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1 Problemstellung

Der Behandlung von Krankheiten auf naturlichem Wegd heutzutage immer mehr Be-
deutung zugeschrieben. Dadurch bietet sich die reutbung alter Heilmethoden und
volksmedizinischen Heilwissens aus allen Kulturkeai als Forschungsfeld fur die Phar-
mazie an. Besonderes Augenmerk wird den natirlmkommenden Substanzen gewid-
met, deren Anwendung grof3tenteils ohne schwerwagenerwinschte Nebenwirkungen

begleitet wird.

Schon die Indianerstdmme Nordamerikas erkanntemallkraftige Wirkung der Magno-
lien. Ebenso wird in der TCM (Traditionelle Chirgesie Medizin) diese Pflanzenart zur
Behandlung diverser Krankheiten, wie gastrointestirBeschwerden, Erkrankungen des
Respirationstraktes, sowie als Schlaf- und Berutggmittel eingesetzt. Die Rinde von
Magnolia officinalis wird als Bestandteil eines Ktérgemisches, benannt als ,Saiboku
to“, gegen Bronchialasthma und Magenbeschwerdemeretet. Im Tierversuch wurde au-
Berdem eine anxiolytische Eigenschaft nachgewidsiéndie Wirkung werden vor allem
Honokiol und Magnolol verantwortlich gemacht. Di€sgbstanzen z&hlen zur Gruppe der
Phenylpropane und werden von Magnolia officinahisl anderen Spezies produziert. Ho-
nokiol und Magnolol weisen eine antioxidative, bakterielle sowie antivirale Eigenschaft
auf. Zusatzlich zu Honokiol konnte in den Fricht®m Magnolia grandiflora ein Derivat
Methylhonokiol nachgewiesen werden, eine Verbinddrg ebenfalls ausgepragte phar-
makologische Eigenschaften enthélt.

Uber die Metabolisierung von Honokiol und Methylle&iol sind bis dato keine Daten be-
kannt. Da nur eine ausreichende Resorption einéreehte Wirkung auf den Koérper ge-
wahrleisten kann, ist die Ergrindung der Biotramsfttion dieser Substanz von grol3em
Interesse.

Zunéchst sollte sich der praktische Teil diesereffrbingehender mit der Metabolisierung
von Methylhonokiol beschaftigen. Mittels HPLC-Ansdy sollten erstmals die Biotrans-
formationsprodukte in der Galle und im Perfusiondime qualitativ und quantitativ er-
fasst werden. Basierend auf diesen Untersuchungéte sine Aussage getroffen werden,
ob Methylhonokiol in freier Form den Blutkreislaefreichen kann und in welchem Aus-

mal3 eine Metabolisierung stattfindet.
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2 Einleitung

2.1 Die volksmedizinische Bedeutung der Pflanze

Die Familie der Magnoliaceae z&hlt entwicklungsgestlich zu den altesten Pflanzen der
Erde und ist weltweit verbreitet. Sie besteht asGhttungen, zu welchen unter anderem
Magnolia, Liriodendron, Michelia und Aromadendraihien. Im nordamerikanischen und
asiatischen Raum erhalt die Nutzung von Magnoli luiriodendron volksmedizinisch ei-

nen groRen Stellenwett.

2.1.1 Verwendung der Magnolie in der Volksmedizin der Urenwohner Nord-

amerikas

Im Sudosten der Vereinigten Staaten gedeihen etketen der Gattung Magnolia. Erwah-
nenswert aus dieser Artenvielfalt ist die Magneii@iniana, auch bekannt als ,sweetbay
Magnolia“ oder ,beaver tree”, da die Rinde Bibets Hahrung dient. Wurzeln, Stamm,
Rinde sowie Zweige dieser Magnolienart wurden vodidnerstammen gesammelt und
vielseitig angewandt. Sie bereiteten daraus eitelinikum, welches gegen Herbstfieber
und Rheuma Wirkung zeigte. Das Dekokt wurde alsabaxund schweiltreibendes Mittel
eingesetzt. Kalt zubereitet, in Form eines Mazesatgitzten die Ureinwohner Amerikas
die krampflésende Wirkung bei Wechselfieber.

In der Sprache der Houma-Indianer von Lousiana péadie Teezubereitung ,das Blut".
Diese Warme soll die Kalte aus dem Korper vertreibad somit helfen, die Krankheit
auszukurieren. Eine weitere nennenswerte Art siaignolia grandiflora dar, deren Rinde
bei den Chocktaw-Indianern Louisianas zur Heilungkgnder Brandwunden eingesetzt
wurde!

Die Stamme der Irokesen mit ihrer hoch entwickeR8anzenheilkunde, nutzten den inne-
ren Teil der Rinde der Magnolia acuminata bei Zahngerzen.

Gegen Magenschmerzen und krampfartige Koliken tetesi die Cherokee-Indianer einen

Aufguss von Magnolia acuminata und Magnolia macybatzu’

1vgl. Schilhly et al., 2001, S. 63ff.
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2.1.2 Bedeutung und Anwendungsform von Magnolia in der TG/

Auch in China wird der Magnolie eine groRe Bedegtais Heilmittel beigemessen. Seit
tber 2000 Jahren wird sie in der Traditionellenn@kischen Medizin — kurz TCM — als
Tonikum und Stimulans verarbeitet und gegen Ubgligastrointestinale Beschwerden
und andere Leiden eingesetzt.

Seit alters werden Magnolia Arten in China angemflawelche urspringlich nur dem Kai-
ser zustanden. Seit dem 11. Jahrhundert wurdeer greghtvollen Straucher von ihm als
besondere Auszeichnung verschenk.

Marco Polo, der bedeutendste Reisende des Miedalgelangte schon im 13. Jahrhundert
Uber den Landweg von Venedig in den Fernen Osteseihen detaillierten Reiseberichten
erwéahnte er unter anderem das Vorkommen diesemZefland deren heilkraftige Wirkun-
gen. Erst um 1780 gelangten einige Exemplare ddietOstindische Kompanie nach Eu-

ropa, wo sie kultiviert wurde und nun tberall gédéi

Abbildung 1: Hou pd

Seit Uber 2000 Jahren werden Extrakte aus der Riodéviagnolia officinalis und andere
Magnolia-Arten in der Traditionellen Chinesischerdikzin (TCM) verwendet. Die Arz-
neipflanze Magnolia officinalis wird hier unter déddamen ,,Hou po*“ gefuhrt und mit an-
deren getrockneten Pflanzen in Krautergemischeweratet. Dazu zahlen Hange-koboku-
to, Yoku-kan-san, und Saiboku-to.

Diese wurden schon vor mehreren Hundert JahrerBeseitigung von Angststérungen,

2Vgl. Enzyklopadie, 1991, S. 40.

% Abbildung entnommen aus: URL: www.greenlife-herbain/database/houpo.htm
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Angstneurosen, Schlaflosigkeit, thrombotischen ®aisssen und gastrointestinalen Be-

schwerden eingesetzt.

Cortex Magnoliae officinalis wird in der Traditidfen Chinesischen Medizin als Dekokt
eingesetzt, welches bitter und scharf schmeckt.Rele enthélt als wirksamkeitsmitbe-
stimmende Bestandteile Magnolol, Tetrahydromagnddoimagnolol, Honokiol, Eudesmol
und Magnocurarini.

Als Tagesdosis verwendet man 3- 12g entweder alzeklroge oder innerhalb einer Re-
zeptur zusammen mit anderen Drogen jeweils als Tee.

Die traditionellen Verwendungsmadglichkeiten umfassien gastrointestinalen Bereich
Magen und Dickdarm, sowie Milz und Lunge. Hou podabei Véllegefuhl, Gastritis, Ma-
gengeschwire, Durchfallerkrankung, Brechreiz undtelu verwendet. In der Heilkunde
wird die Wirkung als das gi belebend und die Fegg&kit austrocknend (xing gi zao shi),
in Gegenrichtung aufsteigendes qi herunterfuhremdl Atemnot lindernd (jiang ni ping
chuan) beschrieben.

2.2 Magnolia sp.

Dem franzdsischen Botaniker Pierre Magnol, gebd&38, gestorben 1715, verdanken die
Magnolien ihren Gattungsnamen. Sie gehoéren zur lieader Magnoliaceen, und beinhal-
tet etwa 125 Arten, welche im Himalaya bis O- ur@ &sien und von O- Nordamerika

bis Stidamerika beheimatet sthd.

2.2.1 Zur Pflanze

Die Magnolie bevorzugt bewaldetes halbschattigeSigbesie wachst in Gestrippen und
an Flussufern, wo sie vor starkem Wind geschitzd wKultiviert wird sie in feuchtem,

wasserdurchlassigen, humusreichen, am besten daisneeutralem Bodeh.

4 Vvgl. Maruyama et. al, 2000, S. 35ff.
®Vgl. Handbuch der chinesische Heilpflanzen, 18R 7243ff.

®vgl. Die groRe Pflanzenenzyklopadie, 2003, S. 661.
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Zahlreiche Fossilfunde belegen das Vorkommen degndizengewachse im Tertiar Gber

die gesamte Nordhalbkugl.

Magnolia officinalis ist eine der zahlreichen Artdsiehe Abbildung) Man findet sie als
sommer- oder immergrinen bis zu 22 m hohem Baunaraihatischer Rinde. Auffallend
sind ihre groRen Blatter und hibschen, einzelstdrenduftenden cremeweil3en Bliten,

die oft vor den Blattern erscheingn.

Abbildung 2: Magnolia officinalis

In China werden die in den Monaten Mai bis Jundafre alte Baume gefallt. Fur die tra-
ditionelle Verwendung der Rinde wird sie in einendl&ch mit Reisstroh bedeckt, 3 oder

4 Tage so belassen, herausgenommen, auseinandlerget@etrockne?.

2.2.2 Inhaltsstoffe von Magnolia sp

Die vielseitigen Anwendungsmaglichkeiten in der k&hedizin von Magnolia species er-

weckte das Interesse die Inhaltsstoffe der Pflaéiber zu ergrinden.

"Vgl. Urania Pflanzenreich, 1971, S. 303.

8 vgl. das groRe Lexikon der Heilpflanzen, 20012%1.
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Fischer und Mitarbeiter berichten von Lignanen iablignanen, welche in diversen Spe-
zies vorkommen. Die biologische Aktivitat diesebStanzen besitzt ein weites Wirkungs-
spektrum mit zytotoxischen, antikanzerogenen, aktériellen, antiviralen sowie insekti-
ziden Effekter?,

Zu den ergrindeten Monoterpenlignanen von Magruaffiainalis zahlen Piperitylmagno-
lol, Piperitylhnonokiol, Bornylmagnolol und Dipipgéyimagnolol.

Syringaresinol und ihre 4’-@-D-glucopyranoside verzeichnen zytotoxische und-ant
leuk&amische Aktivitaf.

Honokiol und Magnolol zahlen zu der Gruppe der RipFopane. Sie sind Neolignan-
Isomere und die bedeutendsten Inhaltsstoffe voniglay

Das naturlich vorkommende Methylhonokiol (4’-Metlyel, 3’-di-(2-propenyl)-biphenyl-
2-ol) der Magnolia grandiflora wurde aus deren Rtén isoliert. Mit dieser Arbeit wird
vor allem die Wirksamkeit dieser Substanz erforsdatvermutet wird, dass das Vorhan-

densein der Methylgruppe ein starkeres Potentiateist

Abbildung 3: Strukturformeln von Honokiol, Methytiodiol und Magnolol

Honokiol wurde aus einem methanolischen Auszug Riede von Magnolia obovata
Thunb im Jahre 1972 von Fujita und Mitarbeiterieof° Diese Bezeichnung stammt von
Honoki, dem japanischen Namen von Magnolia oboVatab.

Honokiol und Magnolol wurden ebenso in Magnoliaiaffalis und anderen Magnolien

Arten wie Magnolia tripetala isoliert.

°Vgl. Fischer et.al, 1999, S. 211ff.

9ygl. Maruyama und Kuribara, 2000, S. 35ff.
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Honokiol weist in der getrockneten Rinde von Magmafficinalis einen prozentuellen

Beitrag von 0,3- 4,6% auf, Magnolol hingegen eiGahalt von 2-119%"

Nennenswert sind die Samen der immergriinen Magndignolia grandiflora. Honokiol
und Magnolol kommen hier nur in kleineren Mengem, weahrend Methylhonokiol von

etwa 10% Vorkommen als Hauptbestandteil ilt.

Der methanolische Auszug der getrockneten RindeMagnolia obovata enthélt 0,09 -
0,39% von Magnolia officinalis 0,34- 1,17 % und Wdagnolia tripetala 1,83- 4,03 % Ho-
nokiol.

Abgekochte Ausziige von Magnolia obovata und Magnofficinalis enthalten jeweils
0,23- 1,53 % und 0,25- 2,34 % Honokidl.

