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1. Einleitung

1. Einleitung
1.1. Aligemein

Seit jeher werden viele Pflanzen in allen Teilen der Welt zur Heilung bzw. Behandlung der
verschiedensten Krankheiten verwendet (Giove 1996, Cano et al. 2004, Alanis et al. 2005),
denn wie der Volksmund weiB3: gegen jede Krankheit ist ein Kraut gewachsen. Doch welches
Kraut gegen welche Krankheit hilft, wissen oft nur noch die Eingeweihten. Es erscheint daher
sinnvoll, die in der Ethnobotanik aufgefihrten Pflanzen auf ihre Aktivitat hin zu untersuchen
und den zugrunde liegenden Wirkstoff zu analysieren. Fir die Abwehr von Schéadlingen steht
Pflanzen ein vielféltiges Repertoire an physikalischen und chemischen Methoden zur
Verfligung. Neben den passiven, mechanischen Barrieren (Blatthaare, Wachsschicht, Dicke
und Festigkeit der Zellwand) sind es oft auch aktive Mechanismen, mit deren Hilfe sie durch
die Synthese oder Freisetzung von chemischen Substanzen eine Vielzahl ihrer Feinde
bekdmpfen. Bei diesen Substanzen handelt es sich weitgehend um sekundére
Pflanzenstoffe, wie z.B. Phenole, Alkaloide, Amine etc. Von allen Substanzen im Einsatz
gegen Krankheiten haben die sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe die langste Tradition in der
Medizingeschichte. Viele der heute bekannten Arzneimittel stammen ehemals von
Naturstoffen ab, wie z.B. Aspirin® (Acetylsalicylsdure— entwickelt aus der Salicylsdure des
MéadesUB (Filipendula ulmaria) (Kuhnert 1999).

Auf der Suche nach Mdéglichkeiten zur Entwicklung moderner und neuer Arzneistoffe bietet
die Natur unvergleichliche Ressourcen an chemisch-struktureller Vielfalt. Zwar werden
heutzutage unzahlige Verbindungen synthetisch hergestellt, dennoch wird es unmdéglich
sein, die Naturverbindungen vollkommen zu ersetzen. So sind z.B. in der
Naturstoffdatenbank ,Dictionary of Natural Produkts® 40% der aufgeflihrten Verbindungen
nicht synthetisch hergestellt (Henkel 1999). Von den 520 zwischen 1983 und 1994 neu
zugelassenen Arzneistoffen waren 39% Naturstoffe oder deren Derivate (Cragg et al. 1997),
und neun von 20 der meistverkauften Arzneistoffe im Jahre 1999 waren von Leitstrukturen
aus der Natur abgeleitet, wobei Proteine in dieser Statistik noch nicht berticksichtigt worden
waren (Harvey 2000).

1.2. Pflanzliche Naturstoffe mit anthelminthischer Wirkung

Nur wenige pflanzliche Inhaltsstoffe sind in der Lage, Eingeweidewlrmer abzutéten. Es gibt
jedoch einige Pflanzen, die eine bekannte anthelminthische Wirkung haben. Dabei liegen
hier sehr unterschiedliche chemische Strukturen zugrunde. Eines der A&ltesten
Pflanzenpraparate ist der Extrakt des Wurzelstocks des Wurmfarns (Dryopteris filix-mas), der
neben diversen &therischen Olen, Kohlenhydraten und Harzen ein Phloroglucinderivat
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1. Einleitung

namens Filicin enthalt (Hill 1952). Heute werden Praparate des Wurmfarns aufgrund leichter
Toxizitdt nicht mehr angewendet (Bown 1995). Schwefelhaltige Verbindungen und
Flavonoide der Kiichenzwiebel (Allium cepa) und des Knoblauchs (Allium sativum) sollen
ebenfalls eine wurmabtreibende Wirkung haben (Giove 1996). Die anthelminthische Wirkung
des Kirbis (Cucurbita maxima) beruht auf der Aminosdure Cucurbitin (Giove 1996;
Rybaltovskii 1966). Der Wermut (Artemisia absynthum) wird ebenfalls als Anthelminthikum
empfohlen. Hier soll Absinthin, ein dimeres Sesquiterpenlacton der aktive Inhaltsstoff sein.
Ein als Ascaridol bezeichneter Inhaltsstoff der Vertreter der GansefliBchen (Chenopodium
ambrosioides) wirkt ebenfalls wurmabtétend (Giove 1996, MacDonald et al. 2004). Es
handelt sich dabei um ein Terpenperoxid. Ein Vertreter der Palmen, die Areca catechu
(Betelnuss) beinhaltet das Alkaloid Arecolin, dem auch eine anthelminthische Wirkung
nachgewiesen wurde (Roepke 1996).

Ein weiterer Vertreter der Palmen, die Kokospalme (Cocos nucifera), soll neben vielen
anderen in der Ethnobotanik beschriecbenen Einsatzméglichkeiten ebenfalls eine
wurmabtdtende Wirkung besitzen (Duke und Wain 1981, Chiej 1984, Amorim und Borba
1995, Martinez und Beltran 1999). Die hier zugrunde liegenden Verbindungen sind jedoch
bisher nicht weiter untersucht worden und sollen in der vorliegenden Arbeit ndher aufgeklart
werden.

Ein haufiges Problem der in Tabelle 1.1. genannten Medikamente, die zur Zeit bei der
Therapie von Helminthenerkrankungen vor allem bei Nutztieren angewendet werden, ist
neben den starker werdenden Resistenzen, dass bei der Verabreichung solcher
Medikamente bei Tieren, die dem Verzehr dienen bzw. in der Milchwirtschaft eingesetzt
werden, teilweise erhebliche wirtschaftliche EinbuBen fir die Betriebe entstehen kénnen.
Nach der Behandlung erkrankter laktierender Tiere, beispielsweise mit Moxidectin missen
Wartephasen von bis zu 60 Tagen eingehalten werden. In dieser Zeit darf die Milch nicht in
den Handel gelangen, die Tiere missen aber weiterhin gemolken werden. Auch Fleisch darf
wahrend dieser Wartezeit nicht in den Handel gelangen (Ldscher et al 1999). Okobauern
darfen generell keine synthetischen Anthelminthika zur Prophylaxe ihrer Nutztiere
verwenden und sind daher ganzlich auf Wirkstoffe biogener Herkunft angewiesen (EG-
Verordnung 2005).
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1. Einleitung

Tab. 1.1.: Wirkungsspektrum verschiedener Anthelminthika gegen Helminthen bei Rind und Schaf
(nach Léscher et. al 1999)

