESI lag bei 3,5 kV. Fir die Fragmentierung lag die Akku-
mulationszeit bei 20 ms fur MS, bei 30 ms fir MS? und bei 30 ms fir MS2® mit dem Kollisionsgas
(Argon) bei 100 % und 300 % Kollisionsenergie.
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Tabelle 9: HPLC-IT TOF-Methode 3 zur Analyse der SPE Extrakte und der Betulinsdure in Extrakten
und Nahrungserganzungsmitteln.

Zeit / min B-Konzentration / %
00,01 5

25,00 95

30,00 95

38,00 5

7.2.8 Kalibrierung

Zur Kalibirierung und Bestimmung des Bacosid A Gehaltes wurde das Gemisch, welches aus
den vier Bacosiden Bacosid A3, Bacopasid Il, Bacopasaponin C und Bacopasid X besteht,
verwendet. Die Kalibrierung wurde im Bereich von 0,5 mg/mL bis 1,7 mg/mL mittels HPLC mit
der oben genannten Methode (Tabelle 7) vermessen. Nachdem fiir Bacosid A eine Reinheit
von = 90 % beim Hersteller angegeben wird, wird im Weiteren mit einer Reinheit von 100 %
gerechnet.

Zur Kalibirierung und Bestimmung des Luteolingehaltes wurde im Bereich von 0,05 mg/mL bis
0,16 mg/mL mittels HPLC mit der oben genannten Methode (Tabelle 7) vermessen. Nachdem
fur Bacosid eine Reinheit von = 98 % beim Hersteller angegeben wird, wird im Weiteren mit
einer Reinheit von 100 % gerechnet.

7.2.9 Gefriertrocknung

Alle erhaltenen Fraktionen oder Extrakte wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und an der
Gefriertrocknungsanlage (Christ Alpha 2-4 LDplus) getrocknet.

7.2.10 NMR-Spekroskopie

Die Aufnahmen der NMR Spektren fur die Strukturuntersuchung von Bacosin und Betulinsdure
wurde von Prof. Dr. Eisenreich, Lehrstuhl fir Biochemie, in Garching vorgenommen. Hierbei
wurden die NMR Spektren am Bruker AV-III-HD Spektrometer (500 MHz) in perdeuterierten
Ldsungsmitteln aufgenommen. Fir die Aufnahme der Spektren wurden zwei unterschiedliche
Probenkopfe verwendet, fur die *H Spektren der TXI und fiir die **C Spektren der Cryo-QNP.
Mit der Bruker TOPSPIN Software (Version 3.5) wurden die Spektren weiterverarbeitet. Die
chemischen Verschiebungen & wurden in ppm angegeben. Als Auswertesoftware fur die Spek-
tren wurde MestreNova-14 verwendet. Die NMR Vorhersagen wurde mittels I-Lab 2.0 (Algo-
rithm Version v14.0.1.34189), MestreNova-14 (Prediction Tool) und mittels ChemDraw Pro-
fessional 16.0 (ChemDraw Prediction) durchgefiihrt.
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7.2.11 GC-MS

Fir die GC-MS Analytik wurde ein Gaschromatograph mit gekoppeltem Massenspektrometer
der Firma Shimadzu (QP2010SE, EIl) verwendet. Mittels einer Hochtemperatursaule (Ma-
chery-Nagel, 5 HT) wurden die Spektren aufgenommen, wobei Trimethylsulfoniumhydroxid
(TMSH) (Injektionsvolumen: 1,0 yL) als Derivatisierungsreagenz verwendet wurde. Die Injek-
tionstemperatur betrug 275 °C, die Temperatur der lonenquelle lag bei 250 °C und die Inter-
face Temperatur lag bei 280 °C. Als Tragergas wurde Helium bei einer Flussrate von
1,5 mL/min verwendet. Die untersuchten Proben wurden in Chloroform (CHCIs) gelost
(2 mg/mL, Injektionsvolumen: 1,0 pL).

7.2.12 Absorbanzmessungen

Die Messungen der Absorbanzspektren verschiedener Thioindirubine wurde an einem Cla-
rioSta (BMG Labtech) durchgefiihrt. DMSO als Losungsmittel wurde mitgemessen und abge-
zogen.

7.2.13 Schmelzpunktmessung

Die Messung der Schmelzpunkte erfolgte an einem MPM-H2 Schmelzpunktmessgerat.

