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1. EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

1.1. Taxol® (Paclitaxel)

Taxol ist ein komplexes Diterpenoid mit der chemischen Bezeichnung
(2a,40,5B,7B,10B,13a) -4,10- Bis (acetyloxy) -13- {[(2R,3S) -3- (benzoyl-
amino) -2- hydroxy -3- phenylpropanoyl] oxy} -1,7- dihydroxy -9- oxo -5,
20-epoxytax-11-en-2-yl-benzoat (IUPAC), der Summenformel C47H5:NO14
und einem Molekulargewicht von 853.9 Da (Panchagnula, 1998). Der
Kern von Taxol besteht aus einem A-, B-, und C-Ringsystem, woran
unterschiedliche funktionelle Gruppen wie 2 Hydroxy-, eine Benzoyl-, 2
Acetylgruppen und ein Oxetanring gebunden sind. In Position C13 ist
(2'R,3'S)-N-benzoyl-3'-phenylisoserin uber die Hydroxylgruppe verestert
(Malik et al., 2011).

Abbildung 1: Strukturformel von Taxol



Der erste Schritt der Taxolbiosynthese in pflanzlichen Zellen beginnt, wie
Abbildung 2 (Seite 3) zeigt, mit der Zyklisierung des Geranyl-
geranyldiphosphats (GGPP) zu Taxa-(4,5),(11,12)-dien, wobei das GGPP
im Laufe der Isoprenbiosynthese aus 3 Isopentenyldiphosphat-Molektlen
und einem Dimethylallyldiphosphatmolekil (DMAPP) gebildet wird
(Teuscher et al., 2004). Weiters kommt es zur Hydroxylierung in Position
C5 des Taxanrings und Ausbildung des Taxa-4(20),11(12)-dien-5a-ol
(Jennewein et al., 2004). Im nachsten Schritt spalten sich die Wege der
Biosynthese von Taxol auf und aus dem Taxa-4(20),11(12)-dien-5a-ol
wird einerseits durch Acetylierung in Position C5 das Taxa-4(20),11(12)-
dien-5a-yl-acetat gebildet (Walker et al., 2000), oder es entsteht durch
Hydroxylierung in Position C13a ein anderer taxoider Metabolit, das
Taxa-4(20),11(12)-dien-5a-13a-diol, welcher fur die Biosynthese nicht
mehr von Bedeutung zu sein scheint (Jennewein et al., 2001). Das Taxa-
4(20),11(12)-dien-5a-yl-acetat wird weiterhin in der 10R-Position
hydroxyliert, dabei entsteht das Taxa-4(20),11(12)-dien-5a,10B-diol-5-
acetat (Schoendorf et al., 2001). Auch hier gibt es 2 Mdglichkeiten, wie
die Biosynthese weiterlaufen kann. Aus dem Taxa-4(20),11(12)-dien-5q,
10B-diol-5-acetat bildet sich enzymatisch einerseits das hydrophile und
nicht mehr fir die Taxolsynthese verwendbare Intermediat Taxa-
4(20),11(12)-dien-5a-acetoxy-10B-14p-diol (Jennewein et al., 2003), oder
es entsteht in weiterer Folge durch mehrere Hydroxylierungen in
Positionen C1, C2, C4 und C7 eine Oxidation des C9 und durch
Ausbildung eines Epoxids aus der Doppelbindung zwischen C4 und C5
und anschlieRende Wanderung der Acetylgruppe aus der C5 in die C4-
Position das 2-Debenzoyltaxan (vgl. Abbildung 2, S. 3). Diese Verbindung
wird anschlieBend durch eine enzymatische Reaktion in 10-
Deacetylbaccatin Il umgewandelt (Malik et al., 2011). Durch eine
Acetylierung der Hydroxylgruppe in Position 10 des 10-Deacetylbaccatin
[l bildet sich schlieRlich Baccatin Il (Malik et al., 2011). Nun kommt es
zum essentiellen Schritt der Taxolbiosynthese. Die Hydroxylgruppe in
Position 13 des Baccatin IIl wird, wie Abbildung 2 (Seite 3) darstellt, mit
der B-Phenylalanoyl-CoA-Seitenkette verestert (Walker et al.,, 2004).

Weiters wird die an das Baccatin Ill gebundene [-Phenylalanoyl-
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schlieRlich wird auf die

Seitenkette in Position C2° hydroxyliert
Aminogruppe in Position C3" eine Benzoylgruppe Ubertragen (Walker et

al., 2002).
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Fur die antineoplastische Aktivitat von Taxol sind die Seitenkette an C 13,
der A-Ring, eine Benzoylgruppe in Position C2 sowie der Oxetanring
verantwortlich, wobei die Anwesenheit einer C3 -Aminoacylgruppe in der
C13-Seitenkette fur die Wirkung vorausgesetzt wird (Kingston, 2000). Die
antitumorale Aktivitat wird aullerdem durch eine Hydroxylgruppe in der
C2’-Position verstarkt (Guenard et al., 1993).

Taxol unterdrickt die Zellproliferation, indem der Wirkstoff an die B-
Untereinheit des Tubulins bindet, wodurch auch die Polymerisation der
Microtubuli auf zellularer Ebene eingeleitet wird. Cofaktoren, wie
Guanosintriphosphat (GTP) und andere Proteine, die sich im Normalfall
an der Reaktion beteiligen, sind bei Anwesenheit von Taxol nicht mehr
erforderlich (Guenard et al.,, 1993; Yeung et al., 1999; Kovacs et al.,
2007).

Microtubuli sind zylinderformige Strukturen, werden aus Proteinen, vor
allem aus dem Tubulin gebildet und sind zustandig flr unterschiedliche
zellulare Funktionen, wie zum Beispiel: Bewegung, Nahrungsaufnahme,
Kontrolle der Zellform, sensorische Transduktion und Ausbildung der
mitotischen Spindel wahrend der Zellteilung (Rowinsky et al., 1990;
Horwitz, 1992). Die Microtubuli, die durch Polymerisation des Tubulins
entstanden sind, werden anschlie®end durch das Taxol stabilisiert,
wodurch auch deren Depolymerisation verhindert wird (Schiff et al., 1979;
Schiff und Horwitz, 1980). In weiteren Untersuchungen wurde gezeigt,
dass auf diese Art und Weise stabilisierte Polymere in der Zelle keine
Funktion mehr ausuben konnen (Rowinsky und Donehower, 1995).
Dadurch wird der Ubergang der spaten G2-Phase in die M-Phase des
Zellzyklus durch diesen Wirkungsmechanismus blockiert. Die Zellteilung
kann daher nicht mehr stattfinden, daraufhin wird Apoptose eingeleitet
und die Zelle geht zu Grunde (Panchagnula,1998; Horwitz et al., 2006).

Der Wirkstoff Taxol wurde in den 60er Jahren im Laufe eines Screening-
und Discoveryprojekts des National Cancer Instituts in den Vereinigten

Staaten von Amerika entdeckt.



Im Rahmen dieses Programms wurden zahlreiche Pflanzenextrakte auf
eine antitumorale Aktivitat gepruft, wobei der Rohextrakt aus der Rinde
der Pazifischen Eibe, Taxus brevifolia L. Nutt., eine zytotoxische Wirkung

in diversen Krebszelllinien zeigte (Panchagnula, 1998).

Die wirksame Verbindung aus diesem Rohextrakt wurde spater als Taxol
identifiziert (Wani et al., 1971). Seit der Entdeckung von Penicillin weckte
kein anderes Chemotherapeutikum so viel Aufmerksamkeit in den
fachlichen Kreisen als Taxol, der Grund daflr lag im einzigartigen
Wirkungsmechanismus, welcher im Jahre 1979 von Schiff et al.

beschrieben wurde.

In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Verbindung
Taxol in der Behandlung gewisser Krebsarten klinisch wirksam ist, dazu
gehoren das Ovarial- (McGuire et al., 1989), Mamma- (Holmes et al.,
1991) und das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom (Murphy et al., 1993)
sowie der Kopf-Hals-Krebs (Hitt et al.,, 2005). AufRerdem wird Taxol
erfolgreich bei AIDS-Patienten in der Therapie gegen Kaposi-Sarkom

eingesetzt (Sgadari et al., 2000).

Eine weitere Anwendung kann Taxol in der Behandlung von Krankheiten
finden, die nicht im Zusammenhang mit einer Neoplasie auftreten
konnten, sondern uberall dort, wo eine mikrotubulare Stabilisation,
unterdruckte Zellproliferation und verminderte Angiogenese erforderlich
sind. Zu solchen Leiden gehort unter anderem auch Psoriasis
(Schuppenflechte), deren Symptome im fortgeschrittenen Stadium durch
die Taxolgabe verbessert werden konnen (Ehrlich et al.,, 2004).
AuRerdem wird dieser Arzneistoff weiterhin als Therapeutikum in der Be-
handlung verschiedener neurodegenerativer Taupathien (Ansammlungen
von Tau-Proteinen im Gehirn), wie zum Beispiel die Alzheimer- und die
Parkinsonkrankheit, untersucht (Zhang et al., 2005; Duan und Goodson,
2012).



1.2. Taxolgewinnung

Fur die Gewinnung von Taxol werden diverse Spezies der Gattung Taxus

(Familie Taxaceae) eingesetzt.

Taxus brevifolia L. Nutt. ist ein langsam wachsender Baum (Wani et al.,
1971), der in Alaska, Kalifornien und Britisch-Kolumbien vorkommt
(Reichling und Horz, 1994).

Taxus baccata L. (Eibenbaum, Taxus, Kantelbaum oder Ibe) ist ein
immergraner, frostempfindlicher giftiger Strauch oder Baum mit einer
Maximalhéhe von rund 17 m. Die Anzahl der Wildbestande ist im 17. und
18. Jahrhundert in Europa stark zurlickgegangen. Die Art kommt
allgemein in Gebieten mit ozeanischem und subozeanischem Klima vor
und ist in Mittel- und Sltdeuropa, Algerien, Kleinasien, Kaukasus und
Nordpersien verbreitet. Wildwachsende Eibenbestande stehen in
Deutschland unter Naturschutz. Die Blatter, Folia Taxi, werden
volksmedizinisch als Dekokta zur Forderung der Menstruation, gegen
Epilepsie, Mandelentzindungen und Diphterie verwendet. In der
Homodopathie wird aus frischen Zweigspitzen ein Auszug bereitet und bei
Verdauungsbeschwerden und Hautpusteln eingesetzt (Reichling und
Horz, 1994).

Taxus baccata L. ssp. wallichiana Zucc., die Himalaja-Eibe, ist in Indien
und weiteren Gebieten Ostasiens beheimatet. Eine Zubereitung aus
dieser Pflanze, Zarnab, wird im Rahmen des medizinischen Unani-
Systems als Sedativum oder zur Behandlung von Bronchitis, Asthma,
Epilepsie, Schlangenbisse, Skorpionstiche bzw. als Aphrodisiakum
eingesetzt (Rikhari et al., 1998).

Taxus cuspidata Sieb. et Zucc., die Japanische Eibe, ist in Ostasien
beheimatet. In der traditionellen chinesischen Medizin werden die Blatter

gegen Diabetes und Nierenleiden verwendet (Wang et al., 2007).



Taxus canadensis Marsh. ist ein 2 m Hohe erreichender Strauch und ist
von Kentucky bis Neufundland in den nérdlichen US-Staaten verbreitet
(Senneville et al., 2001).

Zu den Inhaltsstoffen, die von pharmazeutischem Interesse und flr die
Gattung Taxus typisch sind, gehdren Taxane, unter anderem das Taxol,
Baccatin 1ll, 10-Deacetelybaccatin Ill und andere taxoide Verbindungen.
In Tabelle 1 (Seite 8) sind Gehaltsangaben von Taxol in unterschiedlichen
Organen von Taxus-Spezies angefuhrt. Die Konzentration dieser
Verbindungen unterliegt naturlichen Schwankungen und ist je nach
Spezies und Pflanzenteil (Rinde, Nadeln, Zweige, Holz) unterschiedlich
(Jaziri et al., 1996).