Zu den weiteren Inhaltsstoffen der Rinde z&hleemuabhderem Hydroxybiphenyle, wie 8,9-
Dihydoxydihydrohonokiol, 8,9- Dihydroxymagnolol, &eshonokiol und Eudesmagnolol.
Zudem weist dieser einen Anteil dtherischen Ols94it 98% Cadinolg-, B- undy- Eu-

desmol und Guaiol, sowie quartdrne Alkaloide Magman, Magnosprengerin, Salicifo-

lin auf!!

2.3 Pharmakologische Wirkung von Honokiol im Tierve rsuch

Im folgenden Kapitel wird auf die erforschte phakalagische Wirkung von Honokiol im
Tierversuch naher eingegangen. Die Substanz zelggmneuroprotektiven, auch antioxi-
dative, antibakterielle und antikanzerogene Effekt® haufigsten jedoch wurde tber die

anxiolytischen Eigenschaften berichtet, diese saleenfalls ndher beschrieben werden.

2.3.1 Neuroprotektive und antioxidative Effekte von Honokol

Glukosemangel hat die Eigenschaft oxidativen Stzessduzieren, was zu extrazellularer
Akkumulation von Glutamat fuihrt. Im Zuge dessendéthsich der Einstrom von Kalziu-

mionen in die Zellen. Die daraus resultierendefktrean Sauerstoffspezies sorgen hierbei

1 vgl. Hager's Handbuch, S. 156.
2y/gl. Rao und Davis, 1982, S. 249ff.

13vgl. Maruyama und Kuribara, 2000, S. 40ff.
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fur den neuronalen Zelluntergang.
Ebenso fiihrt die massive Freisetzung von N-MethwAdpartat, HO,, und Glutamat zu

neuronaler Toxizitat und ebenfalls zum Zelluntergn

Yi- Ruu Lin und seine Mitarbeiter vermuteten eirgositiven Einfluss von Magnolol und
Honokiol auf die mitochondriale Aktivitat. Sie setm beschadigte Neuronen der Wirkung
von Magnolol 1- 10uM und Honokiol 1- 10uM aus. Bsrgen die neuroprotektiven sowie
antioxidativen Eigenschaften — hervorgerufen dudie Reduktion des Glutamat-
Induzierten C&- Einstroms in den cerebrale Zellen — nachgewiedenokiol hat im Ver-

gleich zu Magnolol eindeutig ein starkeres antiasices und neuroprotektives Potentfal.

Das lipidl6sliche Vitamin E, das zur Gruppe der iBridantien zahlt und MK-801, ein
Glutamat-Rezeptor-Blocker verhindern bekannterweagonale Dysfunktion und Neuro-
nenuntergang. Das interessante Ergebnis diesereSuaat der Nachweis eines starkeren

neuroprotekiven Effekts von Honokiol und Magndfol.

Es ist allgemein bekannt, dass Inflammation, oxwgatStress und ein Ungleichgewicht
von exzitatorischen lonen eine wichtige Rolle Isehimie spielen. In einem experimentel-
len Versuch wurde im Cerebellum von Ratten einrkifausgel6st. Eine intravendse Ver-
abreichung von Honokiol bei einer Dosierung voif ttkg und 10 g/kg reduzierte signi-

fikant das totale Infarktvolumen. Dieses Ergebiisf zu der Annahme, Honokiol sei eine

potente neuroprotektive Substanz, einzusetzen degeamie"’

2.3.2 Antibakterielle Wirkung am Beispiel von Akneerregem

Propionibacterium acnes ist ein anaerobisches Bakiewelches in der Pathophysiologie
von Akne eine wichtige Rolle spielt und fur entzlicll auftretende Prozesse im Gesicht
verantwortlich ist. Dieser Keim stimuliert die Pradion von proinflammatorischen Cyto-

kinen, eingenommen Interleukin 8 und TAKTumor Nekrose Faktorf.

Mehrere In-vitro-Untersuchungen zeigten die antibag&lle Aktivitat und antiinflammato-

rische Eigenschaft von Honokiol und Magnolol ge§eracnes auf. Ein DPPH (Diphenyl-

1 vgl. Yi- Ruu Lin et al., 2005, S. 64ff.

15Vgl. Kuo- Tong Liou, 2002, S. 130ff.
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p-picrylhydrazyl) Test und SOD (Superoxide dismejaactivity assay gaben Aufschluss
Uber die Radikalfangerwirkung der Inhaltsstoffe Wdagnolia species. Auch hier zeigte
sich wiederum eine starkere Wirkung Honokiols gégen der Substanz Magnolol.
P.acnes fordert den Reaktionsschritt Cyclooxygefaleairz COX-2) und somit die Bil-
dung von entzundlichen Stoffen. Durch die Hemmuag @OX-2 mittels Honokiol und
Magnolol konnte die Prostaglandin BPG E) Produktion gesenkt werden. Ebenso zeigt
hier Honokiol eine groRere Wirksamkéit.

Auch die von Propionibakterium acnes induziertemproinflammatorischen Mediatoren
IL-8 und TNFe kénnen von den beiden Neolignan Isomeren reduziemrden.

Der Nuclear FactokB (NF«B) kann die Transkription von Cytokinen und Wachsstak-
toren steigern und wird durch dieses Bakteriumvadti. Im Testversuch konnte diese Ak-
tivierung mit Hilfe von Honokiol und Magnolol rediezt werden'°

Diese Ergebnisse zeigen, daBkgnolia zur Behandlung von Akne in Erwédgung genoge

werden kann.

2.3.3 Antikanzerogene Eigenschaften von Honokiol

Mehrere Studien belegen die positive Auswirkung Hamokiol auf kanzerogene Zellen.
In Vitro zeigte die Substanz bei einer Konzentratton 10-15 pg/ml zundchst eine Hem-
mung der DNA Synthese von RKO Krebszelllinien unmealaraus resultierende Inhibition
der Proliferationt’

Durch Applikation der RKO Krebszelllinien in Balbfmude Méausen wurde ein kinstlich
erzeugtes Tumorwachstum erreicht. Die taglicheapdritoneale Verabreichung von Ho-
nokiol 80 mg/kg zeigte eine rasche Absorption sogiee erfolgreiche Bek&dmpfung des
Tumors®’ Honokiol ist somit in der Lage Apoptose zu induere Durch die Aktivierung

von Caspasen wird eine signifikante Hemmung desorwachstums erzielt.

2.3.4 Die anxiolytische Wirkung von Honokiol

In einer Vielzahl von Studien wurde anhand von Veesuchen die anxiolytische Wirkung

von Honokiol untersucht.

vgl. Lee et al., 2005, S. 338ff.

"Vgl. Fei Chen et al.,2004, S. 3459ff.
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Kuribara und Mitarbeiter testeten die Eigenschafteser Substanz und vollzogen einen
Vergleich zu Diazepam in unterschiedlichen Dosigaiman Mausen. In einem physiologi-
schen Abhangigkeitstest konnten nach Antagonisgeder jeweiligen Komponenten mit
Flumazenil im Falle Honokiol keine Entzugserschagen festgestellt werden. Sogar bei
der héchsten Dosierung von 2 mg/kg, welche zehtdlaér als die notwendige Dosis fur
einen anxiolytischen Effekt ist, traten keine Abpigkeitserscheinungen auf. Der Entzug
von Diazepam hingegen fuhrt zu Hyperreaktivitdteror und Unruhe. Die jeweiligen
Versuche wurden drei Stunden nach Verabreichung Homokiol durchgefiihrt, da die
Substanz erst hier den hdchsten Peak erreichtepaaz hingegen erreicht diesen schon

nach 10 Minutent®

Weiters sollte mit Hilfe eines ,hexobarbital-indacsleeping test* die Modulation von
Barbituraten getestet werden. Bei Mausen, die naz&am vorbehandelt wurden, poten-
zierte sich die Wirkung von Barbituraten, was zfeli zentraler Schwache, Depression
und Schlaf fihrte. Eine Kombination von Hexobarbitat Benzodiazepinen kann fatale

Folgen mit sich filhren und ZNS Stérungen auslé¥en.

Es stellte sich nun die Frage, ob Honokiol ebesfalhe Interaktion mit Hexobarbital ein-
geht. Um dies ndher zu erdrtern, wurde einer GryppeMausen Honokiol und einer wei-
teren eine Kombination aus Honokiol und Diazepanalmeicht.

Nach Applikation von Hexobarbital (100 mg/kg) koamr@nhand der Schlafstunden festge-
stellt werden, dass die Vorbehandlung von Honokiedler die Wirkung von Hexobarbital

beeinflusst, noch den potenzierenden Effekt vorz&pam auf Hexobarbital abschwatht.

Die alkalische Verbindung Bicuculline, ein kompettr Antagonist von GABA am GA-
BAA Rezeptor fuhrt im Tiermodell zu tonischen und kohen Krampfen.
Benzodiazepine sind fur ihre antikonvulsive Eigdrastbekannt und kénnen die von Bi-
cuculline hervorgerufenen Krampfe hemmen. Honokitirt zu keiner Antagonisierung
der Wirkung, auch nicht bei einer Dosierung von g8kg. Somit wurde mittels dieser

Studie der Schluss gezogen, Honokiol sei ineffefiéigen epileptische Anfalfé.

Honokiol weist bei einer Dosierung von 0.2 mg/kgTierversuch eine anxiolytische Wir-
kung auf und verursacht im Gegensatz zu Diazepane Kduskelrelaxation, Mudigkeit
oder motorischen Dysfuktion.

Bei hohen Dosen von 125mg/kg wird von Sedation heid250mg/kg von Bewegungssto-
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rungen berichtet. Diese sind aber 625 — 1250 ndakest als die minimale Dosierung fur
einen signifikanten anxiolytischen Effelt.

Diese Studie zeigt deutlich die anxiolytische Eggraft von Benzodiazepinen und Hono-
kiol auf. Beide Substanzen besitzen eine Affintéatden GABA Rezeptoren und verstar-
ken vermutlich die Wirkung des NeurotransmittersBAA Zum Zwecke der Anschaulich-

keit sollen diese nun in einzelnen Unterkapitelhardbeleuchtet werden.

2.3.4.1 Affinitat bei Benzodiazepinen

Benzodiazepine und analoge Verbindung greifen anB&System an und hemmen die
Funktion GABA-erger Neuronen. Sie reagieren mieeigpezifischen Bindungsstelle am
GABAA-Rezeptor, der zu den ligandengesteuerten lonetd@mgehort. Diese wiederum
befinden sich im gesamten ZNS in hoher Dichte Wlenain der frontalen und okzipitalen
Hirnrinde, im Hippocampus und im Kleinhiff.

Wenn die Benzodiazepine mit ihren Bindungsstellgeragieren, wird die Affinitat von
GABA zu deren Bindungsstelle, die Teil des Chload&ls darstellt (sog. GABA
Rezeptor- Chloridkanal- Komplex), erhoht.

Die Benzodiazepine steigern durch allosterische Asgavirkungen die Bindungsfahigkeit
von GABA zu deren Rezeptoren und verstarken daddieehVirkung. Durch die Erhéhung
der Offnungswahrscheinlichkeit von Chloridkanalednken mehr Chlorid-lonen in die
Zelle einstromen, was zu einer HyperpolarisationZdlen fuhrt. Im Zuge dessen kommt
es zu einer verminderten Erregbarkeit und einernyrimdlichkeit der postsynaptischen
Nervenzellen gegeniiber exzitatorischen EinfliidSen.

Die Langzeitbehandlung von Benzodiazepinen erwggdt aber als besonders schwierig,
da vor allem die Gefahr der Abhéngigkeit und deleflanz besteht. Bei langem Gebrauch
kann es zu kognitiven Leistungseinbuf3en, Beeintigwwhg der Initiative und neurologi-

sche Stoérungen wie Ataxie, Muskelschwéache und Redldust.

2.3.4.2 Wirkung von Honokiol auf den GABRezeptor

Die Mehrzahl der GABA-Rezeptoren besteht aua PIntereinheiten, 2 Untereinheiten

und einety, Untereinheit. Unterschiedliche Populationen vomidezellen sind durch spe-

8v/gl. Maruyama et.al., 1999, S. 97ff.

9vgl. Mutschler, 2000, S. 19.
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zifische GABAs-Rezeptor-Subtypen charakterisienb-GABAA-Rezeptoren sind fur die
anxiolytische Wirkungp;-GABAa-Rezeptoren fur die sedierende Wirkung der Benzodia

zepine verantwortlicR°

Um die Interaktion von Honokiol und seinem Neoligdaomer Magnolol zu demonstrie-
ren, wurden verschiedene Kombinationen von rekoarian Rezeptorsubtypen mittels Sf-
9/Baculovirus-System exprimiert. Hierbei wird diendtigte DNA mit Hilfe eines reinen

rekombinanten Retrovirus in spezifische Insektdanetingeschleust.