7.3  Zellkulturarbeiten

Der duale Luciferase-Assay wurde am Institut flir Experimentelle Neuroregeneration von Prof.
Dr. Sébastien Couillard-Després an der Paracelsus Medizinischen Privatuniversitéat unter An-
leitung von Dr. Lara Bieler oder durch diese durchgefihrt. Die Ergebnisse der Thioindirubine
wurden in einem Zweitversuch verifiziert.

Die embryonalen Vorderhirnzellen der Maus wurden nach einem Protokoll von Oberbauer et
al. vorbereitet [213]. Die Passage 1 dieser Zellen wurden mittels Elektroporation (Amaxa Nu-
cleofector I, Programm A-033) mit zwei Luciferasen, Photinus pyralis und Renilla reniformis
transfiziert. Hierzu wurde das Nucleofector-Maus-Transfektionskit fir neuronale Stammzellen
(Lonza) verwendet. AnschlieBend wurden die Zellen in Neurobasal-Medium (Gibco) resuspen-
diert. Dieses enthielt zusatzlich 2 % B27 (Gibco), 2 mM L-Glutamin, 100 U/mL Penicillin,
100 pg/mL Streptomycin und 1 % fotales Kéalberserum. Als Abkirzung fur dieses Mediumge-
misch wird im Folgenden NB-1 % FBS verwendet.

Die Zellen wurden in einer Dichte von 2,5 x 10* Zellen pro Well (200 uL) in beschichtete, weilRe
96-Well Platten (Greiner) ausgesat. Die Zellzahlung wurde mittels eines Zellzdhlgerates
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(CASY TT150) durchgefihrt. Die Beschichtung der Platten erfolgte mit Poly-L-Ornithin (Sigma,
100 pg/mL) und Laminin (Sigma, 5 pg/mL).

Nach 24 h Kultivierung wurde das Medium auf den Zellen durch NB-1 % FBS mit der enthal-
tenen Menge an Extrakten oder Indolalkaloiden ersetzt. Die Extrakte, Reinsubstanzen und
Indolalkaloide wurden in DMSO gel6st, wobei die Konzentration von DMSO im Well weniger
als 0,05 % betrug. AnschlieRend wurden die Zellen fiir weitere 72 h bei 37 °C inkubiert. Nach
72 h wurde das Medium abgenommen und die Zellen wurden fur 10 Minuten lang bei Raum-
temperatur lysiert. Dafir wurden 25 L eines Lysepuffers pro Well (25 mM Tris-HCI, pH 7,8,
2mM DTT, 1 % Triton X-100, 2mM EDTA und 10 % Glycerin) verwendet. 80 pyL des Firefly
Puffers wurden pro Well zugegeben. Der Firefly Puffer besteht aus 25 mM Glycylglycine
(Acros), 15 mM KxPO, (pH 8,0), 4 mM EGTA, 15 mM MgSOQ4, 2 mM ATP, 1 mM DTT, 0,1 mM
Coenzym A und 75 mM D-Luciferin (Synchem). 100 uL eines frisch hergestellten Renilla Puf-
fers wurden pro Well zugegeben. Der Renilla Puffer besteht aus 1,1 M NaCl, 2,2 mM
Na;EDTA, 0,22 M K«PO4 (pH 5,1), 0,44 mg/mL BSA, 1,3 mM NaNs, 1,43 mM Coelenterazin
(Promega). Die Biolumineszenz wurde unter Verwendung eines TriStar Multimode Mikrotiter-
platten-Lesegerats LB 941 (Berthold Technologies) bestimmt.

7.4  Synthesen der Thioindirubine

Die Synthesen der Thioindirubine wurden von Jennifer Killinger und Alexander Widmann unter
Anleitung von Prof. Dr. Herbert Riepl durchgefihrt.