Seit der Entdeckung von Taxol gab es zahlreiche Bemuhungen, die
Arzneistoffgewinnung zu optimieren und die Ausbeute wahrend des
Extraktionsverfahrens zu erhohen, denn der Wirkstoff ist lediglich in einer
sehr geringen Konzentration in den nattrlichen Quellen enthalten. Sogar
in Spezies wie Taxus brevifolia, wo Taxol im Vergleich zu anderen Taxus-
Arten in einer hdheren Konzentration gebildet wird, liegt der Taxolgehalt
bei 10-800 mg, bezogen auf 1 kg Trockengewicht der pflanzlichen Droge
(siehe Tabelle 1, Seite 8).

Fur die Extraktion eines Kilogramms dieses Arzneistoffs wirden rund
10.000 kg der Rinde der Pazifischen Eibe bendtigt, was mit dem Fallen
von 3000 Baumen verbunden ware (Schippmann, 2001). Fur die
Behandlung eines Krebspatienten mit Taxol werden im Durchschnitt 2,5
bis 3 g bendtigt. Zur Gewinnung muisste dazu die Rinde von 8 Baumen
herangezogen werden (Bedi et al., 1996). Eine Taxolproduktion
ausschlieBlich aus der Rinde der Pazifischen Eibe wirde in dem Fall ein
grolRes Okologisches Problem darstellen (Ojima et al., 1992). Aulzerdem
ist die Extraktion des Wirkstoffs sehr aufwandig und erfordert den Einsatz

fortgeschrittener und teurer Technologien (Malik et al., 2011).



Spezies Pflanzenorgan Gehalt in Literatur
mg/kg*
Trocken-
gewicht
Taxus brevifolia Rinde 200 Wani et al., 1971
100-130 Wheeler et al., 1992
420-760 Keisey und Vance ,1992
150 Vidensek et al., 1990
Nadeln 200 Wani et al., 1971
60 Witherup et al., 1990
Keisey und Vance, 1992
100-110
15 Vidensek et al., 1990
Sprosslinge 20-230 Wheeler et al., 1992
Zweige 70-100 Keisey und Vance, 1992
12 Vidensek et al., 1990
Wurzeln 40 Vidensek et al., 1990
Holz 6 Vidensek et al., 1990
T. baccata Zweige mit Nadeln 30 Witherup et al., 1990
Nadeln 10
30 Vidensek et al., 1990
Zweige mit Nadeln 10 Vidensek et al., 1990
Zweige 6 Vidensek et al., 1990
T. baccata L. Rinde 324-655 Nadeem et al., 2002
ssp. wallichiana Zucc.
T. canadensis Zweige mit Nadeln 20 Witherup et al., 1990
Nadeln 90
T. cuspidata Zweige mit Nadeln 40 Witherup et al., 1990
Nadeln 80
350 Fett Neto und DiCosmo,
1992
Zweige 6 Vidensek et al., 1990
T. x media Zweig e mit Nadeln  30-50 Witherup et al., 1990
Nadeln 20-100
800 M van Rozendaal et al.,

2000

*Gehaltsangaben in der Originalliteratur wurden der besseren Ubersichtlichkeit wegen, wenn nétig, in mg/kg

umgerechnet.

Tabelle 1: Taxolgehalt von Vertretern der Gattung Taxus



Um letztendlich das Problem der Nachhaltigkeit der naturlichen Quellen
zu lésen und die Ausbeute zu verbessern, begann die Suche nach
Alternativmethoden zur Taxolgewinnung. Eine Totalsynthese dieses
wichtigen Arzneistoffs wurde erfolgreich in der Forschungsgruppe von
Holton und Nicolau im Jahre 1994 durchgefihrt, allerdings ist das
Herstellungsverfahren so komplex, dass der Einsatz dieser Methode zur

industriellen Gewinnung von Taxol nicht in Frage kommt.

Eine weitere Mdglichkeit ist die semisynthetische Produktion aus den
Vorstufen von Taxol (Baccatin Il und 10-Deacetylbaccatin IIl), die
verglichen mit dem Wirkstoffgehalt der Rinde in relativ groRen Mengen (1
g/kg, bezogen auf das Frischgewicht) in den nachwachsenden Zweigen
und Nadeln der Mitteleuropaischen Eibe, Taxus baccata, vorkommen
(Ojima et al., 1992). Diese Methode wird heutzutage grofdtechnisch von
Bristol Meyers Squibb (BMS) zur Gewinnung eingesetzt: 30.000 kg
Ausgangsmaterial konnte in dem Fall 1 kg Taxol liefern (Malik et al.,
2011; Nimachow et al., 2010).

Zu anderen Methoden der Taxolgewinnung gehoéren biotechnologische
fermentative Verfahren. Der Wirkstoff kann unter anderem durch in vitro-
Kultivierung endophytischer Pilze gewonnen werden (Stierle et al., 1994).
Diese Strategie ist allerdings aufgrund der geringen Taxolausbeute (siehe
Tabelle 2, Seite 10) zur Zeit im industriellen Bereich nicht einsetzbar,
nichtsdestotrotz werden weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet
vorgenommen (Yuan et al., 2006). Eine wichtige umweltschonende
Alternative stellt die Verwendung von Zellkulturen von Taxus-Spezies dar.
Im  Vergleich zu anderen konventionellen  Verfahren  der
Wirkstoffproduktion bietet diese Strategie viele Vorteile: Die Verbindung
Taxol kann in dem Fall unabhangig von Wetterbedingungen und
saisonalen Schwankungen gewonnen werden. AulRerdem ist die
Produktion nicht an einen bestimmten Standort gebunden, sondern kann
uberall auf der Welt stattfinden (Vongpaseuth und Roberts, 2007).



Spezies

Kulturart

Taxolgehalt

Literatur

Taxus cuspidata

Kallus

200 mg/kg TG
8,3-14,2 mg/kg TG

Fett-Neto et al., 1992
Wickremesinhe und
Arteea, 1993

Immobilisierte 120 mg/kg TG
Zellen
Zellsuspension 29 mg/L Ketchum et al., 1999
Bioreaktor 22 mg/L Pestchanker et al., 1996
Bioreaktor 3 mg/L Son et al., 2000
Taxus canadensis Zellsuspension 117 mg/L Ketchum et al., 1999
Taxus chinensis Zellsuspension 153,3 mg/L Bringi et al., Patent WO

26,3 —78,5 mg/L
49.6 - 137,5 mg/L

93/17121, 1993
Kim et al., 2001
Choi et al., 2000

Taxus brevifolia

Kallus

Zellsuspension

5,4-7,0 mg/kg TG

1,43 mg/L
0,5 mg/L

Wickremesinhe und
Arteea, 1993

Kim et al., 1995
Yukimune et al., 1996

Taxus baccata

Kallus

Zellsuspension

2,4 mg/kg TG

48,3 mg/L

Wickremesinhe und
Arteea, 1993
Yukimune et al., 1996

Taxus x media

Kallus

1,7-10,6 mg/kg TG

Wickremesinhe und
Arteea, 1993

Zelllsuspension  28-110 mg/L Yukimune et al., 1996
Bioreaktor 21,1 mg/L Cusido et al., 2002
Taxomyces adreanae  Zellsuspension 1-2 pg/L Strobel et al., Patent
US005322779A, 1992
Pestalotiopsis Zellsuspension 60-70 pg/L Strobel et al., 1996
microspore

Tabelle 2: Taxolgehalt diverser Pflanzen- und Pilz-Spezies unter in vitro-Bedingungen.

Die Angaben in mg bzw. pg/L beziehen sich auf den extrazelluldren Taxolgehalt, die

Angaben in mg/kg Trockengewicht stellen den intrazellularen Taxolanteil dar.
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In weitfUhrenden Untersuchungen konnte auch gezeigt werden, dass der
Wirkstoffgehalt noch zusatzlich durch Optimierung der Kultur-
bedingungen, Selektion von schnell produzierenden Zelllinien sowie
Zusatz von Elizitoren oder Prakursoren gesteigert werden kann. Aus den
oben genannten Grunden findet der Einsatz von Taxus-Zellkulturen auch
seine Anwendung im Bereich der Industrie (vgl. Tabelle 2, Seite 10). Der
Konzern Python Biotech ist zur Zeit der grote Hersteller von Taxol mit

einer Bioreaktorgesamtkapazitat von 75.000 Litern (Expésito et al., 2009).

Seit vielen Jahren wird auf dem Gebiet der Taxolproduktion geforscht,
zahlreiche Untersuchungen wurden vorgenommen, um die Verfugbarkeit
dieses antineoplastischen Agens zu steigern. Es ist jedoch zu erwahnen,
dass die neu entwickelten Verfahren zwar eine verminderte Belastung fur
die Umwelt darstellen, die Taxolgewinnung verbessern und erfolgreich
kommerziell eingesetzt werden, doch handelt es sich nach wie vor um
technologisch komplexe und teure Verfahren, woraus der hohe Preis des
Wirkstoffes resultiert. Aufgrund dieser Tatsache wird weiter nach neuen

Quellen fur Taxane gesucht.
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1.4. Corylus avellana L.

Corylus avellana L. (C. silvestris Salisb.) bzw. Gewohnlich-Hasel, Hasel-
nuss, Haselnussstrauch, Gemeine Hasel, Waldhaselstrauch, ist ein rund
1 bis 4 (max. 7) m hoher sommergriner Strauch oder seltener kleiner
Baum aus der Familie der Birkengewachse (Betulaceae), kommt haufig in
Gebuschen, Waldern und Hecken vor und ist beheimatet in Europa und
Kleinasien (Proksch, 1992). Die nérdliche Grenze des natrlichen Ver-
breitungsgebiets umfasst die Britischen Inseln, Skandinavien und nérdli-
che Regionen Russlands. Im Osten wird die Verbreitung der Pflanze
durch das Uralgebirge abgegrenzt. Im Suden verlauft die Grenze durch
Spanien, Marokko und Algerien. Im Westen zieht sich diese durch lItalien,
das Gebiet des ehemaligen Jugoslawiens, Griechenlands und der Turkei
sowie im Nordwesten durch den Iran und Transkaukasien (Kasapligil
1972).

St wiaane.  DEr Gattung  Corylus  sind  tax-
V ! onomisch unter anderem auch
Corylus maxima Mill. und Corylus
pontica C. Koch untergeordnet (Erdo-
gan und Mehlenbacher, 2000). Es
wird jedoch angenommen, dass die
beiden Spezies aufgrund der stark
variablen genetischen Ausstattung
(Persson et al., 2004) der Art Corylus
avellana L. angehoéren (Gokirmak et
al., 2009).

AL Loy s o AMealbr 7. Safetpzansy,

Abbildung 3: Corylus avellana L., aus Flora von

Deutschland, Osterreich und der Schweiz (1885)
http://caliban.mpiz-koeln.mpg.de/thome/band2/tafel 005.html
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Die Haselnusspflanze wird weltweit angebaut und kultiviert (Proksch,
1992). Zu den Hauptexporteuren von Corylus maxima zahlt die Turkei mit
58% Marktanteil, gefolgt von Italien mit 17%, den USA mit 4%,
Aserbaidschan mit 4%, Georgien mit 4% und China mit 3% der
weltweiten Produktion (Faostat, 2011). Corylus avellana wird vorwiegend
in den Kustenregionen von Oregon und Washington (USA) kultiviert
(Faostat, 1995).

Die Samen der Nussfrucht enthalten rund 4,2 % Wasser und 14,1 %
Proteine, die reich an Glutamin-, Asparaginsaure und Arginin sind
(Alasalvar et al., 2003). Rund 2,3% machen feste Bestandteile in Form
von Asche aus (Venkatachalam und Sathe, 2006). Auch 1,4 % ldsliche
Zucker, wie Saccharose, Stachyose, Raffinose und Glucose (Cristofori et
al., 2008), kommen in den Samen vor. Der Hauptanteil der Inhaltsstoffe
gehort allerdings mit 61,5 % der Lipidfraktion, die sich aus 83 % Ol-,
7,5 % Linolen-, und 5,7 % Palmitinsdure zusammensetzt, andere Fettsau-
ren sind nur in geringen Mengen enthalten (Venkatachalam und Sathe,
2006; Alasalvar et al., 2006a). In den Haselnusskernen wurden auf3erdem
Ballast- und Mineralstoffe, Vitamine aus den Gruppen B und E (Ackurt et
al., 1999), Phytosterole (R-Sitosterol, Squalen) und antioxidativ wirkende
phenolische Verbindungen beschrieben (Alasalvar et al.,, 2003; 2006a).
Die prozentuelle Zusammensetzung der Inhaltsstoffe unterliegt
naturlichen Schwankungen, dazu tragen Faktoren wie z. B.
geographischer Ursprung, Erntejahr, Klima und die Methode der

Kultiverung der Hasel bei (Parcerisa et al., 1995; Pershern et al., 1995).