In Binding Assays konnte die modulierende Eigenfichan Honokiol auf humanen re-
kombinanten GABA-Rezeptoren veranschaulicht werden. Honokiol alshadagnolol
erhohen die Bindung von [?(H]Muscimol an die GARBRezeptoren. Beide Substanzen po-
tenzieren zudem die Bindung an den cerebralen upplddampus-Membranen, konzentra-
tionsabhangig um 400%. Hingegen erwies sich dexkE#uf das Cerebellum als weniger
bedeutsar’

Die Selektivitat auf den Rezeptoren ist unabhamigigon, ob deren Kombination eife
Untereinheit enthalt oder nicht. Unterschiede sind allem in dera-Untereinheit festzu-
stellen. Sowohl Honokiol als auch Magnolol verzeieh eine steigernde Wirkung auf den
a Subtypus.

In dieser Studie ist deren Wirkung auf GABA-Rezegtoersichtlich. Die Substanzen dif-
ferenzieren hinsichtlich ihrer stimulierenden Winkuauf die verschiedenen Kombinati-
onsmoglichkeiten ded;-Untereinheiten. Eine weitere Unterscheidung zesyté bei der
Bindungsfahigkeit von Magnolol bePH]Flutrinazepam auf cerebralen Membranen des
GABAAa-Rezeptors. Im Gegensatz dazu wurde eine Inhibi@m Honokiol von
[*H]Flutrinazepam beobachtt.

2.3.4.3 Honokiol/ Dihydrohonokiol

Honokiol und Magnolol sind wie schon erwahnt Newofig-Isomere. In vivo wird die Pro-
penyl Seitenkette von Magnolol reduziert und didos®anz zu Dihydro-und Tetrahydro-
magnolol metabolisiert. Nach mehrtagiger Admintstra erreichen diese Metabolite er-

hohten Plasmalevel. (Metabolisierung von Magnoilehs Kapitel 2.4.1). In dieser Studie

20 Nielsen et al., 2001, S. 34ff.



2 Einleitung 22

wird angenommen, die reduzierte Form von Honoldak Dihydrohonokiol erhéhe nach

mehrmaliger Verabreichung die anxiolytische Wirkidhg

Abbildung 4: Strukturformel von Dihydrohonokiol-BHH-B)

Um dies zu veranschaulichen wurden drei GruppenRatten mit Honokiol, DHH-B (Di-
hydrohonokiol-B) und Diazepam behandelt und einetavated plus maze test unterwor-
fen. Die Aufenthaltszeiten der unterschiedlich Imeledten Gruppen unterschieden sich
nicht wesentlich voneinandgr.

Nach oraler Verabreichung von DHH-B 1mg/kg konntnmach zwei Stunden eine merk-
lich verstarkte Wirksamkeit feststellen, welcher\&unden persistierte. Nach drei Stunden
wurde erst der hochste Peak erreicht.

Die Studie erwéhnt eine anxiolytische Wirkung oltregleutende Nebenwirkungen selbst
bei einer Verabreichung von lediglich 0,04 mg/kg.

DHH-B fuhrt weiters zu keiner Mudigkeit sowie zuiker Veranderung der motorischen
Aktivitat. >

Miyamoto und Mitarbeiter testeten den Einfluss \RHH-B auf die Chlorid Aufnahme
kortikaler Synaptoneurosomen der Maus. Die Durchfiip erfolgte in An- und Abwesen-
heit von Muscimol, welche strukturelle Ahnlichkeitit cyclisiertery-Amoinobuttersaure
hat und einen selektiven GARAAgonisten darstellt, doch jeweils in unterschieloin
Konzentrationen.

Das Resultat ergab einen stimulierenden Effekt@bBiiH-B auf den Chlorid uptake. Schon

%l Maruyama, Kuribara 2001, S. 597ff.
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nach einmaliger Verabreichung wurde die Muscimohglierende Chloridaufnahme er-
hoht. Daraus ist zu schlie3en, dass ein GAB®ezeptor gesteuerter Cl-Kanal Komplex in

der anxiolytischen Aktivitat von DHH-B involviersi®?

Das Ausmal’ der durch die Zufihrung von Ammoniakingaichten Zunahme der intrazel-
lularen Konzentrationen von Chloridionen wurde ifppbcampus Primarneuronen von
kultivierten Ratten Uberprift. N{&Il erhdht die CHKonzentration in pyramidalen Neuro-
nen von 17 Tage alten Wistar Ratten. DHH-B bei Kammationen von 1ng/ml, 10 ng/ml,
100 ng/ml inhibiert signifikant die von Ammoniakduazierte Zunahme der Gbnen.

Der Vergleich zu Magnolol fuhrt zu keiner Verandegwer Ci-Akkumulation, auch nicht

bei einer Konzentration von 100 ng/fl.

2.3.4.4 Wirkungsweise von DHH-B auf GABA-Rezeptoren

In dieser Studie konnte die senkende EigenschaftDidH-B auf Ammoniak induzierten
Cl- Konzentration verdeutlicht und veranschaulichtdeer

Um herauszufinden welche Rezeptoraffinitat DHH-Brhat, wurden GABA Agonisten
und Antagonisten beleuchtgt.

10puM von Muscimol und jeweils 200 uM von CACA, GABANd GABA: Rezeptor A-
gonisten fuhren zu einer Hemmung der Chlorid lokenzentration. Eine GABAc Stimu-

lation reduziert eine von Ammonium lonen induzigkikumulation der Chlorid lonen.

Jeweils 10 uM von Bicuculline, TPMPA, GABAUnd GABA: Rezeptor Blocker wurden
verabreicht. TPMPA antagonisiert den Effekt von DBHhingegen den von Bicuculline
nicht.

Das Alkaloid Bicuculline ist ein kompetitiver Antagist von GABA am GABA-Rezeptor

und ruft im Tiermodell Krampfe hervér.

22 Vgl. Irie, Miyamoto et al., 2001, S. 121ff.

#vgl. Kuribara, 2000, S. 721ff.
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2.4 Metabolismus

Der Metabolismus von Honokiol und Methylhonokiolxse deren Biotransformationspro-
dukte sind bis dato noch nicht geklart. Das folgeK@pitel beschaftigt sich eingehender
mit dem Metabolismus von Magnolol, das wie schoschdaeben ein Isomer zu Honokiol
darstellt und somit spezifische Strukturdhnlichlaifweist. Ebenso gibt es eine erwah-
nenswerte Studie Uber Biotransformationsprodukse @ekokts von Magnolia officinalis,
welche hier auch néher betrachtet werden sollendaddrch ein Einblick in die Zirkulati-

on der Substanzen und deren Umwandlungsproduksehadit werden kann.

2.4.1 Metabolismus von Magnolol

Um die Umwandlung- und Ausscheidungsprodukte vorgmééol, isoliert aus Magnolia

cortex, zu erlautern wurde die Substanz perorare@ruppe von Ratten verabreicht. 24
Stunden nach Applikation konnten erste Fazes- uimptbben einer Analyse unterworden
werden. Das HPLC Geréat wies 6 Metabolite auf, wabdeiHauptmetabolite Tetrahydro-

magnolol und das unveréanderte Magnolol identiftziesrden*

HO OH

M6
/ magnolol

o
—

M4 ™a HO OoH

HO l OH l OH _—¥% M1

—

R

Abbildung 5: Strukturformeln der Umwandlungsprodukion Magnolol, (Tetrahydromagnolol
(M1), 5-(1-propen-1(E)-yl-5'-propyl-2,2'-dihydroxphenyl  (M2),  5-allyl-5'-propyl-2,2'-
dihydroxybiphenyl (M3), Isomagnolol (M4), 5-allyH3-propenl-(E)-yl)-2,2'-dihydroxybiphenyl
(M5), Magnolol (M6)
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Dieses Schema zeigt mogliche Umwandlungsprozessévagnolol zu den entstehenden
Metaboliten. Dabei wird die Substanz Uber einensgivenschritt zu Isomagnolol isomeri-
siert. Schlief3lich ergeben sich durch Reduktion #eallyl-5’-(1-propen-1(E)-yl)-2,2’-
dihydroxybiphenyl (M5) und Isomagnolol (M4) die Qdroderivate (M2 und M3). In wei-

terer Folge werden diese zu Tetrahydromagnolol (Mdyewandelt?

Um die Metabolisierung und den Ausscheidungswe@mnah betrachten wurde radiomar-
kiertes Magnolol intraperitoneal und peroral eiweiteren Gruppe von Ratten verabreicht.
Neben Blutanalysen, wurden auch die Ausscheidungspte tUber Fazes und Urin unter-
sucht. 24 Stunden nach oraler Administration wur@®¥ des radiomarkierten Magnolols
Uber Fazes und 11% uber Urin ausgeschieden. Ahdbgu zeigte die intraperitoneale
Verabreichung eine Ausscheidungsrate von 52% tdees-und 24% uber Urn.

Das Ergebnis der Strukturanalyse ergab jene Matapalie in Abbildung 5 ersichtlich
sind. Magnolol zeigt ebenfalls in Fazes nach 24&ua den hdchsten Peak. Nach wieder-
holter Verabreichung verkleinert sich der Peak Magnolol und die Peaks der Metabolite
wie die von Tetrahydromagnolol und Dihydromagnodoidate zeigen eine deutliche Er-
hohung®

In den Fazes konnten 53% der freien Form von Magnold den Metaboliten nachgewie-
sen werden. Dies lasst erkennen, dass der Haupteigsngsweg uber die Galle erfolgt.
Weiters sind nur 6% als Glucuronide und Sulfatdan Fazes aufzufinden.

Es stellt sich nun die Frage, warum der prozerdgugtitz der Konjugate in den Fazes klei-
ner ist als der, der von der Leber verstoffwechseltde. Hattori und Mitarbeiter sind die-
sem Phanomen nachgegangen und entdeckten den Zashamyg der intestinalen Mikro-
flora des Darms, mit der Uberfiihrung der entstaadefonjugate in die freie Forfi.

Des Weiteren zeigt eine Blutanalyse der Versudfesiigeressanterweise schon nach 15
Minuten peroraler Verabreichung ein Peak von Maginoh Chromatogramm. Da 8 Stun-
den nach Verabreichung im Blut wieder ein Magnadalp sichtbar war, deutet dieses Er-
gebnis auf eine enterohepatische Zirkulation hieb&h 10% unverdndertes Magnolol
konnten auch 16% Magnolol-2-O-Glucuronid und 74%dentifizierbare Komponenten

aus dieser Blutuntersuchung ermittelt weréfen.

24\/gl. Hattori et al., 1984, S. 5010ff.

% Vgl. Hattori et al., 1986, S. 158ff.
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Im Hinblick auf die Verstoffwechslung von Magnolioh Tierversuch verabreichten Tsai
und Mitarbeiter einer Gruppe von Sprague Dawleydraperoral 20 mg/kg Magnolol. Mit
Hilfe von Herzpunktionen wurden Plasmafraktionesagemelt und diese einer HPLC-
Analyse unterworfen. Nach anschliel3ender Behandhaiig- Glucuronidase erkannten
die Autoren eine Abspaltung von Glucuroniden. Mdghavird demnach in der Leber

durch den EinfluR vofi- Glucuronidase verstoffwechsétt.

2.4.2 Metabolismus von Magnolia officinalis

In der TCM wird Magnolia officinalis in Form eind3ekokts verabreicht. Nakazawa und
Mitarbeiter analysierten die Metabolite via HPLGg chach oraler Verabreichung entste-
hen.

Ein HeiBwasserauszug wird hierbei aus 100g der Rirmh Magnolia officinalis mit 2|
destilliertem Wasser bereitet und das Extrakt (@géiner Gruppe von Ratten verabreicht.
Mittels eines HPLC Gerats wird schlie3lich derenmnlitetektiert, der fir 48 Stunden ge-
sammelt worden ist. Das Ergebnis zeigt zwei Metgbauf, zu welchen Dihydroxydi-
hydromagnolol und Randainsaure ((3-[2,6-dihydroXg-propenyl)[1,1’-biphenyl]-3-yl]-
(E)-2,propenséure) zahlen. Sinapinsaure ist eitevezi Bestandteil voMagnolia officina-
lis. Die Metabolite von diesem Inhaltsstoff sind Sinmaaure-4-O-sulfat sowie Sinapinsau-
re-4-Of-glucuronid. Das unveranderte Magnolol konnte imrrHaur in Spuren nachge-

wiesen werdef’

OH OH OH OH OH
O -— 00— 0T
NN OH
| A | | | N
Randainsaure Magnolol Dihydroxydihydromagnolol

Abbildung 6: Strukturformeln von Magnolol, Randa@ase, Dihydroxydihydromagnolol

% Tsaj et al., 1995, S. 491ff.