Allgemeine Synthesevorschrift

Isatin oder Derivate (1) (Substitution an Position 5) davon und Rhodanin (2) wurden im glei-
chen Stoffmengenverhéltnis eingesetzt und in 35 mL Pyridin gelést und mit 2 mL Wasser ver-
setzt. AnschlieRend wurde das Reaktionsgemisch fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt.
Danach wurden 40 mL Tetrahydrofuran zugesetzt und das Gemisch wurde flr zwei Stunden
unter Ruckflusskiihlung zum Sieden erhitzt. Das Gemisch wurde im Eisbad abgekuhlt. Das
auskristallisierte Produkt (3) wurde mittels Vakuumfiltration abgetrennt und fiir mindestens
24 Stunden im Abzug getrocknet. AnschlieRend erfolgte die Hydrolyse der Produkte. Dies ge-
schah unter Zugabe von 50 mL einer Natriumhydroxidlésung (10 %). Die Suspension wurde
auf 60 °C fur eine Stunde unter Rihren erhitzt. Danach wurde das Gemisch im Eisbad gekihlt
und anschlieend wurden 30 mL Salzsaure (5 M) zugetropft. Anschlieend wurden 150 mL
Wasser hinzugefiigt, um weiterhin die Durchmischung der Suspension sicherzustellen. Zuerst
bildete sich ein gelber Feststoff, welcher durch die weitere Zugabe von Salzsaure braun
wurde (4). Dieser wurde mittels Vakuumfiltration abgetrennt und im Abzug getrocknet.
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Abbildung 49: Allgemeiner Syntheseweg zur Herstellung von Thioindirubinen nach Riepl und Ur-
mann [127] unter Beschriftung der wichtigsten Reaktionsschritte.

Die Diazotierung der Produkte (4) erfolgte mit den Benzen-Diazonium-Derivaten (5) (Substitu-
tion an Position 5°). Der erhaltene Feststoff wurde in 10 mL Natronlauge (2 M) gel6st. Anschlie-
Rend wurden 60 mL Wasser zugegeben. Eine Zugabe der aquivalenten Menge des Salzes fir
die Diazotierung wurde bei 60 °C zur Lésung zugetropft und eine Stunde geriihrt. Es galt da-
rauf zu achten, dass die Reaktionslésung gut durchmischt wird. Weiterhin sollte der pH-Wert
durch die Zugabe von Natronlauge bei einem Wert von 8-9 zu gehalten werden, da dieser
Syntheseschritt flir Nebenreaktionen anfallig ist. Das Nebenprodukt war ein unléslicher Fest-
stoff. Nach Abtrennung des Nebenproduktes durch Filtration wurde das Filtrat mittels Salz-
saure (2 M) auf einen pH-Wert von 1 eingestellt, wodurch das Produkt ausgefallen ist. Dieses
wurde filtriert und getrocknet.
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Die abschlieRende Zyklisierung (6-7) erfolgte unter Zugabe von Polyphosphorséure. Das Ge-
misch wurde im Olbad fir 2 Stunden bei 110 °C geriihrt. AnschlieBend wurde das hochvis-
kose, violette Gemisch auf 50 g Eis gegossen, eine Stunde geriihrt und Gber einen Faltenfilter
abfiltriert. Das Thioindirubin (7) wurde abschlie3end mit Hilfe einer Soxhlet Extraktion mit Ace-
ton als Losungsmittel aus dem Filterpapier extrahiert und teilweise noch saulenchromatogra-
phisch aufgereinigt.

Die Herstellung der Thioindirubine erfolgte nach der oben beschriebenen Synthesevorschrift.

5‘-Thioindirubinessigsaure

Isatin (1) wurde mit Rhodanin (2) umgesetzt. Das erhaltene Produkt (3) wurde durch Hydrolyse
umgesetzt. Das Produkt (4) (243 mg, 1,1 mmol) wurde mit 4-Carboxybenzoldiazoniumhydro-
gensulfat (5) (2,61 g, 19 mmol) umgesetzt. Das erhaltene Produkt (6) wurde mit PPA zum
Produkt umgesetzt (56 mg, 0,17 mmol, 32 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 11,15 (s, 1H), 9,00 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 8,27 (d, J = 2,3 Hz,
1H), 8,20 (dd, J = 8,0, 2,1 Hz, 1H), 7,48-7,38 (m, 2H), 7,09 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 6,94 (d,
J=7,8 Hz, 1H).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 189,24, 169,04, 166,22, 151,88, 143,90, 137,55, 136,25,
133,10, 129,14, 128,87, 128,18, 127,65, 126,74, 124,79, 121,94, 120,71, 110,40.

HRMS-TOF (m/z): 322,0172.