Helminthengattungen bei Rind und Schaf Wartezeiten
Anthelmin- Haemonchus Ostertagia Tricho- Trichuris | Fasciola Resistenzen Milch Essbares
thikum strong- Gewebe
ylus
Benzimidazole
Thiabendazol XX (x)1 XX -1 0 vorhanden 0 Tage 0 Tage
Mebendazol XX (xx) XX - 0 vorhanden n.g. 14 Tage
Albendazol XX XX 2 XX - (x)1 vorhanden 5 Tage 28 Tage
Fenbendazol XX 2 XX 2 XX (x) 0 vorhanden 3 Tage 5-7 Tage
Tertrahydro-
pyrimidine
Pyrantel (xx) 0 keine 0 Tage 14 Tage
Morantel XX 0 bei ? 7 Tage
Haemonchus/
Trichostrong./
Ostertagia
Imidazothiazole
Levamisol XX XX XX 0 bei 3 Tage 8 Tage
Haemonchus/
Trichostrong.
Avermectine
Ivermectin XX XX 2 XX -) 0 keine 38 Tage 38 Tage
Doramectin XX XX 2 Xx -) 0 keine n.g. 50 Tage
Milbemycine
Moxidectin XX XX 2 XX -) 0 keine 60 Tage 35 Tage
Wirksamkeit: xx : >90% Angaben in Klammern: Wirkung nur gegen adulte Formen
x: >80%
-1 <80% 1 Wirkung bei erhohter Dosis oder mehrfacher Gabe
0: unzureichend oder gar nicht vorhanden 2 Wirkung gegen inhibierte Larvenstadien
n.g.: nicht zum Verzehr geeignet
1.3. Die Kokospalme (Cocos nucifera)
1.3.1. Merkmale

Die Kokospalme (Cocos nucifera L.) gehért zur Familie der Palmen (Arecaceae). Sie ist eine

monokotyle (einkeimblattrige) Pflanze, die eine Hbéhe von bis zu 30 m erreichen kann.

Palmen sind Schopfbdume, die nur am oberen Ende des kraftigen, schlanken und

biegsamen Stammes eine mit 25-35 gefiederte Blatter (2-6 m lang) Krone bilden (Abb. 1.2.).
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Ein Blatt besteht aus 200 bis 250 schmalen Einzelfiedern. An den Achseln jedes neu
gebildeten Blattes entsteht ab dem 6. Lebensjahr ein Blitenstand, der aus vielen
Seitenzweigen besteht. An den oberen Teilen der Seitenzweige befinden sich in groBer
Anzahl die 200-300 mannlichen Bliten, an der Basis entspringen die 20-40 grdBeren
weiblichen Bliten (Abb. 1.2.). Bei der Kokospalme erfolgt stets Fremdbefruchtung. Die
Reifung der eiférmigen 30-45 x 15-20 cm groBen Steinfrichte dauert etwa 12-14 Monate,
wobei die Friichte ein Gewicht von bis zu 2500 g erreichen kénnen. Der botanische Begriff
Steinfrucht bedeutet hier: die Friichte sind von einer glatten, wachstiberzogenen AuBBenhaut,
dem Epi- oder Exokarp umgeben. Das Mesokarp bildet eine darunter liegende dicke
Faserschicht, die das steinharte Endokarp umschlieBt (Shivashankar 1991) (Abb. 1.3.). Das
Endokarp enthalt das Endosperm — den Samen, der zumeist im Handel erhaltlich ist. Der
Steinkern ist innen hohl, in dem sich ab dem 3. Monat das Kokoswasser (flissiges
Endosperm) bildet. Aus diesem entwickelt sich im Laufe der Reifung ein festes, weiBes
Endosperm (7.-12. Monat) (Shivashankar 1991).

Abteilung: Spermatophyta
Unterabteilung: Magnoliophyta
Klasse: Liliopsida
Ordnung: Arecales
Familie: Arecaceae
Unterfamilie: Arecoideae
Gattung: Cocos
Art: Cocos nucifera Linn.

Abb. 1.1.: Systematik der Kokospalme (Cocos nucifera) (nach Franke 1994)

Das Dokument wurde erstellt mit PDF/A Quick Master von soft Xpansion, www.soft-xpansion.de



1. Einleitung

Abb. 1.2.: Bild 1: Aufnahme einer Kokospalme mit Frichten. Bild 2: Gedffnete reife Kokosnuss mit
festem weiBen Endosperm. Bild 3: Weibliche Bliten. Bild 4: Mannliche Blaten.

Abb. 1.3.: Schem. Langsschnitt durch eine Kokosnuss (links) und Aufsicht auf den Steinkern (rechts)
1 - Dinne, gelbbraune, wasserdichte AuBenhaut (Exocarp)
2 - Dicke, faserige Mittelschicht (Kokosfaser, Mesocarp)
3 - Steinharte Innenschicht, der Steinkern (Endocarp)
4 - 1 -2 cm dicke, weiB3e, 6lhaltige Kopraschicht (festes Endosperm)
5 - Hohlkugel, gefillt mit Kokoswasser (flissiges Endosperm)
6 - Keimling
7 - "Augen" (3 griibchenférmige Keimporen)
5
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1. Einleitung

1.3.2. Verbreitung

Die Kokospalme ist eine in fast allen tropischen Landern beheimatete Pflanze. Ihr
Vorkommen beschrankt sich auf den sog. Subtropischen Giirtel, zwischen dem 20°N und
20°S Breitengrad (Persley 1992). Diese weitreichende Verbreitung ist wohl auf die
Schwimm- und lange Keimféhigkeit der NUsse zurilickzuflhren, daher ist die Kokospalme
auch auf abgelegenen Inseln zu finden. Die urspringliche Heimat der Kokosnuss ist nicht
mehr zu ermitteln — man vermutet, dass sie von der Siidostasiatischen Halbinsel (evtl.
Malaysia) stammt. Die erste Kultivierung der Kokospalme fand etwa 300 v. Chr. statt
(Woodroof 1979). 545 n. Chr. wurde die Cocos nucifera erstmals von einem &gyptischen
Ménch erwahnt. 1280 entdeckte Marco Polo als einer der ersten Européer die Kokosnuss
auf Sumatra sowie in Madras und Malabar in Indien — er bezeichnete sie daher als Indische
Nuss. Heute wird die Kokosnuss in allen tropischen Regionen der Welt angebaut (Abb. 1.4.).

Abb. 1.4.: Produktionslander fiir Kokosniisse (Reynolds 1988)

1.3.3. Verwendung

Die Kokospalme (Cocos nucifera) ist eine der 10 meist kultivierten Baume der Welt und wird
daher nicht selten als ,Baum des Lebens® bezeichnet. Alle Teile der Palme finden
Verwendung, von der Wurzel bis zu den Blattern. Die Frichte dienen als Nahrungslieferant
und Getrank fur Millionen von Menschen, vor allem in den Tropen. Das Wasser der
Kokosnuss zahlt zu den néahrstoffreichsten Getrédnken, die die Natur hergibt, und dient als

wertvoller Durstldscher.
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1. Einleitung

Tab. 1.2.: Analyse von reifem und unreifem Kokosnuss-Wasser (Satyavati Krishnankutty 1987)

Inhaltsstoffe Kokosnuss-Wasser Kokosnuss-Wasser
reifer Frlichte unreifer Frichte
Reduzierende Zucker 0,2% 4,4%
Mineralien 0,5% 0,6%
Proteine 0,1% 0,01%
Fett 0,1% 0,01%
pH 52 4,5
Kalium 247,0 mg 290,0 mg
Natrium 48,0 mg 42,0 mg
Magnesium 40,0 mg 44,0 mg
Phosphor 15,0 mg 10,0 mg
Eisen 6,3 mg 9,2 mg
Kupfer 79,0 mg 106,0 mg

Der Zuckergehalt in Form von Glukose und Fruktose steigt wahrend der Reifung der Nisse
in den ersten Monaten, danach nimmt er bis zur vélligen Reifung wieder ab (Tab. 1.2.). In der
reifen Nuss macht die Saccharose (Rohrzucker) den Hauptteil aus. Proteine sind in der
Kokosnuss nur in geringem MaBe vorhanden (Padera et al. 1942).