Weiters stellt das aus den Kernen gewonnene Ol eine mdgliche Quelle
von Biodiesel dar (Gumus, 2010; Xu und Hanna, 2009; Usta et al., 2006),
zur Zeit werden weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet

vorgenommen.
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In der Rinde, Cortex Coryli avellanae, ist als Triterpen Betulin enthalten.
In der Volksmedizin werden Zubereitungen aus der Droge bei fieberhaf-
ten Zustanden innerlich und zur Heilungsférderung von Unterschen-
kelgeschwiren &aulerlich eingesetzt. Die Wirksamkeit ist allerdings nicht
ausreichend belegt (Proksch, 1992).

Zu den Hauptinhaltsstoffen der Blatter von Corylus avellana L. zahlen
phenolische Verbindungen wie 5-Caffeoylchinasaure, Caffeyolweinsaure,
p-Coumarylweinsaure, Myricetin-3-rhamnosid, Quercetin-3-rhamnosid,
Quercetin-3-glycosid und Kampherol-3-rhamnosid (Amaral et al., 2005;
Oliveira et al., 2007), wobei das Myricetin-3-rhamnosid den Hauptanteil
an den Inhaltsstoffen der phenolischen Fraktion des Extrakts ausmacht
(Oliveira et al., 2007).

Die Blatter der Haselnuss werden volkstiumlich zur Behandlung von
Hamorrhoiden, Krampfadern, Phlebitis und Odemen der unteren
Extremitaten eingesetzt (Valnet, 1992; Fraise et al.,, 1999). Die
Inhaltsstoffe in den Blattern von Corylus wirken adstringierend,
vasokonstriktorisch, vasoprotektiv und antihamorrhagisch (Valnet, 1992;
Bruneton, 1993; Fraisse et al., 1999). Die Zubereitungen aus der Droge,
Folia Coryli avellanae, werden bei Varizen, varikdsen Ulcera, Dermatosen
sowie bei Beinschwellungen und als blutstillendes Mittel verwendet
(Proksch, 1992).

In den letzten Jahren ist Corylus avellana L. auch dafir bekannt gewor-
den, dass diese Pflanze unter Umstdnden Baccatine als Sekundéarstoffe
synthetisieren kann, unter anderem auch Taxol (vgl. Tabelle 3, Seite 15),
was durch mehrere Untersuchungen bestatigt wurde (Hoffman et al.,
1998; Hoffman et al., 2005; Liang 2005; Ottaggio et al., 2008; Hoffman
und Shahidi 2009; Qaderi et al., 2012).
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Im Rahmen der Arbeit von Hoffman et al. (1998) wurden methanolische
Extrakte unterschiedlicher Haselnussarten im Zusammenhang mit einem
pathogenen Pilz untersucht. Mittels HPLC-Thermospray Massenspektro-
metrie-Analyse wurden Taxane, unter anderem auch Taxol, in den
Zweigen der Sorte Corylus avellana ‘Gasaway’ identifiziert, allerdings,
verglichen mit Taxus sp. , nur in 1/10 der Konzentration. Im Laufe weite-
rer Untersuchungen stellte sich heraus, dass Zellkulturen der Haselnuss
auch eine grolkere Menge (siehe Tabelle 3) an Taxol und dessen

Derivaten liefern kdnnen (Bestoso et al., 2006).

Die Tatsache, dass die Taxolproduktion unter kontrollierten Bedingungen
in Haselnuss-Zellkulturen stattfinden kann, ist auch der Hauptgrund fir
weitere Untersuchungen. Im industriellen Bereich kann die in vitro-
Kultivierung von Corylus avellana L. einige Vorteile mit sich bringen, denn
diese Pflanze ist in vitro einfacher kultivierbar als Taxus-Arten (Bestoso et
al., 2006). Aulerdem kann die produzierte Menge an Taxol durch die
Zugabe von Elizitoren und Prakursoren weiterhin gesteigert werden
(Bestoso et al., 2006; Bemani et al., 2012).

Corylus avellana L. Zellsuspension 1 mg/L Bestoso et al., 2006
0,1-0,74 mg/L Rezaei et al., 2011

3,3-15,7 mg/kg TG Bemaniet al., 2012

22,04 mg/kg TG Bemani et al., 2012
0,46 mg/L Safari et al., 2012

Methanolischer  1,7-4,66 mg/kg Ottagio et al., 2008

Extrakt aus
Blattern und
Schalen

Tabelle 3: Taxolgehalt der Haselnuss unter in vitro-Bedingungen und in vivo. Die Angaben
in mg bzw. ug/L beziehen sich auf den extrazelluldren Taxolgehalt, die Angaben in mg/kg
Trockengewicht stellen den intrazelluldren Taxolanteil dar.

15



1.4. Elizitierung

Die Resistenzmechanismen von Pflanzen gegen pathogene Angriffe
werden in konstitutive und induzierte Abwehrsysteme gegliedert. Eine
induzierte Abwehrreaktion kann durch eine Reihe von chemischen
Faktoren bzw. physikalischen Stress ausgelost werden. In der Pflanze
kommt es dadurch zu einer physiologischen und/oder morphologischen
Antwort. Solche Faktoren werden als Elizitoren bezeichnet (Radman et
al., 2003; Angelova et al., 2006). Man unterscheidet zwischen biotischen
und abiotischen Faktoren. Die biotischen Elizitoren haben einen
biologischen Ursprung, dazu gehoren definierte chemische Verbindungen
wie Chitosan, Pektin bzw. Alginat oder z.B. Hefeextrakte und Pilzsporen
mit unterschiedlicher Zusammensetzung der Oligosaccharide, Lipo- und
Glykoproteine. Zu den biotischen Stressfaktoren zahlen unter anderem
auch endogene Verbindungen der Pflanze, beispielsweise Enzyme, die
bei einer Infektion durch pathogene Organismen freigesetzt werden. Die
abiotischen Elizitoren haben keinen biologischen Ursprung, in dem Fall
spricht man von physikalischen Faktoren, wie z.B. geanderte Osmolaritat,
Temperatur bzw. Einwirkung von Ultraschall oder unterschiedliche
chemische Stoffe, z.B. Schwermetallsalze und oberflachenaktive
Verbindungen. In der Biotechnologie wird die Elizitierung als Strategie fir
eine gesteigerte Produktion sekundarer Metabolite in einer Pflanzenkultur

genutzt (Angelova et al., 2006; Vasconsuelo und Boland, 2007).

1.5. Fragestellung

Taxol® (Paclitaxel) ist ein sehr wichtiger Arzneistoff im Kampf gegen
Krebs. Sein einzigartiger Wirkungsmechanismus macht es mdglich, das
Fortschreiten einer Neoplasie zu verlangsamen und somit die

Uberlebensdauer der Patienten signifikant zu erhéhen.
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Der weltweite Jahresbedarf an Taxol® ist sehr hoch, er betrigt 800-1000
kg und erhoht sich jahrlich um 20% (Nimachow et al., 2010). Die
Gewinnung erfolgt heutzutage vorwiegend durch fermentative biotech-
nologische Verfahren aus Zellkulturen von Taxus-Spezies. Der Konzern
Python Biotech ist zur Zeit der groRte Hersteller von Taxol® mit einer

Bioreaktorgesamtkapazitat von 75.000 Litern (Expésito et al., 2009).

Wie bereits erwahnt kommt Corylus avellana L. als eine mogliche Alter-
nativquelle der Taxolgewinnung in Frage, denn diese Pflanzenart ist
einfacher und schneller in vitro kultivierbar als Taxus (Bestoso et al.,
2006).

In der vorliegenden Arbeit sollten Zellkulturen der Haselnuss Corylus
avellana L. cv. ,Eshkevar’ bezuglich einer moglichen Taxolproduktion
charakterisiert werden. Dazu sollte eine Wachstumskurve erstellt werden,
um herauszufinden, zu welchem Zeitpunkt die untersuchte Zelllinie far

eine Elizitierung und das Passagieren geeignet ist.

Als Elizitor wurde zu Beginn der praktischen Arbeit Methyljasmonat
gewahlt, da diese Verbindung bereits in der Arbeit von Bestoso et al.
(2006) zur Steigerung der Taxolbiosynthese und Produktion anderer
taxoider Derivate fuhrte. Somit schien dieser biotische Elizitor geeignet fir

die Charakterisierung der von uns eingesetzten Zelllinie.

Die Probenanalysen wurden freundlicherweise in Kooperation mit dem
Department fiir Okogenomik und Systembiologie (Universitat Wien,
Vorstand: Univ.-Prof. Dr. Wolfram Weckwerth) durchgefihrt. Die
praktische Ausfuhrung erfolgte dankenswerterweise von Frau Mag. Dr.
Doris Engelmeier. Die Analysedaten inklusive Abbildungen wurden fur die

vorliegende Arbeit zur Verflugung gestellt.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Pflanzenmaterial

Far die vorliegende Arbeit wurden Kalli (siehe Abbildung 4) und
Suspensionskulturen (siehe Abbildung 5) von Corylus avellana L. cv.
,Eshkevar’, einer im Nordiran kultivierten Sorte, freundlicherweise von Dr.

Hassan Rezadoost, Shahid Beheshti Universitat, Iran, bereitgestellt.

Neue Zellsuspensionskulturen (Abbildung 5) wurden wie folgt hergestellt:
Unter Einhaltung aseptischer Bedingungen wurden Kalli auf ein
Filterpapierblatt transferiert und mit einem Skalpel in ca. 0,25-0,5 cm grofde
Stlcke zerschnitten. Daraufhin folgte die Abtrennung braunlich gefarbter
Aggregate. Ca. 2 g diese Masse wurden in 250 ml Erlenmeyerkolben mit 50
ml LS-Medium (Linsmayer und Skoog, 1965) Ubergefuhrt, mit einer Alu-
Kappe verschlossen und mit Parafilm® {iberzogen. Das Passagieren der
Zellen erfolgte alle 10-14 Tage. Zur Abtrennung der Aggregate wurde die
Zellsuspension durch ein grobmaschiges Sieb gegossen. Die restliche
Fllssigkeit mit Zellen wurde auf einem Filterpapier in einer Porzellannutsche
gesammelt und das Nahrmedium von der Zellmasse abgetrennt. Etwa 2g der
abgenutschten Zellen wurden in 50 ml LS-Medium Ubergefuhrt. Diese
Strategie wurde so lange angewendet, bis feine und einheitliche
Suspensionskulturen erhalten wurden, danach erfolgte die Subkultivierung
ohne Sieben.

Abbildung 4: WeiRlich-gelbe Abbildung 5: Zellsuspensionskulturen von C.
Kalluskultur von Corylus avellana L. avellana L. cv. Eshkevar
cv. Eshkevar
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2.2. Nahrmedien, Kulturbedingungen und Sterilitat

Nahrmedien

Als Basismedium zur Kultivierung von Kalli und Zelluspensionen wurde das
LS-Medium (Linsmayer und Skoog, 1965; Duchefa Biochemie, P08059.04) in
Form einer Fertigmischung verwendet. Zusatzlich wurden 3 mg/L 3-
Indolylessigsaure (EGA-Chemie, 1-375-0), 3 mg/L a-Naphthylessigsaure
(Sigma-Aldrich, 201-705-8), 2,5 mg/L Kinetin (Sigma-Aldrich, K-0753) und 30
g/L Saccharose (handelslblicher Haushaltszucker) beigemischt, wobei der

Gehalt an myo-Inosit (Merck) von 100 mg/L auf 200 mg/L erhéht wurde.