5‘-Chlor-5-Methylthioindirubin

5-Methyl-Isatin (1) wurden mit Rhodanin (2) umgesetzt. Der erhaltene Feststoff (3) wurde
durch Hydrolyse umgesetzt, wodurch das Methylderivat von (4) erhalten wurde. Ein Teil davon
(259 mg, 1,1 mmol) wurde mit 4-Chlorbenzoldiazoniumhydrogensulfat (2,42 g, 19 mmol) um-
gesetzt. Ein Methylderivat von (6) mit einer Chlorgruppe als R* wurde erhalten, welches im
Anschluss mit PPA umgesetzt wurde. Der erhaltene, rot-violette Feststoff wurde aufgereinigt
(33 mg, 0,1 mmol, 9 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 11,05 (s, 1H), 8,85 (s, 1H), 7,93-7,67 (m, 3H), 7,25 (d,
J=7,8Hz, 1H), 6,85 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 2,34 (s, 3H).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) d 189,35, 169,63, 146,34, 145,59, 142,23, 136,29, 134,11,
133,43, 131,12, 131,04, 130,98, 128,84, 128,41, 126,78, 126,12, 110,66, 21,48.

HRMS-TOF (m/z) [M+H]*: 328,0187.
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5‘-Methylthioindirubin

Isatin (1) wurde mit Rhodanin (2) umgesetzt. Das erhaltene Produkt (3) wurde durch Hydrolyse
umgesetzt. Produkt (4) (243 mg, 1,1 mmol) wurde mit 4-Methylbenzoldiazoniumhydrogensul-
fat (5) (2,04 g, 19 mmol) umgesetzt. Das erhaltene Produkt (6) wurde mit PPA zum tiefroten
Produkt umgesetzt und saulenchromatographisch tber Kieselgel (Toluol/Aceton (50/50)) auf-
gereinigt (58 mg, 0,19 mmol, 24 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 11,11 (s, 1H), 9,02 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,68 (d, J= 1,7, 5,5 Hz,
1H), 7,64 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,57 (dd, J = 8,1, 1,8 Hz, 1H), 7,41 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 7,08 (t,
J=7,6Hz, 1H), 6,95 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 2,39 (s, 3H).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-de) 5 190,05, 169,13, 144,01, 143,60, 138,63, 137,46, 136,01,
132,63, 128,94, 127,43, 127,24, 126,37, 124,23, 121,79, 120,77, 110,25, 20,35.

HRMS-TOF (m/z) [M+H]": 294,0578.

5‘-Methyl-5-Fluorthioindirubin

5-Fluor-lsatin (1) (5,14 g, 0,03 mol) wurden mit Rhodanin (2) (4,0 g, 0,03 mol) umgesetzt. Der
erhaltene, schwarze, violette Feststoff (3) (7,7 g, 0,03 mol, 91 %) wurde durch Hydrolyse um-
gesetzt, wodurch das Fluorderivat von (4) (5,8 g, 0,024 mol, 80 %) als roter Feststoff erhalten
wurde. Ein Teil dieses Fluorderivats von (4) (1,0 g, 0,0042 mol) wurden mit 4-Methylbenzoldi-
azoniumhydrogensulfat (1.47 g, 0,0095 mol) umgesetzt. Ein Fluorderivat von (6) mit einer Me-
thylgruppe als R* (50,7 mg, 0,15 mmol, 3,7 %) wurde erhalten, wovon ein Teil (25,4 mg,
0,077 mmol) mit PPA (16,9 g, 0,17 mol) umgesetzt wurde. Der erhaltene, rot-violette Feststoff
wurde saulenchromatographisch Uber Kieselgel (DCM/MeOH (90/10)) aufgereinigt, wodurch
ein schwarz-violetter Feststoff erhalten wurde (11,3 mg, 0,036 mmol, 47 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 11,11 (s, 1H), 8,79 (dd, J = 10,5, 2,2 Hz, 1H), 7,66 (s, 1H),
7,62 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,56 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,26 (td, J = 8,8, 2,7 Hz, 1H), 6,93 (dd,
J =86, 4,7 Hz, 1H), 2,37 (s, 3H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 190,06, 168,88, 158,29, 155,96, 143,65, 140,03, 139,75,
137,48, 136,02, 128,52, 126,33, 124,10, 121,11, 118,74, 113,86, 110,76, 20,12.

HRMS-TOF (m/z) [M-H]": 310,0388.