Weiterhin dient die Kokospalme als Brennholz, die Blatter und Stdmme werden als
Baumaterial eingesetzt, die Bluten dienen als Honiglieferant. Das Kokos6l bzw. Fett wird in
groBem MaBe in der Kosmetikindustrie als Bestandteil von Shampoos, Cremes usw.
verwendet. Auch findet es weltweit als Koch- und Bratfett Verwendung, da es auch bei sehr
hohen Temperaturen stabil bleibt. Gesattigte Fettsduren machen den gréBten Teil des
Kokosfetts aus. Dabei sind Laurinsdure (40-55%) und Myristinsaure (15-20%) mengenmaBig
dominant (Tab. 1.3.) (Kaunitz 1972).

Tab. 1.3.: Fettsaureanteil von Kokosnussél (Kaunitz 1972)

Fettsdure Kettenlange % Anteil
Capronsaure C6 0,5
Caprylsaure C 8 6,5
Caprinsaure C10 6,0
Laurinsaure C12 49,5
Myristinsaure C14 19,5
Palmitinséure C16 8,5
Stearinsaure c18 2,0
Oleinsdure C18:1 6,0
Linolsaure Cc18:2 1,5
7
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1. Einleitung

1.3.4. Anwendung der Cocos nucifera in der traditionellen Medizin

Die Kokosnuss besitzt in vielen tropischen Landern ein breites Spektrum an
Anwendungsmdglichkeiten. So wird sie in der Volksmedizin beispielsweise zur Heilung von
Diarrhden und Arthritis eingesetzt. Ein Extrakt, gewonnen aus der Schale der Nuss, besitzt
eine antibakterielle Wirkung gegen das Bakterium Staphylococcus aureus (Esquenazi et al.
2002). Im weiteren werden Bestandteile von Cocos nucifera bei der Heilung von Tumoren
(Hartwell 1967-1971), zur Behandlung von Fieber, Zahnschmerzen, Tuberkulose und
Syphilis herangezogen (Duke und Wain 1981). Nach neuen Erkenntnissen sollen bestimmte
Komponenten der Kokosnuss ebenfalls eine gewisse Wirkung gegen das HI-Virus haben
(Dayrit 2000). Hierfir sollen vor allem die mittellangen Fettsdureketten (MCT=medium-chain
tryclycerides) verantwortlich sein. Den Polyphenolen der Kokosschale wird eine Wirkung
gegen Leishmanien nachgesagt (Mendonca-Filho et al. 2004).

Vertreter mittelamerikanischer VOlker verwenden die Kokosnuss als Heilmittel bei
Wurmerkrankungen (personliche Mitteilung einheimischer Mexikaner). Erste Ergebnisse, die
einen Hinweis auf eine anthelminthische Wirkung der Frucht gaben, lieferte eine Studie
brasilianischer Forscher (Amorim und Borba 1995). In dieser Studie wurde ein Extrakt aus
den Friichten der Kokospalme in-vitro gegen Cestoden der Art Vampirolepis nana (syn.
Hymenolepis nana) getestet und dabei eine abtdtende Wirkung bestatigt. In meiner
Diplomarbeit (StraBen 2002) konnte in in-vivo-Experimenten mit  Trichostrongylus
colubriformis-infizierten Gerbils ebenfalls eine anthelminthische Wirkung beobachtet werden.

1.4. Wirkstoff-Screening

Die analytische Chemie dient dem Nachweis, der Identifikation und der Strukturaufklédrung
unbekannter Substanzen. Jeder Analysegang untergliedert sich in vier Hauptschritte,
beginnend mit der Probenentnahme, der Extraktion, einer meist chromatographischen
Trennung zur Isolierung der gesuchten Substanz und schlieBlich der Detektion mittels
spezifischer Methoden, wie z.B. der Spektroskopie (UV-Spektroskopie,
Massenspektrometrie, Nuclear-Magnetic-Resonance-Spectroscopy, Dinnschicht-
Chromatographie, High-Performance-Liquid-Chromatography etc.). Jeder dieser Teilschritte
muss optimiert werden, um eine zuverlassige Analyse zu gewahrleisten. Dabei besteht stets
die Gefahr der Zersetzung oder Kontamination der zu untersuchenden Substanz. Um die
biologische Aktivitat der Extrakte bzw. spater gewonnenen Fraktionen zu Uberprifen, muss
ebenfalls ein geeignetes und einfaches Testsystem (Bioassay) entwickelt werden, das auch
bei niedrigen Konzentrationen schnell Ruckschlisse auf eine eventuelle Wirkung zul&sst.

Ansatze, die eine Aktivitat zeigen, dienen als Anhaltspunkt fir weitere Isolationsschritte, bis
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1. Einleitung

die gesuchte Wirkstoffkomponente gefunden ist. Bioassays sind zunachst den in-vivo-Tests
vorzuziehen, da sie Verbrauch von Versuchstieren vermeiden und auf einfache Art und
Weise eine groBe Anzahl an Proben untersucht werden kann. Allerdings muss eine in-vitro-

Wirkung nicht unbedingt eine in-vivo-Wirkung garantieren.

1.5. Testorganismen

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein mdglichst breites Spektrum der Einsatzmdglichkeiten der
Kokosnuss als Anti-Parasitikum abgegrenzt werden. Daher wurde zwar das
Hauptaugenmerk auf Helminthen gesetzt, aber ebenfalls parasitare Vertreter aus dem Reich
der Protozoen als Testobjekte herangezogen. Der Lebenszyklus und die Besonderheiten der
in Abbildung 1.6. aufgefihrten Parasiten werden im Kapitel 2 beschrieben.

Reich: ANIMALIA (Tiere)
Unterreich: Protozoa (Einzeller)
Stamm: Sarcomastigophora
Unterstamm: Mastigophora (Flagellata)
Ord.: Trichomonadida — Art: Trichomonas muris
Stamm: Sporozoa
Unterklasse: Coccidia
1. Uord.: Eimeriina — Art: Eimeria papillata
Unterreich: Metazoa (echte Vielzeller)
Stamm: Plathelminthes (Plattwlirmer)
Klasse: Trematodes
3. Unterklasse: Digenea — Art: Echinostoma caproni
— Art: Fasciola hepatica
Klasse: Cestodes
2. Unterklasse: Eucestoda
Fam.: Hymenolepididae — Hymenolepis microstoma
— Hymenolepis diminuta
Fam.: Taeniidae — Taenia taeniaeformis
Stamm: Nemathelminthes
Unterstamm: Nematodes (Fadenwilrmer)
Klasse: Adenophorea
Fam.: Trichuridae — Trichuris muris
Klasse: Secernentea (Phasmidea)
Fam.: Angiostrongylidae — Angiostrongylus cantonensis

Fam.: Toxocaridae — Toxoxcara cati

Abb. 1.6.: Uberblick der verwendeten Testorganismen und deren systematische Zuordnung (nach
Mehlhorn und Piekarski 1998)
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1.6. Ziel dieser Arbeit