Zur Herstellung eines flussigen Nahrmediums wurde die Halfte des
bendtigten Wasservolumens in einem Erlenmeyerkolben vorgelegt. Unter
Ruhren wurden die entsprechenden Mengen an LS-Medium, myo-Inosit und
Saccharose zugesetzt. Nach dem Auflésen der Feststoffe wurde das
bendtigte Volumen an 3-Indolylessigsaure, a-Naphthylessigsaure und Kinetin
aus Stammldsungen entnommen. Das Herstellen der Stammldsungen
erfolgte durch Auflésen der Festsubstanzen in destilliertem Wasser. Die
Stammldésungen wurden im Kuihlschrank gelagert. Anschlielend wurde mit
destilliertem Wasser auf das Endvolumen aufgefullt und der pH-Wert durch
Zugabe von 0,1 M KOH bzw. 0,1 M HCL auf 5,5+0,1 eingestellt. Das flissige
Nahrmedium wurde daraufhin zu je 50 ml auf 250 ml Erlenmeyerkolben
verteilt und bei 121 °C 20 min lang autoklaviert. Die Aufbewahrung erfolgte
im Dunklen bei 5°C.

Die Herstellung eines festen Nahrmediums zur Kultivierung von Kalli erfolgte
wie beim flissigen Nahrmedium, zusatzlich wurde Agar in einer
Konzentration von 8 g/L beigemischt. Das flussige Nahrmedium wurde
daraufhin zu je 30 ml auf HIPP® Glaser (Hohe 65 mm, @ 55 mm) verteilt und
bei 121 °C 20 min lang autoklaviert. Die Aufbewahrung erfolgte im Dunklen
bei 5°C.
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Zum Uberprifen der Sterilitat der Kallus-und Suspensionskulturen wurde der
Nahragar zur Zichtung anspruchsvoller Bakterien (Standard I-Agar, Merck)
verwendet. Zur Zubereitung wurde das bendtigte Volumen an destilliertem
heiBem Wasser in einer SCHOTT-DURAN® Flasche vorgelegt. Daraufhin
wurde der feste Nahragar unter standigem RuUhren zum Teil gelost. Zur
vollstandigen Auflosung fester Bestandteile wurde ca. 10 min lang in der
Mikrowelle erhitzt, anschlieRend wurde mit der restlichen Menge an
destilliertem Wasser aufgeflllt und der pH-Wert durch Zugabe von 0,1 M
KOH bzw. 0,1 M HCL auf 7,5£0,1 eingestellt. Die Autoklavierung erfolgte fur
20 min bei 121 °C. Danach wurde der Nahragar unter einer sterilen
Werkbank in leere Petrischalen ausgegossen. Nach dem Ausharten des
Agars wurden die Schalen im Dunklen bei 5 °C flur spatere Untersuchungen

aufbewabhrt.
Kulturbedingungen

Kalluskulturen in HIPP®-Glasern wurden mit Magentakappen und Parafilm®
verschlossen und im Dunklen bei 25+1°C gehalten. Die Suspensionskulturen
wurden in 250ml Erlenmeyerkolben, verschlossen mit einer Alu-Kappe und
{iberzogen mit Parafilm®, auf einem Rotationsschiittler (sieche Abbildung 6)
bei 115 Umdrehungen pro Minute im Dunklen bei 25+1°C Raumtemperatur
gehalten.

Abbildung 6: Zellsuspensionskulturen von Corylus avellana L.
auf dem Rotationschuittler
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Sterilitat

Wahrend der Durchfuhrung der praktischen Arbeit wurden Zellkulturen
laufend auf Sterilitat Gberpruft. Dabei wurde unter aseptischen Bedingungen
der Sterilwerkbank mit Hilfe einer Ose ein Inokulum entnommen und auf
Petrischalen mit Nahragar zur Zichtung anspruchsvoller Bakterien verteilt.
Die Petrischalen wurden daraufhin mit Parafilm® verschlossen und bei 35 °C
2-3 Tage lang bebriutet. Anschliel3end erfolgte eine optische Auswertung.
Kulturen, bei denen mikrobielles Wachstum festgestellt wurde, wurden

autoklaviert und entsorgt.

2.3. Wachstumskurve und Elizitierung

Wachstumskurve

Um den optimalen Zeitpunkt flir das Passagieren sowie die spatere
Elizitierung zu finden, war es notwendig, eine Wachstumskurve der
Zellkulturen zu erstellen. Dafir wurden Zellen unter aseptischen
Bedingungen in einer Porzellannutsche gesammelt, nach der Abtrennung der
Zellmasse vom Nahrmedium wurde mdglichst genau je 1g frischer Zellen auf
100 ml Erlenmeyerkolben mit 30 ml LS-Medium verteilt. Die Gefalle wurden
daraufhin mit einer Alu-Kappe verschlossen, mit Parafim® abgedichtet und
unter den in Kapitel 2.2. (S. 21) beschriebenen Bedingungen kultiviert. Die
Bestimmung des Frischgewichts erfolgte jeden 2. Tag, wobei die erste
Bestimmung an Tag 0 (Kulturstart) durchgefiihrt wurde. Beim Ermitteln des
Frischgewichts wurde der Zellinhalt in einer Porzellannutsche von dem
Nahrmedium abgetrennt. Die Zellmasse samt Filterpapier wurden
abgewogen und zur Bestimmung des Trockengewichts bei 35°C im

Trockenschrank 48 Stunden lang getrocknet.

Da die Zellen nicht vollstandig vom Filterpapier abgetrennt werden konnen,
wurden vorab jeweils 10 Filter mit Nahrmedium befeuchtet und in der
Porzellannutsche unter Vakuumanschluss fur 3 min. stehen gelassen.

Danach wurden die Filter abgewogen, somit wurde das ,Frischgewicht der
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Filter ermittelt. Die Filter wurden anschlieRend 48 h bei 35°C getrocknet.

Nach dem Abwiegen der trockenen Filter wurde der Mittelwert berechnet.

Wie bereits erwahnt erfolgte die Bestimmung des Frischgewichts der Zellen
nach deren Abtrennung vom flissigen Nahrmedium. Daflr wird die
Zellsuspension durch ein Filterpapier in einer Porzellannutsche gegossen.
Daraufhin wird das Vakuum angeschlossen, um die restliche anhaftende
Flissigkeit abzusaugen. Nach dem Abtrennen der anhaftenden Flussigkeit
von den Zellen kann es allerdings durch Verdunstungsprozesse, welche
durch das Luftsaugen verstarkt auftreten kdnnen, zu einer Austrocknung der
Zellmasse kommen. Dadurch verringert sich das Frischgewicht, die
Bestimmung ware in diesem Fall ungenau. Aus diesem Grunde war es
notwendig, das Ausmall der Austrocknung wahrend des Abnutschens zu

ermitteln.

Zu diesem Zweck wurde der Wassergehalt der Zellen in einem 8 Minuten
andauernden Versuch nach jeder Minute Luftsaugens bestimmt. Die erste
Bestimmung erfolgte nach einer Minute, die letzte nach 8 Minuten. Fur
diesen Versuch wurde eine nicht weiter definierte Zellmenge aus der
Suspension in eine Porzellannutsche ubergefuhrt, daraufhin wurde Vakuum
fur eine definierte Zeit (1 bis 8 min) angeschlossen. Danach wurde das
Frischgewicht der Zellen samt Filter bestimmt. Nach der Trocknung bei 35 °C
wurde das Endgewicht der Zellen ermittelt. Aus der Differenz zwischen
Frisch- und Trockengewicht der Zellen konnte der Wassergehalt in
Abhangigkeit von der Dauer des Vakuumanschlusses innerhalb der 8-
Minutenspanne festgestellt werden. Alle Bestimmungen erfolgten in einem
Triplikat. Bei Bestimmung 3 wurde der Wassergehalt der Zellen bis Minute 10
weiterverfolgt (siehe Abbildung 7, S. 29).
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Elizitierung

Aus der Literatur ist bekannt, dass Zellkulturen von Corylus avellana L. mit
Methyljasmonat (MJ) elizitiert werden konnen. Dies fuhrt zur Steigerung der
Taxolbiosynthese. Es musste daher abgeklart werden, ob die von uns einge-
setzte Zelllinie genauso wie andere Zellkulturen auf MJ reagiert. Daflr wurde
Methyljasmonat (Sigma-Aldrich, 101032154) in einer Endkonzentration von
100 umol/L fur die Elizitierung der Suspensionskulturen gewanhlt (siehe Kap
1.5., S. 18). Der geeignete Zeitpunkt fur die Durchfliihrung dieses Versuchs
wurde am Tag 8 der Zellkultivierung in der beginnenden exponentiellen
Wachstumsphase laut Wachstumskurve festgelegt. Zur Herstellung des Eli-
zitors wurde MJ in 96proz. EtOH auf die bendtigte Endkonzentration ver-
dunnt. Fur die Kontrolle wurde 96proz. Ethanol verwendet. Bevor der Elizitor
und die Kontrollldsung der Zellkultur zugesetzt werden konnten, wurden die
Ldsungen sterilfiltriert. Nach der Zugabe des Elizitors und der Kontrolllésung
wurden die Zellkulturen mit einer Alu-Kappe verschlossen und mit Parafilm®
abgedichtet. Die Kultivierung fand unter normalen Bedingungen statt (vgl.
Kapitel 2.2., S. 21).

Die Aufarbeitung wurde an Tag 18 durchgefiihrt. Die Zellmasse wurde dazu
mit Hilfe einer Porzellannutsche von Nahrmedium abgetrennt, danach wurde
3 Minuten lang Luft durch die Nutsche gesaugt. Das Frischgewicht der Zellen
samt Filter wurde bestimmt. Anschlie3end wurden die Zellen eingefroren und
uber Nacht lyophilisiert, danach erfolgte die Bestimmung des
Trockengewichts und die gefriergetrockneten Zellen wurden bis zur

Extraktion im Exsikkator gelagert.

Fir die spatere Analyse des extrazellularen Anteils der Inhaltsstoffe wurde
das abgetrennte Medium in einer SCHOTT-DURAN®-Flasche gesammelt
und im Dunklen bei 5 °C Raumtemperatur gelagert.
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2.4. Probenaufbereitung und Analytik

Es ist bekannt, dass in Zellkulturen von Corylus avellana L. Taxane gebildet
werden und diese sowohl intrazellular lokalisiert sind als auch in das
Nahrmedium abgegeben werden (Bestoso et al., 2006; Rezaei et al., 2011).
Aus diesem Grunde wurden sowohl die Zellmasse als auch das Nahrmedium

auf das Vorhandensein von Taxanen untersucht.

2.4.1. nanoHPLC-MS?

Extraktion extrazellularer Inhaltsstoffe

Die Extraktion des Nahrmediums erfolgte wie bei Rezaei et al. (2011)
beschrieben, wobei die modifizierte Methode von Wu und Lin (2003)
angewandt wurde. 750 ml des abgetrennten Mediums der elizitierten Zellen
und 300 ml des Nahrmediums der Kontrolle wurden mit demselben Volumen
Dichlormethan dreimal ausgeschittelt und die organische Phase am
Rotavapor bei 40 °C Wasserbadtemperatur zur Trockene gebracht. Der

Extrakt wurde fur die spatere Analyse im Exsikkator aufbewahrt.

Extraktion intrazellularer Inhaltsstoffe

Fir die Analyse mittels nanoHPLC-ESI-Massenspektrometrie wurden jeweils

500 mg elizitierter Zellen und 500 mg Kontrolle eingesetzt.

Die Extraktion der lyophilisierten Zellen erfolgte wie bei Rezaei et al. (2011)
beschrieben, wobei die modifizierte Methode von Wu und Lin (2003)
angewandt wurde. Die Zellen wurden in eine Reibschale gegeben und 5

Minuten lang bei Raumtemperatur mit einem Pistill zerkleinert, daraufhin mit

® Die Untersuchung der Zellextrakte fand im Rahmen der Kooperation mit dem Department
fuir Okogenomik und Systembiologie (Universitat Wien, Vorstand: Univ.-Prof. Dr.
Wolfram Weckwerth) statt. Die praktische Ausfiihrung der Analyse erfolgte freundlicherweise
von Frau Mag. Dr. Doris Engelmeier. Die Analysedaten inklusive Abbildungen wurden fir die

vorliegende Arbeit zur Verfiigung gestellt.
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Methanol (1:100) versetzt und im Ultraschallbad ca. 40 Minuten extrahiert.
Anschlielend wurde abfiltriert, das Filtrat zur Trockene eingedampft und in
einer Mischung aus Dichlormethan und Wasser (1:1) aufgenommen. Nach
dem Ausschitteln (3x) erfolgte 10 Minuten lang eine Zentrifugation bei 4000
g. Die organische Fraktion wurde anschlieRend abgetrennt und zur Trockene
gebracht. Die Extrakte wurden 1 Tag im Exsikkator unter Vakuum getrocknet

und bei -18 °C gelagert.