5‘-Methyl-5-Chlorthioindirubin

Ein Teil eines Chlorderivats von (4) (0,50 g, 2 mmol) wurden mit 4-Methylbenzoldiazoniumtet-
rafluoroborat (0,4 g, 2 mmol) umgesetzt. Ein Chlorderivat von (6) mit einer Methylgruppe als

R* (295,7 mg, 0,85 mmol, 44 %) wurde erhalten, wovon ein Teil (105,6 mg, 0,31 mmol) mit
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PPA (17,5 g, 0,18 mol) umgesetzt wurde. Der erhaltene, rot-violette Feststoff wurde saulen-
chromatographisch tber Kieselgel (DCM/MeOH (90/10)) aufgereinigt, wodurch ein tiefroter
Feststoff erhalten wurde (11,3 mg, 0,034 mmol, 11 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 11,25 (s, 1H), 9,06 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,71-7,69 (m, 1H),
7,65 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,61-7,57 (m, 1H), 7,47 (dd, J = 8,3, 2,3 Hz, 1H), 6,97 (d, J = 8,3 Hz,
1H), 2,39 (s, 3H).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) keine Daten verfigbar.

HRMS-TOF (m/z) [M-H]": 326,0041.

5‘-Methyl-5-Bromthioindirubin

5-Brom-Isatin (1) (6,5 g, 0,03 mol) wurden mit Rhodanin (2) (4,0 g, 0,03 mol) umgesetzt. Der
erhaltene, rot, violette Feststoff (3) (9,5 g, 0,03 mol, 92,6 %) wurde durch Hydrolyse umge-
setzt, wodurch das Bromderivat von (4) (6,6 g, 0,022 mol, 73,6 %) als roter Feststoff erhalten
wurde. Ein Teil dieses Bromderivats von (4) (1,4 g, 0,0047 mol) wurden mit 4-Methylbenzoldi-
azoniumhydrogensulfat (1,77 g, 0,011 mol) umgesetzt. Ein Bromderivat von (6) mit einer Me-
thylgruppe als R’ (184 mg, 0,47 mmol, 10,1 %) wurde erhalten, wovon ein Teil (92,1 mg,
0,31 mmol) mit PPA (12,8 g, 0,13 mol) umgesetzt wurde. Der erhaltene, rot-violette Feststoff
wurde sdulenchromatographisch Uber Kieselgel (DCM/MeOH (90/10)) aufgereinigt, wodurch
ein tiefroter Feststoff erhalten wurde (52,1 mg, 0,14 mmol, 43,4 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8 11,26 (s, 1H), 9,20 (s, 1H), 7,70 (s, 1H), 7,65 (d, J = 8,0 Hz
1H), 7,59 (dd, J = 8,3, 2,0 Hz, 2H), 6,93 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 2,39 (s, 3H).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 190,70, 169,12, 144,58, 142,74, 140,93, 138,03, 136,86,
135,11, 130,04, 129,18, 127,36, 125,16, 122,96, 113,82, 112,72, 20,84.

HRMS-TOF (m/z) [M-H]"; 369,9538.

5‘-Methyl-5-Methoxythioindirubin

5-Methoxy-Isatin (1) (5,0 g, 0,03 mol) wurden mit Rhodanin (2) (4,0 g, 0,03 mol) umgesetzt.
Der erhaltene, schwarz, violette Feststoff (3) (10,1 g, 0,03 mol, 114,9 %) wurde durch Hydro-
lyse umgesetzt, wodurch das Methoxyderivat von (4) (7,5 g, 0,030 mol, 100 %) als braun-roter
Feststoff erhalten wurde. Ein Teil dieses Methoxyderivats von (4) (1,0 g, 0,004 mol) wurden
mit 4-Methylbenzoldiazoniumhydrogensulfat (1,47 g, 0,0095 mol) umgesetzt. Ein Methoxyde-
rivat von (6) mit einer Methylgruppe als R* (83,2 mg, 0,24 mmol, 6,1 %) wurde erhalten, wovon
ein Teil (40,3 mg, 0,12 mmol) mit PPA (19,2 g, 0,20 mol) umgesetzt wurde. Der erhaltene, rot-
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violette Feststoff wurde saulenchromatographisch tber Kieselgel (DCM/MeOH (90/10)) aufge-
reinigt, wodurch ein schwarz-violetter Feststoff erhalten wurde (7,6 mg, 0,024 mmol, 19,6 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 10,91 (s, 1H), 8,72 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 7,72-7,65 (m, 1H),
7,61 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,55 (dd, J = 8,1, 1,4 Hz, 1H), 7,01 (dd, J = 8,6, 2,7 Hz, 1H), 6,85 (d,
J =8,5Hz, 1H), 3,80 (s, 3H), 2,37 (s, 3H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) d 190,72, 169,65, 154,95, 144,58, 139,34, 138,03 (2C), 136,56,
129,45, 128,31, 127,00, 124,73, 121,83, 119,03, 113,58, 111,11, 56,06, 20,87.