Diese Arbeit beschéftigt sich mit der Isolierung und Strukturaufklarung der anthelminithisch
aktiven Bestandteile der Kokosnuss (Cocos nucifera). Dabei sollte ein einfaches Bioassay-
System entwickelt werden, das wichtige Anhaltspunkte bei der Suche nach einem
geeignetem Extraktionsverfahren und spater bei der lIsolierung bzw. Aufreinigung der
gesuchten Substanzen mit Hilfe von verschiedenen Chromatographie-Verfahren gibt. Die
Identifizierung des aktiven Wirkstoffs sollte anschlieBend anhand von spektroskopischen
Methoden aufgeklart werden. AnschlieBende in-vivo-Versuche mit verschiedenen
Parasitenspezies sollen Aufschluss auf die Einsatzmdglichkeit und den eventuell daraus
ersichtlichen Wirkmechanismus des neu entdeckten Wirkstoffs geben. Licht- und
elektronenmikroskopische Untersuchungen an Trichuris muris sollen  strukturelle

Schadigungen aufzeigen und Spekulationen auf mégliche Wirkmechanismen zulassen.
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2. Testorganismen und deren Entwicklungszyklus

2. Testorganismen und deren Entwicklungszyklus
2.1. Helminthen
2.1.1.Trichuris muris

Die adulten, getrenntgeschlechtlichen Stadien des auch als Peitschenwurm bezeichneten
Fadenwirmer Trichuris muris leben vorwiegend im Caecum, teilweise auch im Dickdarm von
Mausen (Fahmy 1954, Beer 1973). Die abgesetzten Eier der weiblichen Nematoden
gelangen mit den F&zes ins Freie. Dort entwickelt sich im Inneren der charakteristischen
ovalen, mit Polpfropfen versehenen Eier (Abb. 3a) eine infektionsfahige Larve L1 (Abb. 3b).
Die Entwicklung ist abhangig von Temperatur und Feuchtigkeit und dauert in der Regel etwa
56-63 Tage (Wakelin 1969). Werden solche infektiésen Eier erneut von Mausen oral
aufgenommen, so schlipfen die Larven bereits nach einer Stunde (Olsen 1974), wandern
nach 4-5 Stunden in die Caecummukosa und dringen anschlieBend in das Epithel ein. Nach
spatestens 4-5 Tagen verlassen alle Larven das Caecumepithel und wandern an die
Oberflache der Mukosa (Wakelin 1969, Eckert et al. 2005). Dort entwickeln sich nach zwei
weiteren Hautungen die adulten Nematoden. Charakteristisch fur Trichuroiden, ist die
peitschendhnliche Gestalt mit einem sehr langen, dinnen Vorderende, das etwa 2/3 des
gesamten Wurmes ausmacht (Abb. 1). Dieser Vorderteil ist fest in der Darmschleimhaut
verankert und verlauft meist in tunnelartigen Géngen in der Epithelschicht oder dicht
darunter, zum Teil auch in tieferen Bereichen der Lamina propia. Die Lamina muscularis
mucosae wird jedoch nie durchdrungen (Eckert et al. 2005). Das gesamte Vorderende
dieser Nematoden enthalt den Oesophagus mit den Stichosom-Zellen (Chietwood 1930).
Eine Besonderheit bei allen Trichuroiden ist die Prasens eines ,Bacillary bands“ an der
AuBenseite des Wurmes (Abb. 5). Die hintere dickere Halfte des Wurmes mit den
Geschlechtsorganen ist der einzige Teil, der in das Darmlumen des Wirtstieres ragt (Abb.
90). Die Weibchen setzten nach ca. 35 Tagen erneut Eier ab, die mit dem Kot
ausgeschieden werden.
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2. Testorganismen und deren Entwicklungszyklus

Abb. 2.1.: Schematische Darstellung eines weiblichen und mannlichen Trichuris muris-Nematoden
(nach Mehlhorn 2001)
AN = Anus, D = Darm, M = Mund, O = Ovar, SP = Spiculum, ST = Stichosom, UT = Uterus, VD = Vas
deferens, VU = Vulva

Orale

Infektion
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2. Testorganismen und deren Entwicklungszyklus

Abb. 2.2.: Lebenszyklus von Trichuris muris (nach Mehlhorn 2001)

1 Adulte ménnliche und weibliche T. muris in der Mukosa des Caecums
des Gerbils/Maus.

2 Unembryonierte Eier gelangen mit den Fazes ins Freie.

3-6 Im Boden entwickeln sich die Eier Uber mehrere Zellstadien zur infektionsfahigen Larve
L1

7 Nach oraler Aufnahme schlupft die Larve 1 im Dinndarm des Wirts.

8-9 Uber mehrere Larvalstadien entwickeln sich schlieBlich die Adulten im
Caecum des Wirts.
AN = Anus, D = Darm, DO = Dorn, L1-L3 = Larvenstadien, M = Mund, N = Nukleus, O = Ovar, P =
Polpfropfen, ST = Stichosom, UT = Uterus, VU = Vulva

2.1.2. Angiostrongylus cantonensis

Der Nematode Angiostrongylus cantonensis, der auch als Rattenlungenwurm bekannt ist,
findet sich vorwiegend in den Lungenpulmonalarterien und vereinzelt auch in der rechten
Herzkammer von Saugern. Als Endwirte dienen meist Ratten und Bandicota-Arten. Die
weiblichen Nematoden legen Eier ab, in denen sich bereits im Wirt noch die Larven L1
entwickeln. Diese Larven wandern nach dem Schlipfen aus dem Ei Gber die Trachea in den
Pharynx und werden anschlieBend mit den Fazes ausgeschieden. Eine Anzahl von
Schnecken und Crustaceen dienen als Zwischenwirte (Prociv et al. 2000). In der Muskulatur
der Zwischenwirte entwickeln sich die infektionsfahigen Larven L3 innerhalb von 2 Wochen
(Richards und Merritt 1967). Nimmt der Endwirt durch den Verzehr der Zwischenwirte die
infektionsféhigen Larven auf, so penetrieren sie im Dinndarm die Darmwand und gelangen
mit dem Blutstrom ins ZNS, wo sie sich im Kleinhirn der Ratten ansiedeln (Mackerras und
Sandras 1955). Nach 10-11 Tagen entwickeln sich Uber L4 Larven die
getrenntgeschlechtlichen Adultwirmer. Diese wandern aus dem Gehirn Uber BlutgefaBe,
Herz und Lunge in das BlutgefaBsystem und bleiben in den Pulmonalarterien, wo sie sich
von Blut erndhren (Mackerras und Sandras 1955). Die weiblichen Adultwirmer legen
unembryonierte Eier ab, die mit dem Blutstrom zu den Kapillaren der Lungen gelangen und
dort zu Trombenbildung flhren. In der Lunge schlipfen die L1 Larven nach etwa 40 Tagen
(Weinstein et al. 1963). Die Larven wandern die Luftréhre hinauf, werden abgeschluckt und
gelangen mit den Fazes ins Freie.