Fir die Analyse mittels nanoHPLC-ESI-Massenspektrometrie wurden die
extra- und intrazellularen Auszlge der elizitierten Zellen und der Kontrolle in
1 ml Methanol gelést und 5 Minuten bei 13000 g zentrifugiert. Vom
Uberstand wurden 10 yL entnommen und in einer Mischung aus Wasser
(89,9 uL) und 0,1 proz. Ameisensaure (0,1 pL) aufgenommen. Das
Injektionsvolumen betrug 5 pL. Die Extrakte aus 500 mg elizitierter Zellen
bzw. Kontrolle und Auszige aus dem Nahrmedium (700ml und 300ml
Kontrolle) wurden mit Hilfe der im Folgenden beschriebenen Verfahren

analysiert.

Nano High Performance Liquid Chromatography (nanoHPLC)

Zur Auftrennung der Taxane wurde eine Nano High Performance Liquid
Chromatorgraphy-Anlage (Eksigen, Dublin, Irland) verwendet. Das System
war mit einem Autosampler und einer Saule (nano Waters Acquity HSS T3,

1.8um, 100 ym x100 mm) ausgestattet.

Als mobile Phase A wurde eine Mischung aus 0,1% Ameisensaure und
Wasser bereitet. Flr die mobile Phase B wurde eine Mischung aus 90%
Acetonitril, 10% Wasser und 0,1% Ameisensaure hergestellt. Die Proben
wurden mit einer Flussrate von 1 uL/min eluiert. Der Losungsmittelgradient
wurde wie folgt eingestellt: 0-63 Min. Phase A, 0-3 Min. 5% Phase B, 3-25
Min. 20% Phase B., 25-40 Min. 40% Phase B, 40-55 Min. 50% Phase B, 55-
63 Min. 95% Phase B.

Als externe Standards wurden Taxol (Sigma-Aldrich, T7402), Baccatin 1l
(Sigma-Aldrich, B8154), Cephalomannin (Sigma-Aldrich, C4991) und 10-
Deacetylbaccatin Il (Sigma-Aldrich, D3676) verwendet. Zu Beginn der
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Analyse wurden Massenspektren von einzelnen Referenzsubstanzen
aufgenommen, danach wurde eine Standardmischung aus Taxol, 10-
Deacetylbaccatin, Cephalomannin und Baccatin Ill (jeweils 0,2 mg) in 5 ml

einer Losung aus Acetonitril und Wasser (8:2) aufgenommen und analysiert.

Electrospray lonisation Tandem Multistage Mass-Spectrometry (ESI-MS/MS)

Zur Detektion der Taxane wurde das Thermo Electron Linear Trap
Quadrupole Orbitrap XL Massenspetrometer mit einer Nano-Electrospray
lonenquelle (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Deutschland) ausgestattet.
Die Steuerung der lonenquelle erfolgte mit Hilfe der Xcalibur 2.1-Software.
Die Analyse wurde im positiven lonisierungsmodus der lonenquelle
durchgefuhrt. Der Fourier-Transformer wurde mit den Kalibrierungsstandards
des Herstellers so eingestellt, dass die Nachweisgrenze dieses Systems
unter 1 ppm lag. Der Scan wurde im Orbitrap bei r > 30000 gesammelt und
lag fir mdéglichst genaue Detektion bei 150-2000 m/z. Fir die Auswertung
der Daten wurde das Programm ProtMAX 2 Beta 2.7 (Department fir

Okogenomik und Systembiologie, Universitat Wien) verwendet.

Massenspektrometrische Parameter:

Internal recalibration with Cyclometicone m/z= 371.101230
Capillary voltage 4.5kV

Lens offset 160V

Capillary temperature 180 °C

Sheath gas -

Auxiliary gas -

2.4.2. UPLC-MS

Extraktion intrazellularer Inhaltsstoffe

Fir die Analyse mittels UPLC-Massenspektrometrie wurden 1,9 g elizitierter
Zellen eingesetzt. Aufgrund des zu geringen Zellmaterials war keine

Kontrollmessung im Rahmen dieses Versuchs mdglich. Fur diesen Zweck
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wurden Analysedaten zur Kontrolle aus der Paralleluntersuchung der
gleichen Zelllinie von Schatzl (2012, vgl. S. 27) entnommen.

Die Extraktion der 1,9 g elizitierten Zellen erfolgte wie bei Rezaei et al. (2011)
beschrieben, wobei die modifizierte Methode von Wu und Lin (2003)
angewandt wurde (siehe Kapitel 2.4.1., S. 24). Die Menge an Extrakt betrug
37 mg. Dieser wurde anschlieend in 100 pl Methanol aufgenommen,

zentrifugiert und in UPLC-Vials Ubergefuhrt.

Flr die Untersuchung des Extrakts aus 1,9 g mit Methyljasmonat elizitierten
und lyophilisierten Zellen wurde ein UPLC-MS-System verwendet.

Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC)

Zur Auftrennung der taxoiden Verbindungen in der Probe wurde eine
Ultimate 3000 RS UPLC-Anlage (Dionex) verwendet. Das UPLC-System war
mit einer C-18 Dionex Acclaim 120 Saule (2,1x150 mm, Vorsaule 2,1x4 mm)
ausgestattet. Der lipophile Extrakt wurde bei einer Flussrate von 0,5 ml/min
mit der mobilen Phase A, bestehend aus wassriger Ameisensaure (pH 3,54),
und der Phase B (Acetonitril) eluiert. Zu Beginn der Analyse wurden 30%
Acetonitril verwendet, wobei dessen Konzentration innerhalb von 7 Minuten
auf 100% erhdht wurde. Danach wurde die Saule mit 100% Acetonitril 10
Minuten gespult, anschlieRend mit 30% der mobilen Phase B 15 Minuten
aquilibriert. Das Injektionsvolumen betrug 5 pL. Zur externen
Standardisierung wurden Taxol, Baccatin Il und 10-Deacetylbaccatin Il

eingesetzt.

Die UPLC-Anlage wurde an ein Massenspektrometrie-System (Sciex API
4000 triple quadrupol MS) gekoppelt, um die Verbindungen nachweisen und

in sehr kleinen Mengen quantifizieren zu kdnnen.

Massenspektrometrische Parameter:

Quellen-Typ Turbo lon Spray = ESI Quelle
Scan-Typ Multiple Reaktion Monitoring
Polaritat Positive

Software-Version Analyst 1.5
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Software-Application
Curtain Gas

Gas 1

Gas 2

lon Spray Voltage (Needle)
lon source temperature
Interface heater

CAD gas

Entrance Potential
Channel electron multiplier

Deflector Voltage

Dionex Chromatography MS Link
10

30

30

5500

400°C

ON

10
2100
25

Standardspezifische MS-Parameter:

e Baccatin Il

01 Mass(Da) 03 Mass (Da)

Dwell (msec) Parameter

Mutterion Tochterion

587,18 405,2

e 10-Deacetylbaccatin

Q1 Mass(Da) 03 Mass (Da)

200 Declustering potential
Collision engergy
Collision cell exit potential

Dwell (msec) Parameter

Mutterion Tochterion

545,22 363,1

e Taxol

Q1 Mass(Da) Q3 Mass (Da)

200 Declustering potential
Collision engergy
Collision cell exit potential

Dwell (msec) Parameter

Mutterion Tochterion

854,3 286,1

200 Declustering potential
Collision engergy
Collision cell exit potential
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3. ERGEBNISSE

3.1. Wachstumskurve

Wie bereits in Kapitel 2.3. (S. 22) erwahnt, wurden zum Erstellen der
Wachstumskurve das Frisch- und Trockengewicht der Zellen verwendet.
Beim Bestimmen des Frischgewichtes mussen Zellen vom Nahrmedium
durch Abnutschen abgetrennt werden, wobei die anhaftende FlUssigkeit
durch Luftsaugen entfernt wird. Je langer die Vakuumpumpe angeschlossen
bleibt, umso starker sind Verdunstungsprozesse ausgepragt. Dadurch kommt
es zum Austrocknen der Zellmasse und Verringerung des Frischgewichts.
Aus diesem Grunde war es notwendig, einen geeigneten Zeitpunkt flr das
Abstellen des Vakuums zu finden. Fur diesen Zweck wurde der
Wassergehalt der abzunutschenden Zellen in Abhangigkeit von der Dauer
des Luftsaugens bestimmt. Bestimmung 3 wurde bis Minute 10
weiterverfolgt. In Abbildung 7 lasst sich erkennen, dass der Wassergehalt der

Zellen mit zunehmender Zeit des Luftsaugens starker schwankt und sinkt.

Prozentueller Wassergehalt der abgenutschten Haselnusszellen

98
e— Bostimmung 1
96 = = Bestimmung 2
-------- Bestimmung 3
94

92

Wassergehalt in %
(e}
o

84

82 T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zeit in Minuten

Abbildung 7: Prozentueller Wassergehalt der Haselnusszellen im Laufe von 10 Min.
Luftsaugen bei der Abtrennung der Zellmasse vom Nahrmedium.

29



Die Zeit fur das Abstellen des Vakuums wurde mit 3 Minuten festgelegt, denn
in diesem Bereich waren die Schwankungen hinsichtlich des Wassergehalts
am geringsten. Unter Beachten dieses Faktors liel sich das Frischgewicht

der Zellen ohne starke Abweichungen bestimmen.

Um den richtigen Zeitpunkt fir Passagieren und Elizitierung der Suspen-
sionskulturen festzulegen, war es notwendig, eine Wachstumskurve zu er-

stellen. Die Vorgehensweise ist in Kapitel 2.3. (S. 21) beschrieben.

Abbildung 8 stellt den Wachstumsverlauf der Haselnusszellkulturen dar. Im
Diagramm ist ersichtlich, dass die Zellen einen logarithmischen Verlauf
bezlglich des Wachstums nehmen. In den ersten 2 Tagen der Kultivierung
befinden sich die Zellen in einer Ruhephase, am Tag 4 lasst sich der begin-
nende exponentielle Wachstumsverlauf erkennen. Am Tag 14 endet diese
Phase und es kommt zu signifikantem Absterben der Zellen. Anhand dieser
Daten wurde der Zeitpunkt flr das Passagieren der Suspensionskulturen mit
Tag 10 und der Zeitpunkt fir die Elizitierung mit Methyljasmonat mit Tag 8
festgelegt.

Wachstumverlauf der Corylus avellana L.
Suspensionskulturen

0,800
0,700
0,600
0,500
0,400

0,300

Zellgewicht in m g/30ml

0,200

0,100 m

0,000

Tag0 Tag2 Tagd Tag6 Tag8 TaglO Tagl2 Tagl4 Tagl6e Tagl8

—0—FG ——TG

Abbildung 8: Wachstumskurve der Haselnuss-Zellsuspensionskulturen.
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3.2. Elizitierung mit Methyljasmonat

3.2.1. Analyse mittels nanoHPLC-MS"

Zur Detektion der Taxane wurde eine externe Standardisierung mit Taxol,
Cephalomannin, Baccatin 1l und 10-Deacetylbaccatin Il vorgenommen.
Massenspektren einzelner Standardverbindungen wurden aufgenommen.
Zur vollstandigen Detektion mussten der gesuchten Molekilmasse lonen-
und Isotopen-fragmente sowie Addukte mit Natrium zugeordnet werden.
Natrium-Addukte entstehen bereits durch Aufnahme der Substanz in
Lésungsmittel. Die Auftrennung der Fragmente der zu untersuchenden
Substanzen nach lonisierung geschah im Linear Trap Quadrupole. In den
folgenden Abbildungen 9 bis 16 (S. 32-35) werden einzelne Massenspektren

ionisierter Standardsubstanzen und deren Natrium-Addukte gezeigt.