HRMS-TOF (m/z) [M+H]": 324,0702.
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Abbildung 50: *H,’H COSY Spektren der Reinsubstanz extrahiert aus B. monnieri (Terra Elements) (A),
der Referenzsubstanz Bacosin (B) und der Referenzsubstanz Betulinsaure (C) [168].
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Abbildung 51: *H,*C HMBC Spektren der Reinsubstanz extrahiert aus B. monnieri (Terra Elements)
(A), der Referenzsubstanz Bacosin (B) und der Referenzsubstanz Betulinséaure (C) [168].
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Tabelle 10: Darstellung aller *H NMR Daten der Vorhersagen mit den unterschiedlichen Softwarepake-
ten (ACD/Labs, MestreNova, ChemDraw) im Vergleich mit den Daten der Reinsubstanz (Betulinséure)
gewonnen aus B. monnieri (Terra Elements)

Mestre Betulin-
ACD/ f;:bzl I\Nllg\?;re Novall_ Chem- g?:vr\? saure
cAom Ezzzsin B.(_atulln- Bacosin S:S:em g;?:vgsin Betlf- ;uosnﬁi.eri
saure (CDCls) linsaure
(CDCls) (CDCls)
o'H o'H o'H o 'H o 'H o 'H o H
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
1 1,18 1,66 1,12 0,91 1,31 1,31 0,92
1,72 1,70 1,58 1,66 1,56 1,56 1,67
> 1,77 1,59 1,59 1,59 1,47 1,47 157
2,01 1,84 1,69 1,69 1,72 1,72 '
3 3,64 3,46 3,20 3,20 3,34 3,34 3,21
4 - - - - - - -
5 1,80 0,91 1,45 1,45 0,94 0,94 0,70
6 1,49 1,41 1,39 1,47 1,38 1,38 1,38
1,38 1,56 1,59 1,55 1,63 1,63 1,51
1,87 1,40 1,49 1,28 1,31 1,31 1,37
2,06 1,42 1,75 1,57 1,56 1,56 1,38
8 - - - - - - -
9 2,07 1,23 1,45 1,45 0,94 0,94 1,27
10 - - - - - - -
11 1,10 1,21 1,16 1,16 1,28 1,38 1,25
1,54 1,42 1,47 1,47 1,63 1,63 1,42
12 1,09 1,90 1,33 1,34 1,38 1,38 1,05
1,82 1,97 1,61 1,78 1,63 1,63 1,69
13 2,09 2,56 1,46 1,55 1,46 1,04 2,20
14 - - - - - - -
15 1,68 1,28 1,99 1,08 1,65 1,31 1,22
2,68 1,68 2,15 1,44 1,90 1,56 1,52
16 1,82 2,26 1,27 1,37 1,31 1,65 1,42
1,92 2,63 1,67 2,11 1,56 1,90 2,26
17 - - - - - - -
18 1,29 1,69 1,07 1,49 1,07 1,49 1,61
19 2,44 3,54 2,37 3,01 2,09 2,09 3,01
20 - - - - - - -
21 1,40 1,52 1,54 1,54 1,30 1,38 1,41
1,92 2,24 1,68 1,68 1,55 1,55 1,97
29 1,26 1,59 1,20 1,39 1,25 1,40 1,47
1,50 2,26 1,38 1,69 1,50 1,65 1,96
23 0,88 1,06 0,85 0,85 0,89 0,89 0,99
24 1,06 1,23 0,90 0,90 0,89 0,89 0,78
25 0,96 0,85 0,87 0,85 0,84 0,84 0,85
26 1,20 0,91 0,86 0,98 0,89 0,89 0,96
27 - 1,03 - 0,96 12,08 0,89 1,00
28 0,88 - 0,80 - 0,70 12,08 -
4,68 4,56 4,92 4,92 4,63
= 4,70 4,69 4,62 4,67 5,11 5,11 4,76
30 1,64 1,79 1,68 1,68 1,79 1,79 1,71
3-OH 3,52 4,29 2,20 2,20 4,77 4,77 -
COOH | 10,57 10,37 10,77 - 12,08 12,08 -
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Tabelle 11: Darstellung der *H NMR Daten der Reinsubstanz (Betulinséure) gewonnen aus B. monnieri
(Terra Elements), der Referenzsubstanz Bacosin (PhytoLab), der Referenzsubstanz Betulinsaure (Phy-
toLab), des Bacosins gewonnen von Ahmed und Rahman [74], des Bacosins gewonnen von Kishore et
al. [169] und der Betulinsdure gewonnen durch Khaliq et al. [182].