In dieser Familie sind funf Gattungen bekannt, von denen aber nur A. cantonensis als
humanpathogen gilt. Sie verursacht beim Menschen eine eosinophile Meningoencephalitis
(Rosen et al. 1962). Die Infektion des Menschen geschieht durch den Verzehr von rohen
Mollusken und Crustaceen.
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2.1.3. Toxocara cati (= T. mystax)

Der Katzenspulwurm gehért zu den haufigsten Darmparasiten der Katzen. Allgemein zéhlen
die Spulwirmer sowohl beim Menschen als auch bei Haustieren zu den gréBten und
haufigsten Parasiten (Mehlhorn und Piekarski 1998). Die im Dinndarm der Katze lebenden
etwa 4-10 cm langen und 2-3 mm dicken weiblichen Adultwirmer legen die Eier im
Zweizellenstadium ab, die mit den Fazes ins Freie gelangen. Dort entwickelt sich nach etwa
10-15 Tagen im Ei die infektionsfahige Larve, die wieder von Katzen aufgenommen wird
(Mehlhorn et al. 1993). Die Larven schlipfen dann im Darm der Katzen und gelangen via
BlutgefaBe in die Leber, wo sie sich zur L3 hauten. Uber die Lunge, Alveolen und Trachea
werden die Larven ausgehustet und gelangen durch Abschlucken schlieBlich in den
Dinndarm, wo sie sich wieder zu geschlechtsreifen Adultwirmern entwickeln. Adulte
Wirtstiere weisen in der Regel nur einen geringen Befall mit Spulwirmern auf und zeigen
keine Symptome. Bei Welpen kénnen abhangig vom Schweregrad der Infektion mattes Fell,
verzégertes Wachstum und Abmagerung auftreten. Als Folge der Passage von
Wanderlarven durch die Lungen kann es zu Pneumonie kommen, was sich in Fieber und
Husten &auBert. Wanderlarven kénnen auch eine Gefahr fir den Menschen darstellen,
insbesondere fur Kleinkinder und Erwachsene mit einem geschwéachten Immunsystem. Nach
oraler Aufnahme infektionsfahiger Eier werden durch die Wanderung der im Darm
geschlipften Larven im Fremdwirt Mensch erhebliche Organschaden (u.a. Augenschaden:
vizerale Larva migrans) verursacht (Mehlhorn und Mehlhorn 1993).

Abb. 2.3.: Lebenszyklus von Toxocara mystax (syn. cati) (nach Mehlhorn und Mehlhorn 1993)
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2. Testorganismen und deren Entwicklungszyklus

1. Eier werden von einer Katze (A) ausgeschieden und gelangen ins Freie
Im Freien entwickelt sich eine infektionsfahige Larve L2 im Inneren der Eier
Werden diese Eier von Menschen (B) oder einem anderen Zwischenwirt (Mausen C)
aufgenommen, kommt es zu einer Wanderlarve (Larva migrans visceralis). Werden Mause
von einer Katze (D) gefressen oder nehmen Katzen larvenhaltige Eier auf, so entwickeln sich
in ihnen die Adultwiirmer im Darm. Die Ubertragung von L3-Larven erfolgt auch Uber die
Muttermilch beim Saugen.

2.1.4. Hymenolepis microstoma

Der zu den Cestoden zahlende Bandwurm Hymenolepis microstoma lebt als Adultwurm in
den Gallengéngen von Mausen. Dort ist er fest mit seinem Scolex verankert, wahrend sein
Hinterende mit den reifen Proglottiden bis in den Darm der M&use reicht (Andreassen et al
2004). Reife Eier bzw. mit reifen Eiern geflillte Proglottidenstiicke gelangen mit den Fazes
des Wirtstieres ins Freie. Um den Entwicklungszyklus zu vollenden, muss die in den Eiern
enthaltene Oncosphaera-Larve von einem Zwischenwirt (meist Kéafer, z.B. Mehlkéfer,
Schaben etc.) oral aufgenommen werden. Im Haemocoel der Zwischenwirte schllpft die
Larve und entwickelt sich zu einem Cysticercoid. Bei der oralen Aufnahme dieser Insekten
durch den Endwirt schlieBt sich der Zyklus, und es entwickeln sich erneut adulte
Bandwlrmer in dessen Gallengangen (Mehlhorn und Piekarski 1993).

Abb. 2.4.: Entwicklungszyklus von H. microstoma (verandert nach CDC Division of Parasitic Diseases)
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1 =reife Eier gelangen mit den Fézes ins Freie.

2 = Eier mit der Oncosphaera-Larve werden vom Zwischenwirt (ZW) verzehrt.

3-4 = Im Inneren des ZW entwickelt sich ein Cysticercoid.

5-7 = Beim Verzehr des ZW entwickelt sich ein adulter Cestode mit reifen
Proglottiden, der mit seinem Scolex im Gallengang des Endwirts verankert ist.

2.1.5. Hymenolepis diminuta

H. diminuta ist wie der bereits erwahnte H. microstoma ein Vertreter der Cestoden. Als
Endwirte fungieren hier meist Nagetiere (z.B. Ratten), es besteht jedoch ebenso eine
Infektionsgefahr fir den Menschen (Mehlhorn et al. 1993, Marangi et al. 2003). Die adulten
Bandwirmer sitzen mit ihren Scolices im oberen Dinndarmabschnitt, und zwar unterhalb
des Magenausgangs. Mit reifen Eiern geflllte Proglottiden gelangen Uber die Fazes ins
Freie, wo sie von einem Zwischenwirt, z.B. einem Mehlkafer ( Tenebrio molitor), oral verzehrt
werden. Im Inneren dieser Insekten entwickelt sich ein Cysticercoid, das bei der oralen
Aufnahme durch den Endwirt in dessen Darm zu einem adulten Cestoden heranwachst.

Abb. 2.5.: Entwicklungszyklus von H. diminuta (nach CDC Division of Parasitic Diseases)
1 = Reife Eier gelangen mit den Fazes ins Freie.

2 = Eier mit der Oncosphaera-Larve werden vom Zwischenwirt (ZW) verzehrt.

3-4 = Im Inneren des ZW entwickelt sich ein Cysticercoid.

5-7 = Beim Verzehr des ZW entwickelt sich ein adulter Cestode mit reifen

Proglottiden, der mit seinem Scolex im Dinndarm des Endwirts verankert ist.
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2.1.6. Taenia taeniaeformis

Ein weiterer Vertreter der Cestoden, der sog. Katzenbandwurm, lebt adult im Dinndarm der
Katze und erreicht dort eine Lédnge von ca. 60 cm (Mehlhorn und Mehlhorn 1993). Die mit
reifen Eiern geflllten Proglottiden 16sen sich ab und gelangen durch Eigenbewegungen aus
dem Anus des Wirtes ins Freie oder finden sich in den F&zes. Die ausgeschiedenen Eier
kontaminieren die Nahrung von Ratten, Mausen und Kaninchen, die als Zwischenwirte
fungieren. Im Darm dieser Zwischenwirte schliipft die Oncosphaera-Larve, durchdringt die
Darmwand und gelangt auf dem Blutweg in die Leber und wandelt sich dort in eine
flissigkeitsgeflllte Larve um, die als Cysticercus-Larve oder Blasenwurm bezeichnet wird.
Hier ist der spéatere Scolex des Adultwurms bereits eingestllpt vorhanden. Werden die
infizierten Zwischenwirte schlieBlich von einer Katze verzehrt, so entwickelt sich die Larve
erneut zu einem adulten Bandwurm im Dinndarm der Katze. Dort kann er ohne Behandlung
bis zu zwei Jahre und langer Gberleben (Mehlhorn et al. 1993). Meist sind bei schwachem
Befall bei der Katze keine klinischen Symptome festzustellen, jedoch kann es bei einem
Massenbefall zu Abmagerung, Apathie, Schwéache und einem struppigem Fell kommen
(Mehlhorn und Mehlhorn 1993).