2" Nakazawa et al., 2003, S. 1583ff.
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Eine Analyse des Dekokts gab zusatzlich Aufschiilss die Inhaltsstoffe der Rinde. Sie
enthalt neben Honokiol und Magnolol auch Syringfiagnoloside A und B.

Sinapinsaure und Randainsaure sind im Dekokt @igfgufinden. Syringin ist wahrschein-
lich eine Vorstufe zu der in vivo korrespondierem@ure Sinapic acid.

Die einmalige Verabreichung von radioaktiv marlaartMagnolol zeigte eine Elimination

Uber Faeces und Urin innerhalb der ersten 12 Sturigigbei konnte eine kleine Menge an
Metaboliten in den Urinproben detektiert werden]clwe Magnolol als Hauptbestandteil
sowie Randains&ure enthiéft.

Des Weiteren wurde einer ménnlichen Versuchspdiz®@dahre, 63 Kilogramm) ebenfalls
die Rinde in abgekochter Teeform verabreicht. Ded&enfraktionen, die fur 24 Stunden

gesammelt worden sind, ergaben mittels HPLC-Anatigse VVorliegen von Magnolol und

seinen Metaboliten Randainséure und DihydroxydibydrgnoloF’

2.5 Biotransformation

Die Biotransformation ist die Umwandlung von Arzteffen durch Enzymsysteme des
Kdrpers. Vor allem in der Leber und auch geringfiigi anderen Organen wie Magen,
Darm und Lunge erfolgt die Metabolisierung, waseelintgiftung oder ein Wirkungsver-
lust zur Folge haben. Wenn diese bereits vor dertriiin die systemische Blutzirkulati-
onen erfolgt, spricht man von einem First-pass&ffEbenso besteht auch die Mdglich-
keit, Substanzen zu wirksamen Metaboliten umzuwanage das bei Prodrugs der Fall
ist.2

Ziel der Biotransformation ist mit Hilfe von Enzygstemen lipohile Substanzen in
hydrophilere, leicht ausscheidbare Stoffe umzuwbmdger Vorgang wird dabei in 2 Pha-
sen unterteilt. In der Phasewverden lipophile Molekile durch Einfihrung oderahlole-
rung funktioneller Gruppen in hydrohphile Molekiiiengewandelt, die in der PhaHanit

hydrophilen Substanzen konjugiert werden korfifen.

2.5.1 Phasel-Reaktionen

Die Phasd-Reaktionen sind sogenannte Funktionalisierungsicean. Die lipophilen

Moleklle werden oxidativ, reduktiv oder hydrolytisgerandert. Eine wichtige Rolle spie-

2\/gl. Hunnius, 2004, S. 974.
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len Oxidationsreaktionen, an denen Oxidasen, Moygenxasen und Dioxygenasen betei-
ligt sind, wobei den Monooxygenasen die grof3te Badey beigemessen wird. Die charak-
teristischen Bestandteile sind Hamoproteine, dieden Membran des endoplasmatischen
Reticulums verankert sind und als CytochroggsiEnzyme (CYP) bezeichnet werden. Die
Leber enthalt den héchsten Anteil mit bis zu 95% EgrEnzymgehalts. Im Rahmen die-
ser Enzymreaktion wird neben dem CYP auch mole&ul&auerstoff benttigt, der von ei-
nem Sauerstoffmolekil in den Fremdstoff eingebaud.WHier sind neben dem Coenzym-
Pss-Reduktase auch NADPH als Energielieferant beteildps andere Sauerstoffatom
wird zu Wasser reduziefi.

Die CYP-Enzyme sind flr ihre breite Substratsp&#ifbekannt, sodass Arzneistoffe mit
sehr unterschiedlicher chemischer Struktur durohued dasselbe Enzym verstoffwechselt
werden kénnefA’

Ebenso sind an der PhasBeaktion sogenannte NichigzOxidationsenzyme beteiligt.
Dazu zahlen die Alkoholdehydrogenasen, die prinnéck sekundéare Alkohole zu Aldehy-
de und Ketonen dehydrieren. Weiters sind flavingalMonooxygenasen aufzufinden, die
sekundare Amine in Hydroxylamine und tertiare Amim&l-Oxide umwandeln kénnen.
Von Bedeutung in der Phaseind die zahlreichen Reduktionenreaktionen, didenLe-
ber vor allem unter hypoxischen Bedingungen ablaufétro- und Azoverbindungen wer-

den im Rahmen dieser Reaktion verstoffwecHSelt.

2.5.2 Phasell-Reaktionen

In der zweiten Phase findet eine Konjugation degngistoffes bzw. seines Phdse-
Metaboliten mit korpereigenen Substanzen statts®iReaktion wird durch spezielle
Transferasen katalysiert. Dabei werden funktion€ltappen mit sehr polaren, negativ ge-
ladenen endogenen Molekilen gekoppelt. Zu den tigem und am haufigst auftretenden
Kopplungen zéhlen Glucuronidierung und Sulfatieruagf die nun ndher eingegangen
wird.*

Phenole, Karbonsauren, Amine und Alkohole, weldcatrrasch oxidiert werden kénnen,
werden mit aktivierter Glucuronsaure konjugierte [@lucuronsaure zéhlt zur Gruppe der

starken Sauren, die alkoholische OH-Gruppen emthalind demnach sehr hydrophil ist.

29V/gl. Mutschler, 2001, S. 21.

%vgl. Forth, 2004, S. 48.
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Sie wird mit Hilfe von UDP-GlukuronyltransferasedGT) auf die erwahnten Substrate
Ubertragen. Die daraus entstehenden Reaktionspedirid in der Regel biologisch inak-
tiv und wegen ihrer Polaritat viel schneller ausnd®rganismus auszuscheiden als ihre
Ausgangssubstanzen. Die UGT-Enzyme werden haupiitsd@ch der Leber, aber auch in
Nieren, Darm, Lunge, Haut und Gehirn exprimrert.

Erwdhnenswert ist, dass UGT-Enzyme von PflanzekieBian und Viren, augrund ihrer
Ahnlichkeit der Gene, aus einem gemeinsamen Vatgeh entstanden sind. Die Enzyme
werden in 2 verschiedene Genfamilien eingeteili.d& Unterteilung in Isoformen konn-

ten beim Menschen 17 verschiedene identifiziertems??

Bei der Sulfatierung werden vor allem Phenole, Alide und Amine mit aktiviertem Sul-
fat konjugiert. Dies geschieht in Anwesenheit vaitf@ransferasen (SULT), welche 16sli-
che Enzyme sind, mit unterschiedlicher Spezifii#raus resultieren hydrophile Schwefel-
saurehalbester, die dann mit dem Urin ausgeschiegethen konnen. Dort wird das Ver-
haltnis von organischem zu anorganischem Sulfathddie Einnahme von Phenolen oder
von Substanzen, die zu Phenolen abgebaut werdstimb&. Die cytosolischen Enzyme
findet man vor allem in der Leber, daneben audatem Nieren und Gastrointestinaltrakt.
Da das fir die Reaktion notwendige Sufat aus satih@tigen Aminosauren gewonnen
wird, besitzt der Mensch einen beschrankten SutdtpVenn der Fremdstoffumsatz sehr
hoch wird kann die Sulfatierung von endogenen Satest z.B. von Steroidhormonen ge-
hemmt werderi>

Die Substratumwandlung, die durch Sulfatierung @tdkuronidierung erfolgen, kommt
haufig gleichzeitig vor.

Zu den weiteren wichtigen Reaktionen gehdren neleerbeiden erwdhnten, die Methylie-
rung, Acetylierung sowie die Konjugationen mit Argduren (besonders Glycin) und Glu-

tathion3*

%1 vgl. Mutschler, 2001, S. 28ff.
%2vgl. Forth, 2004, S. 53.
$vgl. Forth, 2004, S. 55.

3 vgl. Mutschler, 2004, S. 29ff.
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3 Experimenteller Teil

3.1 Materialien

Die Chemikalien, die zur Analyse verwendet wurdartsprachen der erforderlichen Rein-

heit und konnten ohne Vorreinigung benutzt werden.

Die Materialien wurden wie folgt bezogen:

Methylhonokiol W. Schihly, Institut f. pharmazeuti-
sche Wissenschaften, Graz

Methanol (HPLC-Analyse) J.T. Baker, Deventer, NL

Ammonacetat 97% Sigma Albrich, Wien

Ammonacetat 99,99% Sigma Albrich, Wien

3-Glukuronidase Typ B-3 aus boviner Leber Sigmiarigh, Wien

Sulfatase Typ V aus Patella vulgata Sigma Albridien

Alle nicht angeflhrten sowohl organischen als aacbrganischen Chemikalien wurden

von der Firma Sigma Albrich, Wien, gekauft.

3.2 Gerate

HPLC-Anlage:(Shimadzu, Kyoto, Japan)
» Merck Hitachi L-7200 Autoinjektor (Merck, Darmstadteutschland)
2 LC6 A Niederdruck-Gradientenpumpen
CTO-10AC Saulenofen
SPD 6HV UV/VIS-Detektor
Interface - D — 7000

YV V V V

HPLC/MS Anlage:
» HPLC: 1100 Series HPLC System (Agilent)
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» UV-Detektor: G1315B DAD (Agilent)
» MS: 4000 QTrap (Applied Biosystems)

Sonstige Gerate:
» Waage (Teilung: 0.0001g, Hochstlast: 31g), Sars@ittingen, Deutschland
pH- Meter Model 250, Orion Research Inc., Bostod, MSA
Ultraschallbad Starsonic, 60, PMT, Wien, Osterreich
Ultraturrax T25, IKA-Labortechnik, Staufen im Brgau, Deutschland

YV V V V

Zentrifuge Biofudge T13,Heraeus, Deutschland

» Rollpumpe PA-SF, IKA-Labortechnik, Staufen in Bgas, Deutschland

3.3 Methoden

3.3.1 Die isoliert perfundierte Rattenleber

Das Modell der isolierten, perfundierten Leber windzugsweise benutzt wenn die hepati-
sche Biotransformation und Disposition von Xenakstin einer anndhernd physiologi-
schen Umgebung ohne Einflu? anderer Organe und leumtersucht werden soll. Diese
Methode hat den Vorteil, dass neben geringen appanaAufwand, die Versuchsbedin-
gungen wie Druck, Temperatur, pH-Wert und lonenleotiation fast vollstandig frei ge-
wahlt werden kdnnen. Aul3erdem ragt die Perfusianistdierten Leber durch ihr breites

Anwendungsgebiet und gute Reproduzierbarkeit hervor

Isolierung des Organs und Vorbereitung der Versabisinung:
Als Leberspender dienten mannliche Sprague DawlatyeR aus der Versuchstierzucht

und —haltung der Universitat Wien, Himberg, Ostietre(Tabelle 1)
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Tabelle 1: Kérper- und Lebergewicht der Versuchistia g

Gewicht | Lebergewicht

2269 11,09
231g 14,59
1949 9,79

Nach Narkotisierung des Versuchstieres mit Thioge(@ 10mg/100g) wird dessen Leber
freigelegt, der Ductus hepaticus abgebunden, ahgetmn, mit einem PE 10-Rohr kanu-
liert und wieder abgebunden. Im Anschluss findesi Higationen statt — an der Vena por-
ta, an der Vena cava inferior, an der Aorta abdafisrund am Osophagus. Um die Blutge-
rinnung zu hemmen wird Heparin (1500 IE) in die Mitjiziert und in die Vena porta und

Vena cava inferior Glaskanulen (1,5mm) eingefubdnach kann die Leber vorsichtig

entnommen und gewogen werden und soll rasch —halievon 5 Minuten — an den kiinst-

lichen Kreislauf angeschlossen werden.