Betulin- Ahmed und | ,. Khalig et

C-Atomn saure aus | Bacosin Iliar:asf;;re Raman ;lshore et |l
B. monnieri | (CDCls) (CDCly) (CDCly) [169] (CDCls)
(CDClg) [74] [182]
& *H (ppm) | & *H (ppm) | 8 *H (ppm) | & *H (ppm) | & *H (ppm) | & *H (ppm)

1 a: 0,92 a: 0,92 a: 0,92 a: 1,35 136 a: 0,93
B:1,67 B:1,67 B: 1,67 B:1,79 ’ B:1,71

a: 1,41 a: 1,62

2 1,57 1,57 1,57 B: 1.44 1,59 B: 1,57

3 3,21 3,21 3,21 4,27 4,15 3,21

4 - - - - - -

5 0,70 0,70 0,70 0,97 1,79 0,71

6 a: 1,51 a: 1,51 a: 1,51 a: 1,47 191 a: 1,53
B: 1,38 B: 1,38 B:1,38 B: 1,23 ' B: 1,41
a: 1,37 a: 1,37 a: 1,37 a: 1,40 136 a: 1,41
B:1,38 B:1,38 B: 1,38 B: 1,27 ' B: 1,39

8 - - - - - -

9 1,27 1,27 1,27 1,53 1,49 1,29

10 - - - - - -

11 a: 1,42 a: 1,42 a: 1,42 a: 2,08 158 a: 1,44
B:1,25 B:1,25 B: 1,25 B: 1,59 ' B: 1,29
a: 1,05 a: 1,05 a: 1,05 a: 1,09 a: 1,06

2 B: 1,69 B: 1,69 B: 1.69 B: 1.82 1,40 B: 1.73

13 2,2 2,2 2,2 2,9 2,85 2,2

14 - - - - - -

15 Gf 1,22 0(5 1,22 af 1,22 a.: 2,07 208 af 1,21
B: 1,52 B: 1,52 B: 1,52 B: 2,28 B: 1,56

16 a: 2,26 a: 2,26 a: 2,26 a: 1,83 178 a: 1,42
B:1,42 B:1,42 B: 1,42 B: 2,79 ' B: 2,29

17 - - - - - -

18 1,61 1,61 1,61 2,13 2,18 1,64

19 3,01 3,02 3,02 2,95 2,68 3,02

20 - - - - - -

21 a: 1,97 a: 1,97 a: 1,97 a: 1,56 151 a: 1,41
B:1,41 B:1,41 B:1,41 B:2,18 ’ B: 1,99
a: 1,96 a: 1,96 a: 1,96 a: 2,23 a: 1,50

22 B: 1,47 B: 1,47 B: 1,47 B: 1,54 1,54 B: 1,99

23 0,99 0,99 0,99 0,76 0,96 0,99

24 0,78 0,78 0,78 0,86 0,91 0,78

25 0,85 0,85 0,85 0,93 0,91 0,85

26 0,96 0,96 0,96 0,87 0,84 0,96

27 1,00 1,00 1,00 - - 1,00

28 - - - 0,65 0,76 -

29 a: 4,76 a: 4,76 a: 4,76 a: 4,68 475 a: 4,77
B: 4,63 B: 4,63 B: 4,63 B: 4,55 ’ B: 4,64

30 1,71 1,71 1,71 1,64 1,71 1,71

3-OH - - - 1,35 1,93 -
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9.2 Abkirzungsverzeichnis