2.1.7. Echinostoma caproni

Echinostoma caproni parasitiert vornehmlich im Ddnndarm von Wasservégeln und
wasserbewohnenden Saugetieren. Ein charakteristisches Merkmal dieser Trematoden ist ein
mit Stacheln bewehrter Kragen, der den Mundsaugnapf umschlieBt. Auch der Rest der
Képeroberflache ist mit feinen Hakchen besetzt (Abb. 92). In den mit den Fazes
abgesetzten, unembryonierten, gedeckelten Eiern entwickeln sich innerhalb von 25-30
Tagen Miracidienlarven (ldris und Fried 1996). Vorraussetzung fir deren Schlipfen ist
Wasserkontakt des Eies. Im Wasser penetrieren die Miracidienlarven den ersten
Zwischenwirt, eine Wasserschnecke (Gatt. Lymnaea), in der sie sich Uber mehrere
Vermehrungsstadien (Sporocyste |, Redien | + 1) zu Cercarien entwickeln. Diese penetrieren
einen zweiten Zwischenwirt (z.B. andere Schnecken, aber auch Kaulquappen und
Muscheln). In diesen Zwischenwirten kapseln sich die Cercarien als Metacercarien ein und
warten auf den Verzehr durch einen Endwirt, z.B. Vogel oder Bisamratte. Im Endwirt wachst
die Metacercarie wieder zu einem adulten Trematoden im DUnndarm heran (Richard und
Brygoo 1978).
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Abb. 2.6.: Entwicklungszyklus von Echinostoma caproni (verandert nach BIODIDAC, Livingstone)

a) Adulter Trematode im Caecum eines Wasservogels.

b) Gedeckelte, unembryonierte Eier gelangen mit den Fazes ins Wasser. Aus ihnen schliipft eine
Miracidien-Larve, die sich in den 1. Zwischenwirt (ZW) (eine Schnecke) einbohrt.

c) Aus dem Miracidium entwickeln sich tber Sporocysten und Redien die Cercarien.

d) Cercarien verlassen aktiv die Schnecke und penetrieren einen 2. ZW, der erneut eine Schnecke
oder auch eine Kaulquappe sein kann. Die Cercarie kapselt sich als Metacercarie ein.

e) Verzehr des 2. ZW durch einen Endwirt.

f) Wasserbewohnende Saugetiere kdnnen ebenfalls als Endwirte fungieren.

2.1.8. Fasciola hepatica

Der als GroBer Leberegel bezeichnete digene Trematode lebt adult in den Gallengéngen von
Wiederkduern und nur selten beim Menschen. Dieser meist 2,5 bis 3 cm lange und 1,3 cm
breite, lorbeerblattférmige Parasit ist weltweit verbreitet und fihrt in vielen Regionen mit
starker Viehnutzung und Zucht zu erheblichen wirtschaftlichen EinbuBen durch verminderte
Milch-, Fleisch- und Wollproduktion (Genicot et al. 1991, Schweitzer et al. 2003). Der
Entwicklungszyklus des Leberegels ist stets mit einem Wirtswechsel und somit an das
Vorhandensein eines Zwischenwirts gebunden. Mit den Fazes werden die unembryonierten
Eier ins Freie abgegeben und sind von nun an eine Entwicklung im Wasser gebunden. Nach
3-4 Wochen schlipft im Wasser aus den Eiern eine Miracidien-Larve, die sich in amphibisch
lebende Schnecken (1. ZW) (in Europa Lymnaea-Arten) einbohrt (Mehlhorn et al. 1993). Aus

den Miracidien entwickeln sich in der Leibeshdéhle und in der Mitteldarmdriise Uber
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Sporocysten und Redien (I und Il) schlieBlich die Cercarien. Diese dringen aktiv aus der
Schnecke aus und enzystieren sich an Wasserpflanzen. Werden diese, mit Metacercarien
verseuchten Wasserpflanzen, von den Endwirten oral aufgenommen, so enzystieren sich die
Metacercarien im Magen bzw. Duodenum. Die Larven durchbohren die Darmwand und
gelangen von der Leibeshéhle aus in die Leberkapsel. Im Leberparenchym wandern die
Larven 6-8 Wochen, dringen schlieBlich in die Gallengange ein und werden dort
geschlechtsreif. Die von den adulten Trematoden abgesetzten Eier gelangen mit dem
Gallensaft in den Darm und von dort via Fazes ins Freie. Die Prapatenz dauert etwa 2-3
Monate (Mehlhorn et al. 1993). Nach Beobachtungen in Einzelfallen wird angenommen, dass
der Leberegel maximal 9-13 Jahre Uberleben kann (Dan et al., 1981).

® © o

Sporozyst Redie Cercarie

Abb. 2.7.: Entwicklungszyklus des GroBen Leberegels Fasciola hepatica (nach CDC Division of
Parasitic Diseases)

1 = Unembryonierte Eier gelangen mit den Fézes ins Wasser.

2 = Entwicklung zur Miracidien-Larve innerhalb von 3-4 Wochen.

3 = Das Miracidium schliipft und dringt in Schnecke ein.

4 = Aus dem Miracidium entwickeln sich Uber Sporocysten (4a), Redien (4b) die Cercarien (4c).

5 = Die Cercarie verlasst aktiv die Schnecke und enzystiert sich an Wasserpflanzen.

6 = Metacercarie wird oral mit der Wasserpflanze vom Endwirt aufgenommen.

7 = Larve in der Wanderphase im Leberparenchym.

8 = Adulter Trematode in den Gallengangen.
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2. Testorganismen und deren Entwicklungszyklus

2.2. Protozoen

2.2.1. Trichomonas muris

Die zu den Protozoen zahlenden Trichomonaden kommen sehr haufig im Colon oder
Caecum der verschiedensten Nagetiere vor. Dabei ist die Art T. muris (bei Mausen im
Caecum) der groBte Vertreter. Er misst 16 — 26 uym x 10 — 14 um und besitzt keine
nennenswerte Pathogenitdt. Das charakteristische Merkmal dieser tropfenférmigen
Einzeller ist die definierte Anzahl von Flagellen. Dabei verlauft eine Geiel am Kérper und
dient als SchleppgeiBel, die anderen 4 sind frei (Wenrich 2005). Die Ubertragung von
Trichomonaden erfolgt typischerweise durch direkten Kérperkontakt, es werden meist wie bei
T. muris keine Cysten gebildet. Die Vermehrung erfolgt durch Langsteilung der Trophozoiten.

2.2.2. Eimeria papillata

Eimerien gelten als die wichtigste und artenreichste Gruppe der Sporozoen (Mehlhorn und
Piekarski 1998). Eine Infektion mit diesen Parasiten erfolgt durch die Aufnahme sporulierten
Oocysten. Im Dinndarm der Mause werden die Sporozoiten frei, dringen in die
Darmepithelzellen ein und entwickeln sich dort zu Schizonten. Durch mehrfache Zellteilung
bilden sich Merozoiten (= Tochterzellen), die sich vom Rest des Schizonten Iésen, aktiv in

andere Wirtszellen eindringen und dann zu Schizonten heranwachsen.
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3. Material und Methoden

3. Material und Methoden
3.1. Praparative und analytische Methoden
3.1.1. Probenmaterial

Die in dieser Arbeit verwendeten Kokosnlsse stammten z.T. aus der Dominikanischen
Republik und wurden Uber einen GroBhandler in Dlsseldorf bezogen. Das feste, weiBe
Endosperm der Kokosnusse wurde mit einem handelsublichen Kiichenmixer (Fa. Braun) fein
zerkleinert und anschlieBend in einem Trockenschrank bei 40°C getrocknet. Zur weiteren
Verarbeitung wurde das getrocknete Pflanzenmaterial in einer Kidhlkammer bei -4°C
aufbewahrt. Weitere Untersuchungsmaterialien, wie z.B. Rinde, Wurzel, Blatter, Schale der
Nisse bzw. Nisse unterschiedlicher Entwicklungsstadien, stammten aus Mexiko. Rinde,
Blatter, Schale und Wurzel wurden ebenfalls fein zermahlen und anschlieBend getrocknet.
Das flissige Endosperm (Kokoswasser) von jungen Kokosntsse wurde tiefgefroren.