Wahrend der gesamten Versuchsdauer wird das Rarfisedium, Krebs-Henseleit-Puffer
(Tabelle 2), mit Hilfe eines Wasserbades bei ekugrstanten Temperatur von 41,5°C er-
warmt und mit einem Gemisch aus 93% Sauerstoffi%dohlendioxid begast. Mit einer
DurchfluBrate von 3ml pro Gramm Leber pro Minutedmias Medium Uber eine Roll-
pumpe, welche die Peristaltik imitiert, zur Lebeansportiert. Diese Bedingungen fuhren
dazu, dass der Puffer, durch Verlust an Warme uabldfdioxid, die Leber mit einer

Temperatur von 37°C und pH 7,4 erreicht.
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Tabelle 2: Zusammensetzung des Perfusionsmediueissdklienseleit-Puffer)

Substanz Konzentration (mMol/
NaCl 118,1mMol/l
CaCb 2,6mMol/l

KCI 4,5mMol/l
NaHCG; 25,0mMol/l
MgS0O,.7H,O 1,2mMol/l
KH2;POy.HO 1,2mMol/l

33

Das effluente Perfusat wird tber eine Kanule ahigtéland gesammelt. Das Rohrchen aus

dem Gallengang wird so platziert, dass die Galtgrién eine Lichtschranke passieren um

die Tropfen zu zahlen. Der Gallefluss in mg/g Létén kann anschlieRend mit der fol-

genden Formel berechnet werden:

GF =

GF = Galleflu® in mg/g Leber . min

F = Tropfenfrequenz in Tropfen /min

F x GTropfen

G Leber

G tropren= Tropfengewicht in mg/Tropfen

G Leber= Lebergewicht in g

Probenaufbereitung und Durchfihrung der Perfusion:

Da der Gallefluss stabilisiert werden muss undldaiber gereinigt, wird 25 Minuten mit

dem vorher beschriebenen Medium vorperfundiert.cAhs3end wird auf eine Losung der

jeweiligen Testsubstanz umgeschaltet und fir weif® Minuten perfundiert. Wéhrend
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des Experiments werden Galle- und Perfusatprobeésn Minuten-Intervallen gesammelt,
wobei als Nullwert das Vorperfusat dient. Uber kemeis werden die Proben sofort
schockgefroren und bis zur HPLC- Analyse bei -2@&tagert. FUr die Analyse sollen die

Proben schonend aufgetaut und wie in Tabelle 3hbeden aufgearbeitet werden.

Tabelle 3: Probenaufbereitung der Galle- und Peafpsoben

Galleproben Perfusatprober
Verdunnung 5ul Galle, 95ul NHacetat 5mM, Unverdinnt
pH 7,4
Verdinnung 80ul 80ul

3.3.2 HPLC-System

Ein geeignet entwickeltes HPLC-System sorgt fur Nanhweis von Methylhonokiol bzw.
deren einzelnen Metaboliten sowie die quantitaigstimmung.

Tabelle 4. Parameter des HPLC Systems fiir Methylkioh

Parameter
Saule Hypersil BDS-C18 (5 uM, 250x
4.6 1.D., Astmoor, England);
Vorséaule Hypersil BDS-C18 (5 uM, 10 x

4.6 1.D., Astmoor, England)

Saulentemperatur 15°C

Wellenlange 225 nm

Fluid 1 ml/min

Eluent A NH-actetat (5mM) pH 7,4
Eluent B Methanol

Injektvolumen 80ul
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Vor der Analyse wurden die beiden Eluenten durchOgd5um Membranfilter filtriert und
im Ultraschallbad entgast. Das Mischungsverhaliais beiden Komponenten wurde ent-
lang der folgenden Gradienten (Abbildung 7) verénde

100+

601

% MeOH

40-

(@)

0 5 10 15 20 25 30 35
Time (min)

Time % NH4Ac 9%MeOH
0 80 20

10 60 40

22 10 90

27 10 90

28 80 20

35 80 20

Abbildung 7: HPLC- Gradient fur die Trennung vontighonokiol

3.3.3 Strukturaufklarung der Metaboliten von Methylhonoki ol

Uber die Strukturen der Metabolite von Methylhormbkiegen noch keine Daten vor und
somit kann kein Vergleich mit den Retentionszeitemr gefundenen Metabolitenpeaks
durchgefuhrt werden. Schlief3lich wurden die Strrgstumittels enzymatischer Hydrolyse
bzw. LC/MS-Analyse aufgeklart.
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Enzymatische Hydrolyse der Metaboliten:

Eine enzymatische Hydrolyse gibt Aufschluss ob dfmajugation von Methylhonokiol
mit Schwefelsdure und/oder Glukuronsaure stattgifurhat. Dabei wurden jeweils 5 pl
Gallenproben mit 20 ul Sulfatase versetzt und 60uWin bzw.24 Stunden bei 37°C inku-
biert. Zu jeweils 2 weiteren 5 pul Gallenproben wauD pl Glukuronidase zugegeben um
diese wieder 60 Minuten bzw. 24 Stunden bei 37°Ankubieren. Danach werden die
Proben einer HPLC-Analyse unterworfen.

LC/MS:

Die Metabolite wurden durch die in Kapitel 3.3.X%bleriebene HPLC Systeme voneinan-
der getrennt und anschlielBend massenspektrometngehsucht. In Tabelle 5 werden die
Parameter fur die LC/MS Messung néher erlauterhafud dieser Analysen konnten nun
genauere Strukturvorschlage ermittelt werden.

Parameter fur LC/MS Messung:

Massenspektrometer: 4000 QTrap (Applied Biosystems)
Quellenparameter: TurbolonSpray Electrospray (E&lyce
Curtain Gas: 10 psi (99.5%)N
Collision: Gas High
lon Spray Voltage: -4000 V
Temperature: 550°C
lon source gas 1 (sheath gas): 30 psi
lon source gas 2 (drying gas): 50 psi
Interface heater: ON
Declustering potential: -30V

Entrance potential: -10V

Full MS scan: Scan range: 260-750 amu, 1 sectsoan
negative polarity

unit resolution
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EPI-Melimodus: Dynamic fill time (Lineare lonenfallerd gefullt bis eine bestimm-

te lonenanzahl erreicht wird und wird dann ausgeies
negative polarity
Scan speed: 1000 amu/sec

Cell Exit Potential: -10V

3.3.4 Leberextraktion

Die Leberextraktion dient zur Untersuchung von ¢welh noch verbliebenen Anteilen an
Metaboliten bzw. Methylhonokiol in der Leber.

Die Leberproben wurden schonend aufgetaut und &0@mg Anteile fir die Verarbeitung
entnommen und gewogen. Pro 100 mg Leber wurdenub@bosphatpuffer pH 7,4, zuge-
geben (Tabelle 4) und mittels Ultraturrax homogenis AnschlieRend wurden 2ml des
Homogenisats enthommen und 10 Minuten lang zegtaftt Danach wurde 1ml von dem
Uberstand erneut 5 Minuten zentrifugiert. Nun war@80 pl von diesem Uberstand abge-
zogen und mit 500 pl reinem Methanol versetzt umchmals 5 Minuten zentrifugiert. FUr
die HPLC-Analyse wurden 500 pl des Uberstandestigno

Tabelle 5: Parameter fur die Leberextraktion

Gewichtder  Menge an
Ratte Leberprobe Puffer
Sprague Dawley 1 580,7mg 2903,6ul
Sprague Dawley 2 506mg 2530ul
Sprague Dawley 3 632,6mg 3163ul

3.3.5 Auswertung und Statistische Methoden

Mittels externer Eichung wurde die Quantifizierushgrchgefiihrt. Die Proben wurden im
Medium der zu vermessenden Proben (Puffer, pH-Wert)ereitet und die Konzentrati-
onsbereiche entsprechend den Konzentrationen inesiiligen Proben gewahlt wurden.
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Die Daten, die in dieser Arbeit angefuhrt sindlsteMittelwerte aus 3 Einzelbestimmun-
gen dar.

Berechnung der Leberperfusionen:

» Sekretionsgeschwindigkeit (V) im effluenten Perfusa

C x Flow x 1000
V (nmol/ g Leber.min) = (2)
MG x LG

C = Konzentration der Metaboliten in pg/ml

Flow = Durchflurate in ml/min
MG = Molekulargewicht
LG = Lebergewicht in g

» Sekretionsgeschwindigkeit in der Galle:
Cx GF
V (nmol/ g Leber.min) = —— (2)

MG

C = Konzentration der Metaboliten in pg/ml

MG = Molekulargewicht
» Prozentuelle Verteilung der Metaboliten (KM
CMx LG x 100

FM = 3)
Cin
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CMyx = Kumulative Sekretion des jeweiligen Metabolitenjeweiligen
Medium in pmol/90min
Cin = Kumulative Konzentration der nativen Suhgtalie der Leber

zugefuhrt wird in pmol/ 90 min

39
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4 Ergebnisse

4.1 Trennung und Quantifizierung von Methylhonokiol und des-
sen Biotransformationsprodukte mittels HPLC

Fur die Trennung der Metabolite von Methylhonokiold um dessen Gehalt analytisch zu

bestimmen wurde das in Kapitel 3 beschriebene HBi§&tem verwendet.

Zunachst wurden 3 Sprague Dawley Ratten mit eifgnrholaren Methylhonokiolldsung
perfundiert um danach die Galle in 5 Minutenintderaund ein aliquoter Anteil (10 ml)
des Perfusates zu sammeln. Anschlie3end konnteBidiensformationsprodukte durch
die HPLC-Analyse bestimmt werden.

Ebenso wurden Kontrollperfusionen mit einer weteSprague Dawley Rattenleber ohne
Methylhonokiol durchgefihrt um die Ausscheidung auséatzlichen bzw. stérenden Gal-

lebestandteilen ermitteln zu kénnen (Abbildung 11).

In den Abbildungen 8 und 9 sind vorerst die Eicagersowie ein HPLC-Chromatogramm

von Methylhonokiol (5 pg/ml) mit einer Retentiongaen 28,75 Minuten ersichtlich.
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Abbildung 8: HPLC Chromatogramm von Methylhonokiol
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8000+
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Abbildung 9: Eichgerade fur Methylhonokiol

Die Abbildung 10 lasst neben Metyhlhonokiol mehs 8l Metabolite erkennen, jedoch
konnten nur 3 durch HPLC-MS aufgeklart werden, dédRetentionszeiten im Bereich von
11 und 29 Minuten liegen (Tabelle 7). Der Metabalist strukturell gesehen ein Methyl-
honokiol-Glucuronid mit zusatzlichem Molekulargettiocron 30, ebenso befindet sich bei
Metabolit 2, welches ein Methylhonokiol-Sulfat datit, zusatzlich MG 30. Metabolit 3

ist ein Methylhonokiol-Glucuronid. Diese Metabolisend hier die mengenmal3ig bedeu-

tendsten Stoffwechselprodukte.

Tabelle 6: Durchschnittliche Retentionszeiten detdolite von Methylhonokiol

Metabolite Gallenprdder bzw. Perfusatproben
M1 11,15
M2 14,73
M3 23,44
M4 28,75




4 Ergebnisse 42

70 3

Intensitat (mV)
w B al (e}
T 2 2 2

S
<

=
e

o
1
( Meth-Hon

10 15 20
Zeit (min)

o
(¢1
N
(61
w
o
wW
a1

Abbildung 10: Chromatogramm einer Gallenprobe eiS@prague Dawley Versuchsreihe,
nach 60 Minuten Perfusion
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Abbildung 11: Chromatogramm einer Kontrollgalle deprague Dawley Versuchsreihe,
60 Minuten, versetzt mit Methylhonokiol
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Im Perfusat konnten ebenfalls die 3 Hauptmetabdigiektiert werden, jedoch sind diese

nur in kleinen Mengen vorliegend.
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Abbildung 12: Chromatogramm einer Perfusatprobe das Sprague Dawley Versuchs-
reihe, nach 60 Minuten Perfusion
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Abbildung 13: Chromatogramm eines Kontrollperfusatier Sprague Dawley Versuchs-
reihe, 60 Minuten, versetzt mit Methylhonokiol
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4.2 Strukturaufklarung der Biotransformationsproduk te von Me-
thylhonokiol

4.2.1 Enzymatische Hydrolyse

Dieses Kapitel soll sich naher mit den Strukturen Metabolite von Methylhonokiol be-
schaftigen. Die Biotransformationsreaktionen, dielér Leber stattfinden, unterteilen sich
wie schon in Kapitel 2.5 beschrieben in Phasad Phasél Reaktionen. Diese Umwand-
lungsprozesse sind entscheidend fur die schnelrition von lipophilen Arzneistoffen
und Fremdstoffen. Die PhaHeist eine wichtige Konjugationsreaktion, bei demKtionelle
Gruppen mit endogenen Molekilen gekoppelt werdés jww Rahmen einer Glucuronidie-
rung und Sulfatierung.

Um herauszufinden ob nun solche Reaktionen stattgeh haben, wurden zunéchst die
Gallenproben mig-Glucuronidase versetzt. Da es zu einer Verminadgder Peakflachen
gekommen ist, deutet dieses Ergebnis auf das Vdemsein von Glucuroniden hin.
Ebenso wurden die Gallenproben auch mit Sulfateterddelt. Hier konnte zwar keine
Verminderung der Peakflachen verzeichnet werdeer, dbrch die bekanntlich schwierige
Abspaltung ist dieses Ereignis als nicht auRergelicihzu bezeichnen. Eine gleichzeitige
enzymatische Behandlung der Gallenprobe mit Gluudese und Sulfatase wurde in wei-

terer Folge zu keinem genaueren Ergebnis fuhren.