4T1 Zellen Brustkrebszelllinie aus der Milchdrise von
Albinoratten

AICls3 Aluminiumchlorid

AMPA a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionsaure

AF64A Ethyl-2 Hydroxyethylaziridinium

AGE Advanced Glycation Endproduct, glykierte
Reaktionsprodukte

APT attached proton test

ARTN Artemin

ATP Adenosintriphosphat

BA Bacosid A

BDNF brain-derived neurotrophic factor,
Wachstumsfaktor

BM Bacopa monnieri

BME Bacopa monnieri Extrakt

BrdU Bromdesoxyuridin

BSA Bovines Serumalbumin

BuOH Butanol

CA Cornu Ammonis, Regionen im Hippocampus

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

CDC cell division cycle, Phosphatase

CDCls deuteriertes Chloroform

CDK Cyclin-abhangige Kinasen

cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat

CHClI Chloroform

COosy correlation spectroscopy

CREB cAMP response binding protein,
Transkriptionsfaktor

Cus chronisch unvorhersebarer Stress

DCX Doublecortin

DIA differenzierungsinduzierende Aktivitat

DMBA 7,12-Dimethylbenz[a]anthracen

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium,
Nahrmedium in der Zellkultur

DMSO Dimethylsulfoxid

DOPAC 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-
tetraessigsaure

El Elektronenstof3ionisation

ERK Extracellular-signal Regulated Kinases

ESI Elektronensprayionisation

ELSD Lichtstreudetektor

EtOAcC Ethylacetat

EtOH Ethanol

FBS Fetales Kéalberserum

GABA y-Aminobutyric acid

GC Gaschromatographie

GFAP glial fibrillary acidic  protein, saures
Gliafaserprotein

GluR2 Untereinheit des AMPA Rezeptors
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GSK

h
HMBC
HSQC
HPLC
HVA
H.O
ICs0
IFN

IL

IR

IT TOF
Kie7
KxPOg4
MCP-1
MeCN

MEL-2 Zellen

MeOH
MgSO.
min
MIP-1B3

MM-CI
MPTP
MS
NaNs3
NEAA
NeuN

NF-kB
NGF
NLA
NMDA
NMR
NOESY

NPA
NRA
OHDA
p38-MAPK
PBS

PDA
PDBE
PPA

RA

ROS
RUNX2

RP1s
SNP
SPE
STZ
TAA
TCM
TFNa

Glykogensynthase-Kinase

Stunden

heteronuclear multiple bond correlation
heteronuclear single quantum coherence
Hochleistungsflussigkeitschromtaographie
Homovanillinsaure

Wasser

Halbmaximale inhibitorische Konzentration
Interferon

Interleukin

Infrarotspektroskopie

ion trap time of flight

Proliferationsmarker

Kaliumphosphat

monocyte chemoattractant protein, Chemokin
Acetonitril

humane maligne Melanomzellen
Methanol

Magnesiumsulfat

Minuten

macrophage inflammatory protein

Zytokin

Methylquecksilberchlorid
1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
Massenspektrometrie

Natriumazid

nicht-essentielle Aminosauren

neuronal nuclear antigen

(Biomarker fur Neuronen)

nuklearer Faktor kB
Nervenwachstumsfaktor

Normierte Luciferase Aktivitat
N-Methyl-D-Aspartat
Kernresonanzspektroskopie

nuclear overhauser enhancement and
exchange spectroscopy
3-Nitropropionsaure

Normierte Renilla Aktivitat
6-Hydroxydopamin

p38-mitogenaktivierte Proteinkinasen
phosphatgepufferte Salzlésung
Photodiodenzeile
Decabromodiphenylether
Polyphosphorsaure

Retinsaure

Reaktive Sauerstoffspezies

Runt-related transcription factor 2,
Transkriptionsfaktor

Umkehrphase, Octadecylphase
Natriumnitroprusside
Festphasenextraktion

Streptozotocin

Thioacetamid

Traditionelle chinesische Medizin
Tumornekrosefaktor a
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THP-1 menschliche, monozytische Zelllinie
TMSH Trimethylsulfoniumhydroxid

TPA 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetat
tr Retentionszeit

uv Ultraviolett

VPA Valproinsaure

ZNS zentrales Nervensystem
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