Taxol_4ppm_Top10MS3_LTQ_dynamicexc] lusion #2 RT: 0.03 AV: 1 NL: 1.06E2
T: TMS + ¢ NSId Full ms2 854.34@cid50.00 [225.00-865.00]
509,21179
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569,21210

327,19339

307.99478

387.10080 794.13043

49128110
44717474 o 636 47748
55145264 671.39532 786.22986
810.85974
594.29602 624.44659 ©60-70801

263.25613 47311908
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248.14255 35534467 43018555 ‘ 525.39502 ‘ H
\‘\‘“\H\ i L [ H‘ wl ‘ |

‘ 685.48236

H H || MHH | H T 1 1 ‘ ‘ ‘ L ‘ \‘\H | 1y M ‘ ! ‘H
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Abbildung 9: Massenspektrum von Taxol (854 Da)

® Die Untersuchungen mittels nanoHPLC-MS wurden im Rahmen der Kooperation mit dem
Department fiir Okogenomik und Systembiologie (Universitit Wien, Vorstand: Univ.-
Prof. Dr. Wolfram Weckwerth) durchgefuhrt. Die praktische Ausfiihrung der Analysen
erfolgte dankenswerterweise von Frau Mag. Dr. Doris Engelmeier. Die Analysedaten inkl.
Abbildungen wurden zur Verfiigung gestellt.
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Taxol_dppm_Top10MS3_LTQ_dynamicexclusion #21 RT: 0.35 AV: 1 NL: 3.91E4
T: ITMS + ¢ NSId Full ms2 876.32@cid50.00 [230.00-890.00]
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Abbildung 10: Massenspektrum des Natrium-Adduktes von Taxol (876 Da)

Cephalomannine_10ppm_Topl0MS3_LTQ#2 RT:0.03 AV:1 NL: 332E1
T: ITMS + ¢ NSId Full ms2 832.35@cid50.00 [215.00-845.00]
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Abbildung 11: Massenspektrum von Cephalomannin (832 Da)
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Cephalomannine_10ppm_Top10MS3_LTQ#13 RT: 021 AV:1 NL: 127E4
T: TMS + ¢ NSI d Full ms2 854.34@cid50.00 [225.00-865.00]
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Abbildung 12: Massenspektrum des Natrium-Adduktes von Cephalomannin (854 Da)
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Baccatin_7ppm_ToplOMS3_LTQ#2 RT: 004 AV:1 NL: 295E3
T: ITMS + ¢ NSId Full ms2 587.25@cid50.00 [150.00-600.00]
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Abbildung 13: Massenspektrum von Baccatin Il (587 Da)
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Baccatin_7ppm_ToplOMS3_LTQ #14 RT:0.25 AV:1 NL: 294E4
T: TMS + ¢ NSId Full ms2 609.23@cid50.00 [155.00-620.00]
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Abbildung 14: Massenspektrum des Natrium-Adduktes von Baccatin Il (609 Da)

10_DAB_4ppm_ToplOMS3_LTQ#2 RT: 003 AV:1 NL:6.08E3
T: MTMS + ¢ NSI d Full ms2 545.24@cid50.00 [140.00-560.00]
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Abbildung 15: Massenspektrum von 10-Deacetylbaccatin 11l (545 Da)
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10_DAB_dppm_ToplOMS3_LTQ #14 RT: 021 AV: 1 NL: 2.45E4

T: ITMS + ¢ NSId Full ms2 567.22@cid50.00 [145.00-580.00] 445.19568
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Abbildung 16: Massenspektrum des Natrium-Adduktes von 10-Deacetylbaccatin Il (567
Da)

In Abbildung 17 (S. 36) wird ein Massenspektrum einer Mischung aus 4
Referenzsubstanzen (Taxol, 10-Deacetyl-baccatin 1ll, Cephalomannin und
Baccatin IIl) dargestellt.

Abbildung 18 (S. 36) besteht aus mehreren farbig dargestellten Ebenen und
zeigt Massenspektren der Referenzsubstanzen in Abhangigkeit von der
Retentionszeit. In der ersten Ebene (Schwarz) wird ein Gesamtspektrum der
Mischung aus 4 Referenzsubstanzen abgebildet. Weitere Ebenen zeigen das
Ergebnis der Suche nach lonenfragmenten der Standardverbindungen Taxol
und 10-Deacetylbaccatin Ill aus dem Gesamtspektrum (Schwarz). Bei der
Retentionszeit von 50 Minuten wird das Fragmentmuster der
Referenzsubstanz Taxol (Rot und Blau) und dessen Natrium-Addukt (Grin
und Gelb) dargestellt. Das 10-Deacetylbaccatin Il (Lila und Grau) und
dessen Natrium-Addukt (Meergrin) hatten eine Retentionszeit von 34
Minuten. Cephalomannin und sein Natrium-Addukt wiesen die gleiche
Retentionszeit wie Taxol auf (50 Minuten). Baccatin Il und sein Natrium-
Addukt wurden bei Retentionszeit von 42 Minuten detektiert. Bei der Analyse
der Standard-Mischung wurde eine vollstandige Detektion erreicht. Sowohl
lonen- und Isotopenfragmente als auch Natrium-Addukte konnten der

korrekten Molekulmasse dieser Verbindungen zugeordnet werden.
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M_standard_mix2 #4990 RT: 49.94 AV: 1 NL:5.98E1
F: ITMS + ¢ NSI d w Full ms2 854 34@cid50.00 [225.00-865.00]
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Abbildung 17: Gesamtspektrum der Mischung aus Taxol, 10-Deacetylbaccatin I,
Cephalomannin und Baccatin Il
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Abbildung 18: Massenspektrum der Standardmischung in Abhangigkeit von
Retentionszeit
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Elizitierung mit Methyljasmonat

Zellkulturen wurden mit 100 yM Methyljasmonat behandelt, der Kontroll-
gruppe wurde eine aliquote Menge an Ethanol 96% zugesetzt. Etwaige ext-
razellulare Metaboliten wurden aus dem Na&hrmedium extrahiert, flr die
Detektion intrazellularer Inhaltsstoffe wurden Auszige aus lyophilisierten
Zellen bereitet (siehe Kapitel 2.4.1., S. 24-25).

Extrazellulare Inhaltsstoffe:

In den Nahrmedien der Kontrolle und der mit Methyljasmonat elizitierten

Kulturen wurden keine Taxane detektiert.

Intrazellulare Inhaltsstoffe:

In der Kontrollgruppe wurden keine Taxane detektiert.

Im Extrakt der mit Methyljasmonat elizitierten Zellen wurde das Natrium-
Addukt von Baccatin Il nachgewiesen. In Abbildung 19 (S. 38) wird das
Chromatogramm des Zellextrakts dargestellt. Das Chromatogramm besteht
aus mehreren unterschiedlich farbig abgebildeten Ebenen. Die erste Ebene
(Schwarz) zeigt das Gesamtspektrum des untersuchten Zellextrakts. Farbig
hervorgehobene Ebenen stellen die Suche nach Massenfragmenten
einzelner Verbindungen dar, dazu gehéren Taxol (Rot), das Natrium-Addukt
von Paclitaxel (Grin), Cephalomannin (Blau), das Natrium-Addukt von
Cephalomannin (Gelb), Baccatin Ill (Lila) und das Natrium-Addukt von
Baccatin 11l (Meergrun). Wie Abbildung 19 (S. 38) zeigt, lassen sich im
Zellextrakt bei einer Retentionszeit von ca. 42 Minuten Fragmente des
Natrium-Addukts von Baccatin Il erkennen. Die gleiche Retentionszeit
besitzt ebenfalls die Standardsubstanz Baccatin Ill. In Abbildung 20 (S. 38)
wird das Massenspektrum des Zellextrakts dem der Standardverbindung
Baccatin Il gegenubergestellt. Rote Pfeile zeigen lonenfragmente fur
Baccatin 1ll (549,2 m/z). Der lonenpeak von Baccatin Il ist im Zellextrakt
vorhanden, allerdings fehlen die Isotopenpeaks des Natrium-Addukts,
sodass eine 100proz. Zuordnung nicht moglich ist. Moglicherweise war die
eingesetzte Menge an Zellmaterial (500 mg) zu gering. Weitere

Untersuchungen waren jedoch aus zeitlichen Grinden nicht moglich.

37



RT: 0.00 - 80.00

o0 BI 4o NL:197E9
3518 TIC MS M_Hassan2L_ful
21 3700 4175 4333 w050 o
50] 4001
2420
086 265 668 808 1125 1314 1646 20.52 71-‘9.0 [T | 15235 5562 5866 6167 6424 6610 7018 7340 7662 7817
N 3206 NL: 255€5
1007
3200 miz= 1002.40177-1002.42181
MS M_Hassan21._ful
4261 Lt =
509 21 4854 4908
3358
3198
577 1030 8 3778 4052 5147 6531 052 7514 7741
0
3826 NL: 117E5
1007 375 3867
4400 51.89 miz= 1024.38350-1024.40398
45074125 MS M_Hassan2L_ful
50 3297
1124 1386 3171|3402 4089 72 |52 7542 7728
o 3345 3421 NL: 201E5
miz= 832.34556-832.36220 MS
3047
3826 M_Hassan2L_ful
50 2.06 40.41
3155
e 2208 ‘Ih PEY ‘4177 7212 7508 7739
o ;
3996 NL: 162E5
1007 .
2729-854.34437 MS
M_Hassan21_full
50 4329
3268
267 2086 3152 | || 3404 3872 4089 [4517 4714 5062 6276 6957 7326 7686
o A
45.46 NL: 158E5
1007
miz= 567.24282-567.25456 MS
M_Hassan21_full
5o 3313
3213
3385 4926
. 2393 %88 2750 | |7 6L 45364694 “ 5016 582
37.89 NL: 1.81E6
1003 3192 1 609.2245: 2 MS
£ miz=609.22 2 MS
Baccatin Ill
504 3185 247 389
03
3175
2325 2604 2844 3297 B2 gy 68.39
o
N
1007
Full ms2
50
3204
3782
Lt e A e e ]
0 5 10 15 20 2 30 35 % 4 50 55 60 65 70 5 80
Time (mir)

Abbildung 19: Massenspektrum des Zellextrakts
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Abbildung 20: Oben das Massenspektrum der Standardverbindung Baccatin Ill, unten das
Fragmentmuster des Zellextrakts (Pfeil: lonenpeak)
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3.2.2. Analyse mittels UPLC-MS®

Zur Detektion und Quantifizierung der Taxane wurde eine externe
Standardisierung mit den drei Referenzsubstanzen Taxol, Baccatin Il und
10-Deacetylbaccatin Ill vorgenommen. Die Eichgeraden® wurden erstellt,

indem die Standards in unterschiedlichen Konzentrationen injiziert wurden.

Totalionenstrome (TIC) der Referenzsubstanzen:

Die Retentionszeit des Baccatin Il lag bei 3,81 Minuten, die des Taxols bei
5,30 Minuten und die des 10-Desacetylbaccatin Ill bei 2,75 Minuten. In den
Abbildungen 21 sowie 22 und 23 (S. 40) werden Totalionenstrome dieser
Verbindungen dargestellt.
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Abbildung 21: Totalionenstrom der Standardverbindung Taxol

C

Die Analyse mittels UPLC-MS wurde freundlicherweise von ao.Univ.-Prof. Mag. Dr.
Gottfried Reznicek (Department fiir Pharmakognosie, Universitat Wien) durchgefiihrt.

“ Die Eichgeraden und Kontrollwerte sind aus der Paralleldiplomarbeit von Schatzl (2012, S.
21-24) zu entnehmen.
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Quantifizierung intrazellularer Inhaltstoffe des Zellextrakts:

Die erste Analyse mittels nanoHPLC-MS (siehe Kapitel 3.2.1., S. 31) hatte
gezeigt, dass der Zellextrakt der mit Methyljasmonat elizitierten Kulturen
Baccatin Il enthalten kdnnte. In der Folge wurde eine Quantifizierung dieser
Verbindung vorgenommen. Hierfir wurden 1,9 g gefriergetrockneter Zellen

extrahiert und der Auszug analysiert (siehe Kapitel 2.4.1., S. 25).
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Abbildung 24: Totalionenstrom des Extrakts aus mit Methyljasmonat behandelten Zellen,
Baccatin Il bei 3,82 Minuten

Der Totalionenstrom dieser Probe (Abb. 24) zeigt die Substanz Baccatin Il
bei einer Retentionszeit von 3,82 Minuten (vgl. Abb. 22, S. 40). Weder Taxol
noch 10-Deacetylbaccatin Il konnten mit dieser Methode nachgewiesen

werden. Bei einer Retentionszeit von 5,81 Minuten lasst sich ein starkes
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Signal erkennen. Diese Verbindung konnte nicht identifiziert werden,

vermutlich lag hier eine Verunreinigung vor.