4.2.2 Massenspektrometrie (LC/MS)

Um die Erkenntnisse der Strukturen von Methylhoabketaboliten zu erweitern wurden
diesbeziiglich massenspektrometrische Untersuchuihg®MS) durchgefihrt. Die Meta-
bolite wurden durch das gleiche HPLC-System, dasitsezur quantitativen Analyse ver-
wendet wurde, getrennt und nach Elektronenspragiemng massenspektrometrisch be-
stimmit.

Das Massenspektrum des nativen Methylhonokiols (dbbg 14) zeigt ein Molekilion

von m/z = 279 ohne charakteristisches Fragmentatioster.
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Abbildung 14: Massenspektrum des nativen Methylkioho

Beim Metaboliten M1 (Abbildung 15) zeigt sich eiReagmentationsmuster von m/z-1=

485, das einem Methyhlhonokiol mit zusatzlicher Mamhl m/z = 30 entspricht, Dieses

wurde einer Glucuronidierung unterworfen, dessemagere Aufklarung aber nicht mog-

lich war.

Die Strukturen der weiteren 6 im Massenspektrunclaigchen lonen konnten ebenfalls

nicht genau analysiert werden. Jedoch ist die Abspgvon immer m/Z = 15 sehr auffal-

lig.
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Abbildung 15: Massenspektrum des Metaboliten M1
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Das Ergebnis des MS-Spektrums von Metabolit M2 (iing 16) zeigt ein Molekular-
gewicht von m/z-1 = 389 und stellt eine Sulfatspeaiar. Der Metabolit M2 |asst ein &hn-
liches Fragmentationsmuster wie Metabolit M1 erleamrHier wurde wie bei Metabolit

M1 eine zusatzliche Massenzahl m/z = 30 detektfarth die Abspaltung von m/z = 15
bei den tbrigen 6 Molekilionen ist auffallig.
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Abbildung 16: Massenspektrum des Metaboliten M2

Das Massenspektrum von Metabolit M3 (Abbildung sT)im Vergleich zu den beiden

Metaboliten M1 und M2 klar interpretierbar. Nachsplaltung von m/z = 176 konnte das
Fragment von Methylhonokiol m/z = 279 detektiertraian. Der Metabolit M3 entspricht

somit einem Methylhonokiol-Glucuronid, dessen Malkkgewicht 455 betragt.
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Abbildung 17: Massenspektrum des Metaboliten M3

4.3 Metabolismus von Methylhonokiol in der isoliert en perfun-
dierten Leber und im Perfusat von Sprague Dawley Ra  tten

4.3.1 Einfluss von Methylhonokiol auf den Gallefluss in $rague Dawley Rat-
ten

Der Gallefluss der Sprague Dawley Ratten wurde ®@hrder Perfusion mittels Licht-
schrankenmessung analysiert. Die Zugabe von Meathgliol bewirkt eine Zunahme des
Galleflusses von 1,0 g/g Leber/min auf 1,17 g/gdrahin, welche in der Abbildung 18 er-
sichtlich ist. Dieser Wert sinkt kontinuierlich e85 Minuten auf 0,62 g/g Leber/min ab.
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Abbildung 18: Einfluss von Methylhonokiol auf deall€fluss auf Sprague Dawley Ratten

4.3.2 Sekretionsgeschwindigkeit der Metabolite in die Gagé

Das Modell der isolierten perfundierten Rattenlabeeine geeignete Methode, die hepati-
sche Biotransformation von Methylhonokiol ohne siite Einflisse anderer Organe und

Gewebe erfassen zu konnen.

Nach Zugabe von 10 uM Methylhonokiol zum Perfusinedium wurden Gallenproben in
Intervallen von 5 Minuten gesammelt um diese daenHPLC-Analyse zu unterwerfen.
Die erhaltenen Peakflachen wurden anschlieB3en#iiifét der Eichgeraden als pg/ml Wer-
te berechnet. Um die Sekretionsgeschwindigkeit (fgriceber.min) ermitteln zu kénnen
und auch damit verbunden geringfiigige Schwankudgersekretion zu erkennen, missen
das Lebergewicht in g und Gallefluss fur das jegyeilZeitintervall in ml/min angegeben
werden. Der statistische Mittelwert wurde aus desrtdh der einzelnen Versuchstiere ge-
bildet und ebenso die dazugehoérige Standardabwagchearechnet. In den folgenden Ab-
bildungen wird die durchschnittliche Sekretion dégtabolite in die Galle innerhalb von

80 Minuten graphisch dargestellt.
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Der Sekretionsverlauf von Methylhonokiol in Abbilty 19 zeigt einen Anstieg nach 20
Minuten auf einen Maximalwert von 7,2 pmol/g Lebgobei das Niveau annahernd gleich
bleibt. Nach einer Zeit von 50 Minuten ist ein kanterlicher Kurvenabstieg zu verzeich-

nen.
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Abbildung 19: Durchschnittliche Sekretionsgeschvgkelit von Methylhonokiol in die
Galle von Sprague Dawley Ratten
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Tabelle 7: Mittelwerte und Stanardabweichung (SB) 8ekretionsgeschwindigkeit von
Methylhonokiol (MH) in die Galle von Sprague DawRgtten (n=3)

Zeit (min) MH + SD
0 0.00 0.00
5 0,79 0,68
10 4,69 1,38
15 5,65 2,44
20 7,16 5,39
25 7,34 5,66
30 6,50 6,20
35 7,28 7,06
40 6,02 4,69
45 6,47 5,39
50 5,20 5,27
55 4,37 3,56
60 4,02 3,28
65 4,74 4,19
70 3,56 2,20
75 3,21 1,94
80 2,88 1,74
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Die Sekretionskurve des Metaboliten M1, welche bbi#dung 20 ersichtlich ist, lasst ei-
nen steilen Anstieg erkennen, der nach 35 Minugri®0,4 pmol/g Leber.min persistiert.
Langsam, aber stetig flacht die Kurve merklich wiedb wobei schliel3lich nach 80 Minu-

ten nun ein Wert von 38,6 pmol/g Leber.min erreigitl.
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Abbildung 20: Durchschnittliche Sekretionsgeschvgkelit des Metaboliten M1 in die
Galle von Sprague Dawley Ratten
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Tabelle 8: Mittelwerte und Standardabweichung dekr8tionsgeschwindigkeit des Meta-
boliten M1 in die Galle von Sprague Dawley Ratt@n3) in pmol/g Leber.min

Zeit (min) M1 + SD

0 0.00 0.00

S 7,33 7,32
10 32,58 22,32
15 71,50 39,22
20 101,43 56,18
25 113,73 50,40
30 114,78 49,99
35 120,38 50,66
40 107,34 36,37
45 104,88 34,591
50 93,27 34,48
55 81,06 22,23
60 69,90 21,92
65 65,10 23,56
70 53,16 17,91
75 45,88 16,26
80 38,55 15,20
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In Abbildung 21 wird die Exkretionskurve des Methtem M2 verdeutlicht. Der in den er-
sten 10 Minuten langsame Anstieg geht schliellicieinen steilen Kurvenverlauf tber.
Der Maximalwert befindet sich bei 280,1 pmol/g Leb®n. Nach einer 15 minitigen Pla-
teauphase zeigt die Kurve im Gegensatz zu Metal@inur einen flachen Abfall. Aul3er-

dem wird nach 80 Minuten ein Wert von 146,6 pmakger.min verzeichnet.
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Abbildung 21: Durchschnittliche Sekretionsgeschvgkelit des Metaboliten M2 in die
Galle von Sprague Dawley Ratten in einem Zeititkémon 80 Minuten
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Tabelle 9: Mittelwerte und Standardabweichung dekr8tionsgeschwindigkeit des Meta-
boliten M2 in die Galle von Sprague Dawley Ratt@n3) in pmol/g Leber.min

Zeit (min) M2 + SD

0 0.00 0.00

5 11,81 2,66
10 51,30 27,39
15 114,35 55,01
20 174,31 100,87
25 216,08 100,30
30 243,18 121,49
35 280,14 148,19
40 272,20 126,06
45 281,83 126,04
50 262,68 123,33
55 240,64 96,83
60 216,09 89,67
65 214,18 94,97
70 187,77 79,71
75 166,56 75,56
80 146,58 67,55
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Die stark ansteigende Sekretionskurve des Metanot3, welche in Abbildung 22 zu er-
kennen ist, l&sst auf eine hohe SekretionsratdPddusion schlieRen. Zu Beginn steigert
sich die Kurve signifikant und erreicht nach 25 Min einen Wert von 630,8 pmol/g Le-
ber.min. Dieser Level bleibt anndhernd gleich utedgert sich nach 35 Minuten abermals
auf einen Hochstwert von 641,0 pmol/g Leber.mimli@8lich flacht die Kurve langsam
und kontinuierlich ab. Nach 80 Minuten ist ein Weoh 314,5 pmol/g Leber.min zu ver-
zeichnen, welcher im Vergleich zu Metabolit M1 ud@& um ein Vielfaches héher ist und

sich somit deutlich von den beiden unterscheidet.
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Abbildung 22: Durchschnittliche Sekretionsgeschvgkelit des Metaboliten M3 in die
Galle von Sprague Dawley Ratten
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Tabelle 10: Mittelwerte und Standardabweichung 8ekretionsgeschwindigkeit des Me-
taboliten M3 in die Galle von Sprague Dawley Ratt@3) in pmol/g Leber.min

Zeit (min) M3 + SD

0 0.00 0.00

5 41,13 35,71
10 273,57 132,66
15 518,37 118,61
20 616,75 174,82
25 630,84 130,57
30 608,60 150,97
35 641,02 199,41
40 579,83 185,93
45 582,10 166,50
50 519,66 154,16
55 483,46 135,67
60 439,34 126,04
65 443,00 145,19
70 424,01 169,15
75 352,62 146,12
80 314,51 120,99

4.3.3 Sekretionsgeschwindigkeit der Metabolite ins Perfuest

Neben den Gallenproben, die wahrend der PerfusorLeber in 5 minttigen Intervallen
gesammelt worden sind, wurden zusatzlich auch aetleganteile des Perfusats enthommen
um via HPLC-Analyse zu detektieren. Auch hier wudie Sekretionsgeschwindigkeit in
pmol/g Leber.min unter Berlcksichtigung der Lebwighte in g der einzelnen Ver-
suchstiere und die DurchfluBgeschwindigkeit in ni/rberechnet. Die folgenden Abbil-
dungen zeigen den durchschnittlichen Efflux von i#tonokiol sowie seinen Metaboli-

ten in das Perfusat von Sprague Dawley Ratten wdhemes Zeitraumes von 80 Minuten.
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Die Sekretionskurve von Methylhonokiol, welche iblldung 23 ersichtlich ist, zeigt erst
nach 10 Minuten einen signifikanten Anstieg. NaéhMinuten wird ein Wert von 28,3
pmol/g Leber.min erreicht, welcher sich nochmalshnd0 Minuten auf dem Hé&chstwert
von 33,0 pmol/g Leber.min steigert. Mit Ausnahmeitkérer Abweichungen bleibt nun die

Kurve auf diesem Level konstant.
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Abbildung 23: Durchschnittlicher Efflux von Methgttokiol in das Perfusat von Sprague
Dawley Ratten innerhalb von 80 Minuten
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58

Tabelle 11: Mittelwerte und Standardabweichungen 8ekretionsgeschwindigkeit von

Methylhonokiol ins Perfusat von Sprague Dawley é&a(h=3) in pmol/g Leber.min

Zeit (min) MH + SD
0 0.00 0.00
5 0.00 0.00
10 0.00 0.00
15 28,30 28,78
20 26,11 24,46
25 27,71 26,15
30 32,99 14,47
35 28,56 1,72
40 32,20 3,93
45 32,64 6,73
50 30,08 5,49
55 31,84 4,79
60 32,92 7,80
65 31,83 4,56
70 32,74 8,51
75 32,21 4,35
80 32,05 4,18
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Die Exkretionskurve des Metaboliten M1 ist in Althihg 24 dargestellt. Erst nach 10 Mi-
nuten ist eine Anderung in der Exkretion ersichtlibann zeigt die Kurve eine kontinuier-
liche Erh6hung wobei nach 40 Minuten ein Wert v@®,9 pmol/g Leber.min. gemessen
wird. Nun ist eine Sattigung er Exkretion zu erkemmit einem Hochstwert von 199,6

pmol/g Leber.min nach 75 Minuten.
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Abbildung 24: Durchschnittlicher Efflux des Metaberh M1 in das Perfusat von Sprague
Dawley Ratten innerhalb von 80 Minuten
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Tabelle 12: Mittelwerte und Standardabweichung 8ekretionsgeschwindigkeit des Me-
taboliten M1 ins Perfusat von Sprague Dawley Rafitet8) in pmol/g Leber.min