3.1.2. Etablierung eines Extraktionsverfahrens

3.1.2.1. Untersuchung verschiedener Geweben von Cocos nucifera mit Acetonintril

Dem Endosperm der Kokosnuss wird sowohl im flissigen als auch im festen Zustand wird
eine anthelminthische Wirkung nachgesagt (Nadkarni 1976, Martinez et al. 1999). Eine
Uberpriifung weiterer Gewebe der Pflanze auf ihre Aktivitat hin sollte Klarheit iber die
Lokalisation von wirksamen Komponenten schaffen. Dazu wurden jeweils 0,5 g der
gemahlenen Pflanzenteile, wie Wurzel, Rinde, Schale der Nuss, Blatter und das feste
Endosperm einer reifen Nuss in ausreichend Acetonitril als Ldsungsmittel Gber Nacht
extrahiert, anschlieBend filtriert und eingedampft. Mit jeweils 1 ml Tyrode-Lésung wurde der
eingetrocknete Rulckstand gelést und in vorbereitete Wells (Kapitel 3.2.4.) pipettiert.
Desweiteren wurden jeweils 10, 200 und 500 pl Kokoswasser aus Kokosnlssen
unterschiedlicher Entwicklungsstufen (Abb. 3.1.) verwendet und in Wells pipettiert. Das

Endvolumen von 1 ml wurde mit Tyrode-Lésung aufgefillt.
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3. Material und Methoden

Trinknuss (links): Lange
ca. 30 cm, enthalt 500
ml Kokoswasser; 5-10
mm festes Endosperm

Steinfrucht einer reifen
Nuss (rechts): Lange ca.
15 cm, enthalt 100-200
ml Kokoswasser, 10-25
mm festes Endosperm

Abb. 3.1. Darstellung zweier Entwicklungsstufen der Kokosnuss.

3.1.2.2. Extraktion mit Losungsmitteln unterschiedlicher Polaritaten

Um Aufschluss Uber die Léslichkeit der aktiven Substanz zu erhalten, ist es sinnvoll, Extrakte
des Pflanzenmaterials mit Lésungsmitteln unterschiedlicher Polaritat herzustellen. Ziel dabei
ist es, eine mdglichst groBe Menge der gesuchten Komponenten zu I6sen und ein
Lésungsmittel zu finden, das leicht zu entfernen ist und bei spateren Bioassay-Versuchen
keine stérenden oder giftigen Rickstande hinterldsst. Durch ein solches Primérscreening
kénnen Rickschlisse auf die Stoffklassenzugehdrigkeit gezogen werden. Dies ist wiederum
hilfreich bei der Isolierung und der spateren Analyse der gesuchten Substanz.

Zur ersten Abschatzung der Lipo-, Amphi- oder Hydrophilie des wirksamen Prinzips wurden
folgende Lésungsmittel mit steigender Polaritat (Abb. 3.2.) zur Extraktion verwendet:

Hexan ———
Ethanol

Methanol Polaritat
Acetonitril

Wasser

Abb. 3.2.: Zur Extraktion verwendete Lésungsmittel und deren Polaritat

Fur die Herstellung der Extrakte wurden je 1 g getrocknete Kokosflocken mit 10 ml des
jeweiligen Lésungsmittels vermischt und Uber Nacht in einem Warmeschrank bei 37 °C
inkubiert. AnschieBend wurden die Extrakte filtriert und bis zur Trockenheit eingedampft. Fir
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3. Material und Methoden

den folgenden in-vitro-Assay wurden die getrockneten Extrakte in 3 ml Tyrode-L&sung
aufgenommen und davon 150 ul in kleine Mikrotiterwells mit jeweils 4-5 Trichuris muris
Wiurmer beider Geschlechter Uberflhrt. Der Hexan-Ansatz wurde zusatzlich mit 15 pl
Polyethylenglykol-300 als Ld&sungsvermittler lipophiler ~Substanzen versetzt. Als
Kontrollldsungen diente eine Tyrode-Lésung mit Zusatz von 10% Polyethylenglykol-300 und
Tyrode Lésung ohne Zusatz. Die Mikrotiterplatte wurde bei 37°C im Heinzschrank inkubiert
und nach bestimmten Zeiten kontrolliert.

Tab. 3.1.: Uberpriifung der mit verschiedenen Lésungsmitteln hergestellten Kokos-Extrakte in einem

in-vitro-Versuch mit adulten T. muris

Ansatz Dosis Rohextrakt [mg/ml]

Kontrolle -

Kontrolle + 10% PGE -

Wasser 333,3
Hexan (CgHq4) + 10% PGE 333,3
Ethanol (C,HsOH) 333,3
Methanol (CH;OH) 333,3
Acetonitril (CoH3N) 333,3

3.1.2.3. Uberpriifung der Thermostabilitat

Die Léslichkeit von Substanzen in einem Lésungsmittel steigt mit zunehmender Temperatur,.
Durch zu groBe Hitzeeinwirkung kdnnen diese jedoch geschadigt werden. Die
Thermostabilitat gibt ebenfalls Hinweise auf die Verwendung geeigneter Lésungsmittel, da
diese gegebenenfalls bei relativ niedrigen Temperaturen wieder entfernt werden mussen.

Zur Uberpriffung der Hitzevertraglichkeit wurden 5 Ansdtze mit je 1 g getrockneten
Kokosflocken mit jeweils 10 ml Wasser vermischt und fir 10 min bei 20, 30, 40, 60 und 96°C
inkubiert. Fir die anschlieBenden in-vitro-Versuche wurden alle Ansatze filtriert, getrocknet
und in 3 ml Tyrode-L6ésung aufgenommen. Davon wurden jeweils 150 pl in die mit 4-5
Nematoden bestlickten Wells pipettiert.
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3. Material und Methoden

Tab. 3.2.: Uberpriifung der Thermostabilitat der Kokos-Wasser-Extrakte mit Hilfe von in-vitro-Assays

Ansatz Dosis Rohextrakt [mg/ml] Entsprechende Menge
Trockengewicht [g/Well]

20°C 333,3 0,05

30°C 333,3 0,05

40°C 333,3 0,05

60°C 333,3 0,05

96°C 333,3 0,05

3.1.2.4. Uberpriifung von Proteinen und Peptiden auf ihre Wirksamkeit

Um eine Aktivitat von Proteinen und auch Peptiden auszuschlieBen, die bei Hitzebehandlung
oft nicht denaturiert werden, wurde ein Extrakt mit Proteinase K versetzt. Proteinase K ist
sehr unspezifisch und zerschneidet Proteine in kleinste Sequenzabschnitte. Fir den Test
wurden 1 g Kokosflocken in 2 ml Aqua bidest. eine Stunde bei 40°C in einem Heizschrank
inkubiert. Nach der Filtration wurden 180 pul in ein Eppendorfgefa3 Gberflhrt, der pH-Wert mit
1M PBS auf pH 7,5-8 eingestellt, 20 pl Proteinase K-Stammldsung hinzugefigt und
anschlieBend bei 57°C auf einem Thermomixer fir 1,5 h geschuttelt. Der so inaktivierte
Extrakt (200 pl) wurde mit 70 pl 0,7M PBS versetzt und in ein Well mit Nematoden Gberfihrt.
Als Kontrolle diente ein Ansatz mit 0,7M PBS.