Die Menge an Extrakt aus 9,39 g elizitierter Zellen® (1,9 g nach
Gefriertrocknung) betrug 37 mg. Fur die Analyse mittels UPLC-MS wurde
dieser in 100 yL Methanol aufgenommen. Das Injektionsvolumen betrug 5
pL. Die Quantifizierung des Baccatin Ill erfolgte in 3 Messungen, es wurden
die Peakflachen ermittelt und somit die Konzentration dieser Verbindung
kalkuliert. Diese lag rechnerisch bei 0,00000289 mg/kg, bezogen auf das
Trockengewicht der mit Methyljasmonat elizitierten Zellen. Da aufgrund von
Mangel an Zellmaterial keine Wiederholung der Bestimmung durchgefuhrt
werden konnte, lasst sich keine genaue Aussage zum Gehalt an Baccatin IlI

treffen, ausser dass es in Spuren detektierbar war.

Die Probe wurde freundlicherweise von Mag. pharm. Elisabeth Schatzl unter
Anleitung von ao.Univ.-Prof. Dr. Gottfried Reznicek (Department fir
Pharmakognosie, Universitat Wien) im Rahmen einer Paralleluntersuchung
der gleichen Zelllinie vermessen. Aufgrund der zu geringen Menge an
Zellmaterial ist der Kontrollwert flr diese Untersuchung aus den
Analyseparametern von Schatzl (2012, vlg. S. 35) zu entnehmen. Im
Vergleich zu der gemessenen Konzentration dieser Verbindung betrug der
Gehalt an Baccatin Il in der Kontrolle 0,00071 mg/kg’, bezogen auf das
Trockengewicht der Zellen.

¢ Das Frischgewicht der Zellen betrug im Durchschnitt 1,22 g pro Kulturgefal.
f Gehaltsangaben in der Originalliteratur wurden der besseren Ubersichtlichkeit wegen, wenn
noétig, in mg/kg umgerechnet.
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4. DISKUSSION

Taxol ist ein wichtiger antitumoraler Wirkstoff und wird in der Therapie von
Brust-, Mamma-, Ovarial- und nicht kleinzelligen Lungenkarzinomen, in der
Behandlung von Kopf-und Halskrebs, bei Psoriasis und zur Linderung der
Symptome von Kaposi-Sarkom eingesetzt (McGuire et al., 1989; Holmes et
al., 1991, Hitt et al., 2005; Sgadari et al., 2000; Ehrlich et al., 2004). In den
neuesten Untersuchungen zeigt dieser Arzneistoff auch Wirksamkeit bei
Alzheimer- und Parkinsonkrankheit (Zhang et al., 2005; Duan und Goodson,
2012).

Heutzutage wird diese Substanz grof3technisch vorwiegend aus Zellkulturen
von Taxus-Spezies gewonnen. Die zweite Madglichkeit besteht in der
semisynthetischen Herstellung aus den Vorstufen Baccatin Il und 10-
Deacetylbaccatin Ill. Diese werden aus Zweigen und Nadeln der
Mitteleuropaischen Eibe, Taxus baccata L., extrahiert (Malik et al., 2011;
Nimachow et al., 2010; Ojima et al., 1992).

Der weltweite Jahresbedarf an Taxol wird mit 800-1000 kg geschatzt und
erhoht sich jahrlich um 20 % (Nimachow et al., 2010). Aus diesem Grunde
werden weiterhin zusatzliche Quellen dieser Verbindung gesucht (Malik et
al., 2011). Als eine mogliche Taxolquelle kommt unter anderem die Hasel,

Corylus avellana L., in Frage.

Hoffman et al. (1998) untersuchten Resistenzmechanismen diverser
Haselnuss-Varietaten im Zusammenhang mit Anisogramma anomala. Dieser
pathogene Pilz ist spezifisch fur die Hasel und fuhrt zu Ertragseinbuf3en. Im
Rahmen dieser Untersuchungen wurden methanolische Extrakte aus Zwei-
gen unterschiedlicher Varietaten von Corylus avellana L. bereitet und mittels
HPLC-MS analysiert. Massenspektren diverser Klone der Haselnuss wurden
miteinander verglichen, in den Analysedaten konnten lonenfragmente unter

anderem der Verbindung Taxol zugeordnet werden.

Die Konzentration dieser Verbindung wurde dabei auf etwa 1/10 des
Taxolgehalts in der Rinde von Taxus brevifoila L. Nutt (0,018 %; Wani et al.
1971) geschatzt.
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Es wurde am Anfang vermutet, dass die Taxolbiosynthese nur in einer mit
Pilz befallenen Pflanze stattfinden kann (Hoffman et al., 1998). Allerdings
wurde diese Annahme von Bestoso et al. (2006) widergelegt. Daftr wurden
Kalli aus diversen Explantaten der Haselnusspflanze induziert und auf eine
mogliche Taxolproduktion untersucht, wobei in den Kalli, in denen Taxane
detektiert wurden, keine Hyphen endophytischer Pilze gefunden wurden.
Durch diese Untersuchung wurde festgestellt, dass Corylus avellana L.
alleine im Stande ist, Taxane und unter anderem auch den Wirkstoff Taxol zu
synthetisieren. Da der Biosyntheseweg von Taxol sehr komplex ist, wurden
Extrakte auch auf das Vorhandensein von Vorstufen (Baccatinen) analysiert.

Durch Elizitierung mit Methyljasmonat und Chitosan stieg der Gehalt an
taxoiden Verbindungen signifikant an. Es wurde daher angenommen, dass
die Biosynthese von Taxol und dessen Vorstufen durch Zugabe von

Elizitoren beeinflusst werden kann (Bestoso et al., 2006).

Aus dem oben genannten Grunde wurde diese Strategie auch in weiteren
Untersuchungen angewendet. Von Rezaei et al. (2011) wurde der Einfluss
von Salicylsaure und Ultraschall auf die Taxolproduktion in Haselnuss-
suspensionskulturen studiert. Die Auswirkung von Ultraschall auf den Se-
kundarstoffwechsel wurde bereits in unterschiedlichen pflanzlichen Zellkultu-
ren, wie im Beispiel von Panax ginseng und Taxus chinensis, untersucht
(Bohm et al., 2000; Lin et al., 2001). In der Arbeit von Safari et al. (2012)
konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung der Haselnusssuspensions-
kulturen mit Ultraschall fur 20 Minuten zu einer Steigerung der Taxolbildung
von 0,08 auf 0,46 mg/L fihren kann. Salicylsdure kann Abwehrmechanismen
in bestimmten Pflanzenarten induzieren, dabei kommt es zur gesteigerten
Biogenese sekundarer Inhaltsstoffe, wie zum Beispiel Anthrachinonderivate
in Rubia cordifolia (Bulgakov et al., 2002) oder Tropanalkaloide (Scopolamin
und Hyoscyamin) in ,hairy roots“-Kulturen von Brugmansia candida (Pitta-
Alvarez et al., 2000). Die Untersuchungen von Rezaei et al. (2011) zeigten,
dass durch Kombination von Ultraschall und Salicylsaure der Gehalt an Taxol
im Nahrmedium von 0,05 (Kontrollgruppe) auf 0,75 mg/L stieg, wobei der
intrazellularer Anteil dieses Stoffs im Vergleich zu dessen Konzentration im

Medium groRer war.
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Der Biosyntheseweg von Taxol kann nicht nur durch Elizitierung, sondern
auch durch Zusatz von Prakursoren beeinflusst werden. In den neuesten
Arbeiten von Bemani et al. (2012) wurde die Auswirkung von Vorstufen auf
die Bildung von Taxol untersucht. Hierfir wurden Benzoesaure, Zimtsaure
und Phenylalanin verwendet. Benzoesaure ist ein Prakursor von Taxol, durch
Zusatz von dieser Substanz war eine gesteigerte Produktion bereits in
Zellkulturen von Taxus cuspidata beobachtet worden (Fett-Neto et al., 1994).
Phenylalanin ist eine Aminosaure, wird im Laufe der Taxolbiosynthese
enzymatisch zu 3-Phenylalanin-CoA umgesetzt und mit der Hydroxylgruppe
in Position 13 des Baccatin Ill verestert (Jennewein und Croteau, 2001;
Walker et al., 2004). Der Einsatz von Phenylalanin als Prakursor konnte
unter anderem die Biosynthese von Taxanen in Kalli von Taxus cuspidata
anregen (Fett-Neto et al., 1994). Zimtsaure agiert in Pflanzen als Vorstufe in
der Biosynthese phenolischer Verbindungen (Bemani et al., 2012). Im
Rahmen dieser Untersuchungen wurde festgestellt, dass Benzoesaure die
Taxolkonzentration um das Vierfache erhdht hat, namlich auf 15,69 mg/kg,
bezogen auf das Trockengewicht der Zellen. Durch Zusatz von Zimtsaure ist
der Gehalt auf 5,19 mg/kg gestiegen. Bei Phenylalanin betrug die
Konzentration an Taxol 22,04 mg/kg (Bemani et al., 2012).

In dieser Diplomarbeit wurde eine Zelllinie von Corylus avellana L. cv.
,Eshkevar‘ charakterisiert. Zu Beginn der Arbeiten wurden Zell-
supensionskulturen aus Kalli hergestellt und in einem modifizierten LS-

Nahrmedium nach Linsmaier and Skoog (1965) weiter kultiviert.

Zunachst wurde der Wachstumsverlauf der Zellkulturen untersucht. Dieser
Schritt war notwendig, um einen geeigneten Zeitpunkt fir Passagieren und
Elizitierung zu finden. Zu diesem Zweck wurde eine Wachstumskurve erstellt.
Fur eine Bestimmung des Frischgewichts der Zellen mussen diese vom
Nahrmedium abgetrennt werden, die anhaftende Flussigkeit wird von der
Zellmasse durch Luftsaugen entfernt. Im Laufe dieses Prozesses kommt es
allerdings zum Austrocknen der Zellen, wodurch sich deren Gewicht
verringern kann. Aus diesem Grunde wurde ein geeigneter Zeitpunkt fir das

vollstandige Abtrennen der Zellmasse von der anhaftenden Flissigkeit des
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Nahrmediums ermittelt (siehe Kapitel 2.3., S. 22). Die Zeit wurde mit drei

Minuten festgelegt.

Beim Erstellen der Wachstumskurve (siehe Kapitel 2.3., S 21) wurden 1 g
frischer Zellen in 30 ml LS-Medium Ubergeflhrt. Die Zellen wurden 18 Tage
lang kultiviert. Alle 48 h erfolgte die Bestimmung des Frisch- und
Trockengewichts, wobei die erste Bestimmung an Tag 0 durchgefuhrt wurde.
Die Kulturen zeigten einen logarithmischen Wachstumsverlauf: In den ersten
2 Tagen der Kultivierung befanden sich Zellen in einer Ruhephase, an Tag 4
begann die exponentielle Wachstumsphase, welche an Tag 14 endete (siehe
Abbildung 8, S. 30).

Elizitoren werden in der Regel in der exponentiellen Wachstumsphase der
Zellkultur zugesetzt, da hier die Bildung sekundarer Inhaltsstoffe am
starksten beeinflusst werden kann (Byun et al., 1992). Bei Bestoso et al.
(2006) wurde die Elizitierung an Tag 8 der Wachstumskurve durchgeftihrt.
Bei Rezaei et al. (2011) fand diese im Zeitfenster zwischen Tag 8 und Tag 13
statt. Die von uns eingesetzte Zelllinie von Corylus avellana L. wurde an Tag

8 elizitiert. Das Passagieren der Suspensionskulturen erfolgte jeden 10. Tag.