Zeit (min) M1 + SD

0 0.00 0.00

5 0.00 0.00
10 0.00 0.00
15 50,05 33,24
20 102,85 80,11
25 127,96 101,82
30 139,39 117,44
35 144,98 122,06
40 166,92 141,81
45 154,24 128,08
50 160,07 129,97
55 166,39 144,95
60 178,76 153,13
65 186,22 167,79
70 177,55 150,14
75 199,57 175,01
80 172,87 132,81
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Wie in Abbildung 25 ersichtlich ist kann ein Angfider Sekretionskurve erst nach 35 Mi-
nuten verzeichnet werden. In den darauffolgendeNlibbiten erfolgt die Steigung anfangs
langsam und nach 55 Minuten steiler. Die Maximatgesndigkeit der Kurve, die einen

Wert von 170,47 pmol/g Leber.min beinhaltet, kaanm80 Minuten Perfusion vermessen

werden.
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Abbildung 25: Durchschnittlicher Efflux des Metakerh M2 in das Perfusat von Sprague
Dawley Ratten innerhalb von 80 Minuten
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Tabelle 13: Mittelwerte und Standardabweichung 8ekretionsgeschwindigkeit des Me-
taboliten M2 ins Perfusat von Sprague Dawley Rafitet8) in pmol/g Leber.min

Zeit (min) M2 + SD

0 0.00 0.00

5 0.00 0.00
10 0.00 0.00
15 0.00 0.00
20 0.00 0.00
25 0.00 0.00
30 0.00 0.00
35 0.00 0.00
40 11,75 20,36
45 25,62 28,52
50 35,50 31,06
55 47,23 41,56
60 81,25 80,84
65 100,63 95,04
70 137,44 143,01
75 164,42 158,15
80 170,46 154,74
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Die Exkretionskurve des Metaboliten M3, welche ihbdung 26 zu erkennen ist, zeigt
einen ahnlichen Verlauf wie die des Metaboliten \d2r Perfusionsvorgang erfolgt nach
50 Minuten langsam und stetig, der schliel3lich réeiMinuten zunimmt. Wie anhand der
Kurve zu erkennen ist befindet sich der Hochstwert 108,0 pmol/g Leber.min nach 80

Minuten Vermessungszeit.
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Abbildung 26: Durchschnittlicher Efflux des Metakeh M3 in das Perfusat von Sprague
Dawley Ratten innerhalb von 80 Minuten
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Tabelle 14: Mittelwerte und Standardabweichung d&akretionsgeschwindigkeit der
Metaboliten M3 in das Perfusat von Sprague Dawlafte (n=3) in pmol/g Leber.min

Zeit (min) M3 + SD
0 0.00 0.00
5 0.00 0.00
10 0.00 0.00
15 0.00 0.00
20 0.00 0.00
25 0.00 0.00
30 0.00 0.00
35 0.00 0.00
40 0.00 0.00
45 0.00 0.00
50 0.00 0.00
55 16,07 16,37
60 30,43 29,27
65 44,82 42,39
70 72,15 67,07
75 100,10 104,28
80 108,02 115,84

4.3.4 Kumulative bilidre Sekretion von Methylhonokiol und seinen Metaboli-
ten in der Galle

Die Abbildungen 27 und 28 veranschaulichen eineehdisscheidungsrate des Metaboli-
ten M3, der den héchsten Anteil an der kumulati8ekretion in der Galle zu verzeichnen
hat. Weiters ist ersichtlich, dal3 Methylhonokiolsieiner unveranderten Form einen gerin-
gen Prozentsatz von 0,48% aufweist.
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Abbildung 27: Kumulative bilidre Sekretion der Matéite M1, M2, M3 und Methylhono-
kiol in der Galle von Sprague Dawley Ratten in eingeitintervall von 80 Minuten
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Abbildung 28: Gesamte kumulative biliare Sekretien Metabolite M1, M2, M3 und Me-
thylhonokiol in der Galle von Sprague Dawley Raiteeinem Zeitintervall von 80 Minu-
ten
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Tabelle 15: Mittelwerte und Standardabweichungenkidenulativen bilidren Sekretion in
der Galle von Sprague Dawley Ratten (n=3) in nmbakger/80 Minuten

MW * SD
M1 6,00 2,38
M2 15,03 6,74
M3 36,55 10,87

4.3.5 Kumulative biliare Sekretion von Methylhonokiol und deren Metabolite
im Perfusat

Wie anhand der Abbildungen 29 und 30 ersichtlithist die Exkretion des Metaboliten

M1 in allen 3 Versuchsratten ausschlaggebend. BeildVersuchsratte konnte sogar ein
Wert von 20,0 nmol/g Leber/80min analysiert werd@as unmetabolisierte Methylhono-

kiol zeigt eine Ausscheidung von anndhernd 2,0%.véZeichnet ebenso in der 1. Ver-
suchsratte eine hohere Verstoffwechslung als bebeéelen Vergleichsratten.
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Abbildung 29: Kumulative bilidre Sekretion der Matéite M1, M2, M3 und Methylhono-
kiol im Perfusat von Sprague Dawley Ratten in eideitintervall von 80 Minuten
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Abbildung 30: Gesamte kumulative biliare Sekretien Metabolite M1, M2, M3 und Me-
thylhonokiol im Perfusat von Sprague Dawley Ratten

Tabelle 16: Mittelwert und Standardabweichungen kiemulativen biliaren Sekretion im
Perfusat von Sprague Dawley Ratten (n=3) in nmb&ger/80 Minuten

MW + SD
M1 10,20 8,50
M2 3,44 3,02
M3 1,58 1,57

4.4 Prozentuelle Verteilung der Metabolite in Galle  und Perfusat
von Sprague Dawley Ratten

Dieses Kapitel beschaftigt sich eingehender mitplezentuellen Verteilung der einzelnen
Metabolite bzw. aller Metabolite, die an der Gesakitetion in Galle und im Perfusat zu
ermitteln sind. Die bei der HPLC-Analyse entstarateflachen wurden unter den Kon-

zentration/Zeitkurven (ug/ml) berechnet und gragihidargestelit.
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In Abbildung 31 sind die unterschiedlichen Antaller Metabolite in der Galle und im Per-
fusat ersichtlich. Der Metabolit M3 mit einem praagellen Anteil von 0,92 % in der Gal-

le erscheint als Hauptmetabolit, wahrend sein Pitsaéz im Perfusat nur 0,12 % betréagt.
Der Metabolit M1 hingegen zeigt im Perfusat eineari’wyon 0,76 %, welcher in der Galle
wesentlich kleiner (0,18 %) ist. Der Metabolit M&fimdet sich in der Galle sowie im Per-
fusat annahernd auf gleichem Niveau. Ebenso kaautk das unmetabolisierte Methylho-

nokiol im Perfusat mit 0,07 % ermittelt werden.
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Abbildung 31: Prozentuelle Anteile der einzelnentdidelite und von Methylhonokiol an
der Sekretion in Galle und Perfusat bei der 1.SpmBawley Versuchsratte

Es ist deutlich zu erkennen, dass Metabolit M3 (f&himg 32) mit 2,13 %, welcher in der
Galle gefunden wurde, die héchste Ausscheidungbesiézt. Jedoch konnte diese im Per-
fusat nicht erfasst werden. Bei den Anteilen desaldi@iten M1 in der Galle und auch im
Perfusat sind keine signifikanten Unterschiede etmerken. Weiters betragt der Gehalt
des Metaboliten M2 in der Galle 0,71 %, wohingegarnPerfusat ein kleinerer Teil von
0,03 aufzufinden war. Das unmetabolisierte Methiytitaol mit 0,14 % im Perfusat wurde

ebenfalls detektiert.
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Abbildung 32: Prozentuelle Anteile der einzelnentdidelite und von Methylhonokiol an
der Sekretion in Galle und Perfusat bei der 2.SpmBawley Versuchsratte

Ahnlich zu den Abbildungen 31 und 32 wird auch inbAdung 33 veranschaulicht, dass
Metabolit M3 mit 1,46 % in der Galle wieder den @r&n Mengenanteil besitzt. Im Perfu-
sat kann hingegen nur ein Wert von 0,05 % ermitteliden. Metabolit M2 zeigt im Perfu-
sat eine Ausscheidungsrate von 0,10 % und MetabldliD,17 %. In der Galle ist zu er-
kennen, dass die Werte der beiden Metabolite ingmh zum Perfusat etwas hoher lie-
gen - bei Metabolit M1 0,30 % und bei Metabolit MZ5 %. Das unmetabolisierte Me-
thylhonokiol wurde in der Galle mit einem Anteiliv®,024 % und im Perfusat mit 0,055

% analysiert.
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Abbildung 33: Prozentuelle Anteile der einzelnentdidelite und von Methylhonokiol an
der Sekretion in Galle und Perfusat bei der 3.SpmBawley Versuchsratte

Die Abbildung 34 soll die Mengenanteile der eineelMetabolite sowie von Methylho-
nokiol in der Galle und im Perfusat veranschaulicheelche an der Gesamtsekretion be-
teiligt sind. Eindeutig kann festgestellt werdeaR3ceine vermehrte Ausscheidung uber die

Galle im Vergleich zum Perfusat stattgefunden hat.

% der eingesetzten Dosis
N
1

Abbildung 34:Prozentuelle Anteile der Metabolitave®n von Methylhonokiol an der Ge-
samtsekretion in Galle und Perfusat



71

5 Diskussion

Erstmalig wurde im Rahmen dieser Arbeit die Biosfarmation von Methylhonokiol un-
tersucht. Anhand des Modells der isoliert perfurtdie Rattenleber konnten Galle und Per-
fusatproben entnommen und via HPLC Analysen digr@nsformationsprodukte ermittelt

werden.

Wie aus Abbildung 35 enthnommen werden kann, wueteGtolteil von Methylhonokiol
zu drei relevanten Metaboliten verstoffwechseltpeiozwei Biotransformationsprodukte
einem modifizierten Methylhonokiol entsprechen, daaser weiteren Glucuronidierung
bzw. einer Sulfatierung unterworfen wurde. Als 3etl&bolit konnte Methylhonokiol-

Glucuronid nachgewiesen werden.

Einige Studien Uber Magnolol, einer strukturahrgich/erbindung zu Methylhonokiol, be-
legen ebenso eine Glucuronidierung als Hauptmatadalngsweg in der Leber. Tsai und
Mitarbeiter verabreichten einer Gruppe von manelicisprangue Dawley Ratten peroral
20 mg/kg Magnolol. Schlie3lich wurden mit Hilfe vétunktionen Plasmafraktionen ge-
sammelt und diese einer HPLC-Analyse unterworfeachiNanschlieRender Behandlung
mit B- Glucuronidase fuhrte dies zu einer Erhohung dealeenen Peakflache, das eine
Abspaltung von Glucuroniden nahelé§Eine Glucuronidierung von Magnolol konnten
auch Hattori und Mitarbeiter nachweisen. Nach peor Verabreichung von'{C]-
Magnolol konnte in der Galle von Ratten als Haupéibelit Magnolol-2-O-glucuronid

nachgewiesen werdéh.

In einem weiteren Versuch die Biotransformationdpkde Magnlol ndher zu erforschen
bereiteten Nakazawa und Mitarbeiter ein DekoktRiede vonMagnolia officinalis Nach

dessen oraler Verabreichung an Ratten und einenlinBen Versuchsperson konnten in
den jeweiligen Harnfraktionen zwar keine Glucurenimzw. Sulfate sondern Dihydroxydi-

hydromagnolol und dessen Oxidationsprodukt Randanes ((3-[2,6-dihydroxy-5’(2-

2'Vgl. Tsai et al., 1995, S. 491ff.

% vgl. Hattori et al., 1986, S. 5010ff.
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propenyl)[1,1’-biphenyl]-3-yl]-(E)-2,propensaureentifiziert werderf® Als Grund fiir das
Nichtauffinden von Glucuroniden und Sulfaten karia ¥orbehandlung der jweiligen
Harnfraktionen mif3-Glucuronidase und Sulfatase angesehen werdersotais ein Auf-

finden konjugierter Metaboliten ausschliel3t.

Methylhonokiol

_ _ Sulf |
+MG 30

~Gluc

~Gluc
+MG 30

Abbildung 35: Metabolisierungsweg von Methylhonbkio

In einem Tierversuch konnte auch eine Isomerisggron Magnolol gezeigt werden. Inte-

ressanterweise wird Magnolol hierbei zu Isomagnalud in weiterer Folge zu Dihydro-

2 yvgl. Nakazawa et al., 2003, S. 1583ff.
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verbindungen und Tetrahydromagnolol umgewarfdelib Methylhonokiol auf enzymati-

schem Wege ebenfalls isomere Formen bzw. Dihydnd-Tetrahydroverbindungen bildet
kann derzeit nicht gesagt werden. In alle Galle Badusatproben konnten wir jedoch ne-
ben den bereits erwahnten drei Hauptmetaboliteh aoch weitere kleine Biotransforma-
tionsprodukte nachweisen, deren Struktur aufgrierdgdringen Konzentration nicht zuge-

ordnet werden konnte.