Als biotischer Elizitor wurde Methyljasmonat mit einer Konzentration von 100
MM gewahlt, da aus Arbeit von Bestoso et al. (2006) bekannt war, dass diese
Verbindung als Elizitor zur Steigerung der Taxolbiosynthese und Produktion
anderer taxoider Derivate fuhrte. Methyljasmonat regt die Genexpression und
Biosynthese sekundarer Inhaltsstoffe in verschieden Pflanzen an. Die
Auswirkung dieser Verbindung auf den Sekundarstoffwechsel wurde
ebenfalls in Zellkultur von Taxus canadensis untersucht: Durch Zusatz von
Methyljasmonat ist der Gehalt an Taxol von 0,05 mg/L auf 0,34 mg/L
gestiegen (Linden und Phisalaphong, 2000).

In Ergebnissen der Analyse mittels nanoHPLC-MS konnte gezeigt werden,
dass Taxol, 10-Deacetylbaccatin und Cephalomannin weder intrazellular,
noch extrazellular nachweislich gebildet wurden. Bei der Untersuchung des
Extrakts aus mit Methyljasmonat elizitierten Zellen wurden der lonenpeak
sowie das Natrium-Addukt der Verbindung Baccatin Il detektiert (siehe

Kapitel 3.2.1., S. 37), fur letzteres fehlten allerdings die korrespondierenden
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Isotopenpeaks. Moglicherweise hatten wir mit 500 mg zu wenig Zellmaterial
eingesetzt, weitere Untersuchungen waren aus zeitlichen Grinden nicht
durchfuhrbar. Eine 100proz. Zuordnung war daher in diesem Versuchsansatz

nicht moglich.

In einem weiteren Versuchsansatz (andere Extraktionsmethode) wurde der
Nachweis mittels UPLC-MS durchgefuhrt. Nach Eliziterung mit
Methyljasmonat konnten Spuren (0,00000289 mg/kg) von Baccatin |l
detektiert werden, eine Mehrfachbestimmung war aufgrund des Mangels an
Zellmaterial nicht mdglich. Die Daten der Kontrolluntersuchung der gleichen
Zelllinie wurden dankenswerterweise von Frau Mag. pharm. Elisabeth
Schatzl fur diese Arbeit zur Verfigung gestellt, die Konzentration an Baccatin
Il lag hier bei 0,00071 mg/kg TG (Schatzl, 2012). Eine Erklarung fir den
niedrigen Gehalt in den elizitierten Zellen konnte nicht gefunden werden,
moglicherweise kam es durch die mehrmonatige Lagerung der Zellen bzw.

des Extrakts zu einem Abbau des Baccatin Ill.

In Untersuchungen von Bestoso et al. (2006) wurde Baccatin Il zwar
detektiert, aber nicht quantifiziert, da dessen Gehalt in der Zellkultur sehr
niedrig war. Auch von Rezaei et al. (2011) und Benami et al. (2012) wurde

keine Quantifizierung dieser Substanz durchgefihrt.

Durch Einwirkung von Ultraschall auf Suspensionskulturen von Corylus
avellana L. wurde eine gesteigerte Biosynthese von Baccatin Il mit einem
Gehalt von 0,07 mg (0,01 mg/L in der Kontrolle) beobachtet (Safari et al.,
2012).

In der Arbeit von Prisching (2013) wurde der Einfluss des biotischen Elizitors
Methyljasmonat hinsichtlich der Leoligin-Produktion in ,hairy-roots“-Kulturen
von Leontopodum alpinum L. Cass. studiert. Abhangig von der MJ-
Konzentration konnten ein Anstieg oder ein Abfallen des Leoligin-Gehalts
beobachtet werden.

In der Diplomarbeit von Schatzl (2012) wurde die von uns eingesetzte
Zelllinie von Corylus avellana L. cv. ,Eshkevar® weiterhin auf die Baccatin IllI-

Produktion untersucht. Die erste Elizitierung erfolgte mit erhohten
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Saccharosekonzentrationen. Saccharose dient in pflanzlichen Zellkulturen
als Kohlenstoffquelle und ist im Nahrmedium in der Regel mit 30 g/L
enthalten. Durch Steigerung der Saccharosekonzentration wird der
osmotische Stress verstarkt und es kommt daher zu einer Anderung der
Zellphysiologie (Terashima et al., 1999). Bei Schatzl konnte bei allen
Saccharosekonzentrationen (drei, funf und sieben Prozent) Baccatin |l
detektiert werden. Die Zellen aus der Kontrollkultur (drei Prozent
Saccharose) enthielten 0,00071 mg/kg Baccatin lll. Die Sorte ,Eshkevar’ ist
somit grundsatzlich auch ohne Elizitierung zur Bildung von Baccatin Il
befahigt. In wunserer Arbeit war Baccatin Il nach Eliziterung mit
Methyljasmonat nur in Spuren nachweisbar. Vermutlich spielten das junge
Alter und schnelles Wachstum der Kalli, aus denen Suspensionskulturen
angelegt wurden, eine Rolle. Der intrazellulare Gehalt sank bei Schatzl
(2012) bei funf Prozent Saccharose auf 0,00039 mg/kg ab und stieg bei
sieben Prozent Saccharose wieder auf 0,00069 mg/kg. Taxol und 10-
Desacetylbaccatin Il waren in den eingesetzten Zellkulturen nicht

detektierbar.

Eine weitere Elizitierung wurde von Schatzl (2012) mit ANOs durchgefuhrt.
Dabei wurde das Silbernitrat in Konzentrationen von 30 und 60 pmol/L den
Zellkulturen an Tag 10 der Kultivierung zugesetzt. Die Analysen erfolgten an
Tag 5 und 10 nach der Elizitierung, wobei ebenfalls Baccatin 1l detektiert
wurde. Eine gesteigerte Produktion von Baccatin Il durch den Zusatz einer
niedrigen Konzentration von Silbernitrat (5 yM) wurde auch von Yuan et al.
(2002) festgestellt.

Weiters wurde in der Arbeit von Schatzl (2012) Ammoniumcitrat untersucht.
Ammoniumcitrat beinflusste den Biosyntheseweg zwischen Baccatin Il und
Taxol in Zellkultur von Taxus chinensis (Yuan et al., 2002). Im Gegensatz zu
anderen Elizitoren (unterschiedliche Saccharosekonzentrationen und
Silbernitrat) fihrte der Zusatz von Ammoniumcitrat zur starksten Bildung von
Baccatin Ill. Mit Ammoniumcitrat (100 mg/L) konnte der Gehalt an Baccatin
[l auf 0,000123 mg/kg gesteigert werden. Vermutlich kam es hier aber auch
zum Anstieg der Biomasse, was in den Untersuchungen von Khosroushahi et
al. (2006) beschrieben wurde.
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In dieser Diplomarbeit wurde die Auswirkung von Methyljasmonat auf die
mogliche Taxol-Produktion untersucht. Die Ergebnisse der durchgeflhrten
Analysen zeigten jedoch, dass die vorliegende Zelllinie nachweislich nur
Baccatin Il bilden kann. Die Biosynthese von Baccatin Il kann durch Zusatz
unterschiedlicher Elizitoren beeinflusst werden (Schatzl, 2012). Im Vergleich
zur Kontrolle? (0,00071 mg/kg) konnte nach Elizitierung mit Methyljasmonat
Baccatin Il nur in Spuren detektiert werden. In Untersuchungen von Bestoso
et al. (2006) wurde Taxol mit einer Konzentration von 1 mg/L auch ohne
Elizitierung ins Nahrmedium abgegeben. Durch Elizitierung mit 200 pM
Methyljasmonat stieg der Gehalt an Taxanen von 1,6 auf 2,2 mg/L.

Methyljasmonat scheint fur weitere Untersuchungen an dieser Zelllinie
ungeeignet zu sein. Der Zusatz von Ammoniumcitrat in Kombination mit
gesteigerter Saccharosekonzentration hinsichtlich der Produktion von
Baccatin Ill konnte vielversprechend sein. Die Auswirkungen von Elizitoren
auf die Biomasse sollten weiterhin untersucht werden, denn es ist unklar, in
welchem Ausmal} die Zugabe von Elizitoren das Wachstum beeinflusst.
SchlieBlich sollten auch weitere Untersuchungen hinsichtlich der

Zusammensetzung des Nahrmediums durchgefihrt werden.

9 E. Schatzl 2012, Untersuchungen zur Synthese von Baccatinen in Zellkulturen von Corylus
avellana L., Diplomarbeit, Universitat Wien, S. 35
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Taxol® (Paclitaxel) ist ein bewahrtes Zytostatikum in der Therapie diverser
Krebsarten. In den neuesten Untersuchungen wurde die Wirksamkeit in der
Behandlung von Psoriasis, Parkinson- und Alzheimerkrankheit gezeigt. Taxol
wurde urspringlich aus der Rinde der Pazifischen Eibe, Taxus brefivolia L.
Nutt. isoliert. Die kommerzielle Produktion von Taxol erfolgt heutzutage vor-
wiegend Uber Zellkulturen von Taxus-Spezies und zum Teil semisynthetisch
aus den Vorstufen Baccatin 11l und 10-Deacetylbaccatin Ill, welche aus den
Zweigen und Nadeln der Mitteleuropaischen Eibe, Taxus baccata L., gewon-
nen werden. Da der Bedarf an diesem Arzneistoff sehr hoch ist, wird nach
zusatzlichen Quellen flr Produktion gesucht. Der Haselnussstrauch, Corylus
avellana L., ist im Stande, Taxol und andere Taxane zu synthetisieren. Diese
Pflanze ist in vitro einfacher kultivierbar als Zellkulturen von Taxus-Spezies.
In der Zellkultur der Haselnuss ist der Gehalt an Taxol vergleichbar mit dem

der Rinde der Pazifischen Eibe.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Informationen aus Literatur Gber
Eigenschaften, Vorkommen und Madglichkeiten der Gewinnung von Taxol
zusammengefasst. Der experimentelle Teil richtete sich auf Charakterisie-
rung einer Zelllinie von Corylus avellana L. cv. ,Eshkevar’ hinsichtlich des in
vitro-Wachstums und einer moglichen Produktion von Taxol und anderen

Baccatinen.

Zu diesem Zweck wurden Kallus-und Suspensionskulturen angelegt und eine
Wachstumskurve erstellt. Die exponentielle Phase begann am Tag 4 der
Zellkultivierung, am Tag 14 erreichte das Wachstum sein Maximum. Eine
Elizitierung mit 100 uM Methyljasmonat zeigte, dass diese Zelllinie Baccatin
[l intrazellular in Spuren bilden kann. Taxol und weitere Baccatine waren

nicht detektierbar.

Weitere Untersuchungen hinsichtlich unterschiedlicher Elizitierungen sowie
der Einfluss der Zusammensetzung des Nahrmediums kénnten zu hdherer

Produktion von Baccatinen fuhren.
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6. SUMMARY

Taxol® (Paclitaxel) is used to treat a variety of cancers. New studies also
suggest its activity in the therapy of psoriasis, Alzheimer and Parkinson
disease. Taxol has first been isolated from the bark of the Pacific yew, Taxus
brevifolia L. Nutt. The commercial production of this drug is mainly based on
in vitro cultivation of Taxus sp. cell cultures, the other method of producing
taxol is by semi synthesis from precursors such as baccatin Il and 10-
deacetylbaccatin 11l which are extracted from twigs and needles of Taxus
baccata.

The worldwide demand for this compound is very high; therefore alternative

methods of its production are being studied.

As an alternative source of Taxol®, Corylus avellana L. has shown promising
results. Hazelnut is capable of synthetizing taxanes, besides, this plant can
be easily cultivated in vitro. The taxol content is comparable with that of the

bark of the Pacific yew.

Literature has been reviewed to summarize characteristics, distribution and
methods of industrial taxol production. The experimental part of this work was
aimed at characterization of a cell line of Corylus avellana L. cv. ’Eshkevar
concerning its growth under in vitro conditions and a possible production of
taxol and other baccatines. For this purpose callus and cell suspension
cultures were established and a growth curve has been created. The cells
grew exponentially after day 4 and the maximum was reached at day 14,
afterwards the amount of cells started to decrease due to their death.

An elicitation with 100 yM methyl jasmonate has been performed. The results
of the analysis have shown the presence of baccatin Ill only in traces. No
taxol or other baccatines were detectable. Other elicitors and the influence of
different contents of nutrient medium ingredients could lead to higher
production of this compound.
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