Daten uber die Metabolite von Methylhonokiol belegene hohe Ausscheidungsrate tber
die Galle. Methylhonokiol unterliegt somit eineaiten Biotransformation und weist eine
geringe Bioverfugbarkeit auf. Dieses Ergebnis deaté die Besonderheit eines high E
Drugs hin. Methylhonokiol dirfte daher nicht mitndé&nymsystem Cytochrom P450 kon-
kurrieren. Diese Eigenschaft wird als besonderdtigcerachtet, da 90% der im Handel

befindlichen Arzneistoffe tber diese Enzyme abgeteuden.

Analog zu unseren Versuchen in der isolierten peliterten Rattenleber, wo Methylhono-
kiolmetabolite bevorzugt Uber die Galle ausgesamederden, beschrieben auch Hattori
und Mitarbeiter in Ratten fur die Biotransformatgpnodukte von Magnolol eine bervor-
zugte bilidre Elimination. In den F&zes konnten edahis zu 53% der verabreichten

Magnololdosis gefunden werdéh.

Neben der Leber dirfte auch eine VerstoffwechselwamgMethylhonokiol Gber den Darm
eine grof3e Rolle spielen. Weiters dirften Glucudenind Sulfate nach biliarer Exkretion
im Darm duchp-Glucuronidase und Sulfatase, wieder reorbiert sowhit einen entero-

hepatischen Kreislauf durchlaufen.

Bis dato konnte noch nicht aufgeklart werden obMetabolite von Methylhonokiol eine
pharmakologische Wirkung zeigen bzw. ob sie stankgtsam sind als die native Verbin-
dung. Aktive Metabolite sind von zahlreichen Arateffen bekannt. So zeigt Morphin-
3,6-Glucuronid eine viel hbhere Aktivitat als Momplund erst durch den Einflu3 von Sul-
fotransferasen kann aus unwirksamen Minoxidil deksame Metabolit Minoxidil-Sulfat

gebildet werden. Glucuronide und Sulfate von Mdtbwglokiol kénnten im Blut auch durch

% Vgl. Hattori et al., 1984, S. 5010ff.
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B-Glucuronidase und Sulfatasen wieder in die natfeebindung gespalten werden und so

leichter die Blut-Hirn Schranke durchdringen.

Fur eine pharmakologische Aktivitat der Metabos$ifgicht die Untersuchung von Maruy-
ama und Mitarbeiter im Falle Honokiols, welche eamxiolytische Wirkung im Tierver-
such bei einer Dosierung von 0.2 mg/kg aufzeige Bubstanz verursacht im Gegensatz zu

Diazepam keine Muskelrelaxation, Miidigkeit oder onischen Dysfuktiort?

¥vgl. Maruyama et al., 1999, S. 97ff.
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6 Zusammenfassung

Seit Uber 2000 Jahren beschéttigt sich die TrawtlocChinesische Medizin mit der Heil-
kunde von Magnolia Arten. Auch die Indianerstamnoeiikianas bedienten sich von deren
heilenden Wirksamkeit.

Mittels dieser Arbeit sollte nun die Substanz Métbyokiol, welche zu den Inhaltsstoffen
der Magnolia grandiflora zu z&hlen ist, eingehendgersucht werden. Das Hauptaugen-
merk wurde hierbei auf deren VerstoffwechselundenLeber und Galle von Versuchsrat-

ten gelegt.

Es stellte sich die Frage wie sich diese Substamter Leber verandert. Um dies ndher zu
ergrinden, wurde Methylhonokiol anhand der isqligerfundierten Rattenleber, ohne Ein-
fluss von Organen und Gewebe untersucht. Die Lelede aus Sprague Dawley Ratten
entnommen und mit einer 10 umolaren Methylhonoéiglhg perfundiert. Anschlie3end
wurden Galle- sowie Perfusatproben in 5 Minutemrgfen gesammelt und diese einer
HPLC- Analyse unterworfen. In den Leber- und Galiéyen wurden neben Methylhonoki-
ol auch 3 Hauptmetabolite gefunden. Die Struktukennten einigermal3en Uber Mas-
senspektrometrie und enzymatische Hydrolyse auigekierden. Die MS Auswertung
verdeutlichte die Glucuronidierung von Methyhonoksmwie die Entstehung einer Sulfat-
spezies. Zusatzlich wurden die Gallenproben fiv@lucuronidase versetzt, was eine Re-
duktion der Peakflachen zur Folge hatte. Nach dersa#z von Sulfatase konnte keine
Verminderung entdeckt werden, was jedoch durchbdlanntlich schwierige Abspaltung

als nicht aul3ergewdhnlich zu bezeichnen ware.

Schliel3lich konnte aufgezeigt werden, dass Metmdk| groRenteils metabolisiert wird
und deren Hauptauscheidungsweg Uber die Gallegerfdur ein verschwindend kleiner

Prozentsatz von Methylhonokiol war in der Galle umder Leber aufzufinden.



76

7 Literaturverzeichnis

1 Schuhly W, Khan [, Fischer N, The Ethnomedicibisles of Magnoliaceae from the
Southeastern United States as Leads in Drug DisgoR@armaceutical Biolog@00Z%;
39: 63-69

2 Brockhaus, Enzyklopadie, 19. Auflage, 14. Band\,. Brockhaus, Mannheint991 p
40

3 Abbildung entnommen aus: URL: www.greenlife-hédmam/database/houpo.htm

4 Maruyama Y, Kuribara H, Overview of the Pharmagatal Features of Honokiol. CNS
Drug Review;200Q 6:35-44

5 Paulus E, Ding Yu-he, Handbuch der traditionelbfimesischen Heilpflanzen, Haug
Verlag, Heidelbergi987 p 243-244

6 Brickell Ch, Barthlott W, Die grof3e Pflanzenenpgédie, Dorling Kindersley Verlag
GmbH, Starnberg2004 p 661

7 Danert S, Fukarek F, Hanelt P, Helm J, Kruseehmann Ch, Schultze-Motel J, Urania
Pflanzenreich Hohere PflanzgrJrania- Verlag, Leipzig/Jena/Berlin971, p 303

8 Andrew Chevallier, Das grof3e Lexikon der Heilpflan, Dorling Kindersley Verlag
GmbH, Minchen/Starnbergp01, p 231



7 Literaturverzeichnis 77

9 Fischer N, Qi Song, Biologically Active LignansdaNeolignans from Magnolia Species.
Revista de la Sociedad de Méxid®99 43: 211-218

10 Maruyama Y, Kuribara H, Overview of the Pharmagiwal Features of Honokiol.
CNS Drug Review200Q 6: 35-44

11 Blaschek W, Hansel R, Holzgrabe U, Keller K,dRéng J, Rimpler H, Schneider G,
Hagers Handbuch der Pharmazeutischen Praxi992, 3.Auflage, p 156

12 Rao KV, Davis TL, Constituents of Magnolia grdloda, Cyclocolorenone. Planta
Medica;1982 44: 249-50

13 Maruyama Y, Kuribara H, Overview of the Pharmagiwal Features of Honokiol.
CNS Drug Review200Q 6: 40-41

14 Lin YR, Chen HH, Ko CH, Chan MH, Neuroprotectaetivity of honokiol and mag-
nolol in cerebellar granule cell damage. Europeamnhl of Pharmacolog2006
537(1-3): 64-69

15 Kuo-Tong L, Su-Man L, Shinag-Suo H, Chun-Lien Shen-Kou T, Honokiol Amelio-
rate. Planta Medic£003 69: 130-134

16 Lee J, Jung E, Lee J, Jung E, Park J, Jung&Sl.&long S, Park J, Park E, Kim J, Park
S, Park D, Anti-inflammatory effects of magnololdamonokiol are mediated through
inhibition of the downstream pathway of MEKK-1 irFNkappaB activation signalling.
Planta Medica2005 71: 338-43.



7 Literaturverzeichnis 78

17 Chen F, Wang T, Wu YF, Gu Y, Xu XL, Zheng S, XiuHonokiol: a potent chemo-
therapy candidate for human colorectal carcinomarlth\Journal of Gastroenterology;
2004 10: 3459-63

18 Kuribara H, Stavinoha W, Maruyama Y, Honokiopdative anxiolytic agent extracted
from Magnolia bark, has no Diazepam-like side @fféc mice. Journal of Pharmacy
and Pharmacology;999 51: 97-103

19 Mutschler E, Geisslinger G, Kroemer HK, Schaferting M, Mutschler Arzneimittel-
wirkungen, Lehrbuch der Pharmakologie und Toxik@odVissenschaftliche Verlags-
gesellschaft GmbH Stuttga@&901, 8. Auflage, p 19

20 Nielsen M, Wang X, Ai J, Honokiol and Magnola@lectively interact with GABA
Receptor Subtypes in vitro. Pharmacolag®9l 63: 34-41

21 Kuribara H, Kishi E, Kimura M, Weitraub S, Maama Y, Comparative assessment of
anxiolytic-like activies of honokiol and derivatssePharmakology and Behavi@Q0Q
67: 597-601

22 Irie T, Miyamoto E, Kitagawa K, Maruyama Y, Ir@u, Inagaki C, An anxiolytic
agend, dihydrohonokiol-B, inhibits ammonia-indugadreases in the intracellular ClI
of cultured rat hippocampal neurons via GAB#ceptors. Neuroscience Lette2601,
312: 121-123

23 Maruyama Y, Kuribara H, Kishi E, Weintraub $ ¥, Confirmation of the anxiolytic-
like effects of dihydrohonokiol following behavialirand biochemical assessments.
Journal of Pharmacy and Pharmacold®f§01, 53: 721-725



7 Literaturverzeichnis 79

24 Hattori M, Sakamoto T, Endo Y, Kakiuchi N, Koba&, Mizuno T, Namba T, Me-
tabolism of Magnolol from Magnolia Cortek. Chemical and Pharmaceutical Bulletin;
1984 32: 5010-5017

25 Hattori M, Endo Y, Takebe S, Kobashi K, NoboruNamba T, Metabolism of Mag-
nolol from Magnolia CortexIl. Chemical and Pharmaceutical Bulleti®86 34: 158-
167

26 Tsai TH, Chou CJ, Chen CF, Glucuronidation ofjnmdol assessed using
HPLC/fluorescence. Planta Medid®95 61: 491-492.

27 Nakazawa T, Yasuda T, Ohsawa K, Metabolitegafyoadministered Magnolia offici-
nalis extracts in rats and man and its antidepnedib® effects in mice. Journal of
Pharmacy and Pharmakolo@003 55: 1583-1591

28 H.P.T. Ammon, Hunnius Pharmazeutisches Wortérb@icAuflage, de Gruyter Verlag,
Berlin, New York,2004 p 974

29 Mutschler E, Geisslinger G, Kroemer HK, Schderting M, Mutschler Arzneimittel-
wirkungen, Lehrbuch der Pharmakologie und Toxik@ogVissenschaftliche Verlags-
gesellschaft GmbH Stuttga&001, 8. Auflage, p 21

30 Forth W, Henschler D, Rummel W, Allg. und spdei®harmakologie und Toxikolo-
gie, Urban & Fischer Verla@004 p 48

31 Mutschler E, Geisslinger G, Kroemer HK, Schderting M, Mutschler Arzneimittel-
wirkungen, Lehrbuch der Pharmakologie und Toxik@ogVissenschaftliche Verlags-
gesellschaft GmbH Stuttga&001, 8. Auflage, p 28-29



7 Literaturverzeichnis 80

32 Forth W, Henschler D, Rummel W, Allg. und spdei®harmakologie und Toxikolo-
gie, Urban & Fischer Verla@004 p 53

33 Forth W, Henschler D, Rummel W, Allg. und spdei®harmakologie und Toxikolo-
gie, Urban & Fischer Verla@004 p 55

34 Mutschler E, Geisslinger G, Kroemer HK, Sch#erting M, Mutschler Arzneimittel-
wirkungen, Lehrbuch der Pharmakologie und Toxik@ogVissenschaftliche Verlags-
gesellschaft GmbH Stuttga&001, 8. Auflage, p 29-30



8 Lebenslauf

Name:

Geburtsdatum:

Geburtsort:

Staatsbirgerschaft:

Ausbildung:

1988 — 1992

1992 — 2000

Juni 2000

seit Oktober 2000

81

Romana Bruckmiller

11. 10. 1981

Gmiind (NO)

Osterreich

Volksschule Gmind

Bundesrealgymnasium Gmiuind

Matura

Studium der Pharmazie an dérdusitat

Wien