Tab. 3.3.: Uberpriifung einer Aktivitat von Proteinen der Cocos nucifera in einem Bioassay.

Ansatz Dosis Rohextrakt [mg/ml] Entsprechende Menge

Trockengewicht [g/Well]

Kontrolle 0,7M PBS - -

Proteinase K-Extrakt 500 0,09

3.1.3. Isolierung und Reinigung
3.1.3.1. Fliissig-Fliissig-Extraktion

Anhand der bei den Vorversuchen (Kap. 3.1.2.2.) gewonnen Ergebnissen konnten erste
Anhaltspunkte Uber die Polaritat der gesuchten Substanz gewonnen werden. Fir die spatere
Strukturaufklarung ist es wichtig, die gesuchte Substanz von allen stérenden Komponenten
zu trennen. FUr solche Trennungsvorgange zahlt die FlUssig-Flissig-Extraktion zu den
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3. Material und Methoden

gangigen Methoden, da sie einfach zu handhaben ist. Ein Nachteil bei dieser Art der
Extraktion ist jedoch der hohe Verbrauch an organischen Lésungsmitteln. Da sich bereits bei
den Extraktionsversuchen (Kap. 3.1.2.2.) zeigte, dass sich der gesuchte Wirkstoff nicht mit
Hexan extrahieren lasst, kbnnen mit diesem unpolaren L&ésungsmittel stérende lipophile
Komponenten, wie z.B. Fette, aus dem Rohextrakt herausgewaschen werden. Dazu wurden
10 g getrocknete Kokosflocken in 20 ml 90% Ethanol tGber Nacht auf einem Schitteltrichter
bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Ethanol-Rohextrakt 2x mit Hexan in einem
Schitteltrichter ausgewaschen.

Das Endosperm der Kokosnuss enthdlt neben Fetten auch einen hohen Anteil an
Polyphenolen. Nach neusten Untersuchungen von Mendonca-Filho et al. (2004) sollen die
Polyphenole der Schale eine Wirkung auf Leishmanien haben. Daher galt es zu Uberprifen,
ob es sich bei der anthelminthisch aktiven Substanz ebenfalls um ein Polyphenol handelt
oder ob diese Substanzgruppe ausgeschlossen werden kann. In diesem Fall ist die
Trennung der Polyphenole vom Extrakt unerlasslich, da diese Oxidationsreaktionen
(Houghton und Raman, 1998) mit vielen anderen Substanzen eingehen und diese so
zerstéren kénnen. Die Polyphenolextraktion nach Wall et al. (1996) stellt eine geeignete
Methode dar, um diese Substanzgruppe vom Rest zu trennen bzw. in einer Phase
anzureichern. Dazu wurde der zuvor mit Hexan gereinigte Ethanol-Extrakt in einem
Heizschrank bei 37°C auf etwa 2/3 seines Volumens eingedampft und anschlieBend im
Verhaltnis 1:1 mit Chloroform versetzt. Dieses Gemisch wurde wiederum mit dem gleichen
Volumen Aqua bidest. vermischt. Die Chloroform- und die Wasser-Phase wurden mittels
Schutteltrichter voneinander getrennt und bis zur vollstandigen Trocknung eingedampft. Zur
Uberpriifung der Aktivitat beider Phasen in in-vitro-Tests wurden diese mit 20 ml Tyrode-
Lésung aufgenommen, wovon jeweils 200 ul in vorbereitete Wells (Kap. 3.2.4.) pipettiert

wurde.
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3. Material und Methoden

109 Ethanol-
Kokosflocken + . . Extrakt

20 ml 90% Filtration

Ethanol — Rohextrakt

2x 10 ml Hexan
ausschiitteln

Hexan-Phase 4 Ethanol-
Phase

hloroform

1:11C
1:1 Aqua bidest.

-tk

ol L

Chloroform- Wasser-
Phase Phase
Trocknung

S—

Extrakt CHLO 1

1. Mitteldruck-Saulenchromatographie

2. in-vivo-Experimente

Abb. 3.3.: Extraktionsschema der Polyphenolextraktions-Methode nach Wall et al. 1996
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3. Material und Methoden

Tab. 3.4.: Uberpriifung der Aktivitit der bei der Polyphenolextraktion angefallenen Chloroform- bzw.

Wasserphase in einem in-vitro-Assay

Ansatz Dosis [mg/ml] Entsprechende Menge
Trockengewicht [g/Well]

Kontrolle Tyrode-Lésung - -
Chloroform-Phase 500 0,1
Wasser-Phase 500 0,1

2.1.3.2. Auswahl eines geeigneten FlieBmittels mit Hilfe der
Dinnschichtchromatographie

Die Auftrennung von Stoffgemischen in reine Substanzen ist von zentraler Bedeutung fir
das chemische Arbeiten. Nur so kann die Reinheit einer Substanz oder die
Zusammensetzung einer Mischung mehrerer Inhaltsstoffe analytisch bestimmt werden. Eine
wichtige Technik zur analytischen und préaparativen Trennung von Stoffgemischen ist die

Chromatographie.

Die Dunnschichtchromatographie bietet eine schnelle und einfache Mdglichkeit, in
Vorversuchen ein FlieBmittelsystem zu finden und zu optimieren, das bei der spateren
Trennung des Extraktes mit Hilfe der Saulenchromatographie eingesetzt werden soll. In
kleinsten Probeansatzen kann eine Vielzahl an Lésungsmitteln getestet werden, bis eine
moglichst gute Auftrennung der im Chloroform-Extrakt vorhanden Substanzen erfolgt. Dabei
ist es erforderlich, dass die DC-Platten mit dem gleichen Grundkieselgel belegt sind wie die

spater verwendeten Saulen.

Die Vorversuche zur Findung einer geeigneten Extraktionsmethode zeigten, dass sich der
gesuchte Wirkstoff in der Chloroform-Phase sammelt und in Wasser als auch in Ethanol
I6slich ist, was darauf hindeutet, dass es sich um eine mittel- bis polare Substanz handeln
kénnte. Die in dieser Arbeit verwendete Reversed-Phase-Saulenchromatographie (RP-SC)
ist ein gangiges Verfahren zur Auftrennung von unpolaren bis polaren Substanzen. Dabei
werden unpolare Stoffe spater eluiert als polare. Fir die Vorversuche zur
FlieBmitteloptimierung wurden RP-DC-Platten (Fa. Machery-Nagel) verwendet.

Ein einfaches Modell zur Findung eines geeigneten FlieBmittels ist das Optimierungsschema
der Firma CAMAG (Reich und George 1997). Dabei wurde zunachst eine Reihe von reinen
Lésungsmitteln unterschiedlicher Polaritat getestet, die spater miteinander kombiniert
wurden. Ziel dieser Arbeit war eine moglichst gute Auftrennung der einzelnen Substanzen in
einen unteren, mittleren und oberen Bereich der DC-Platte.
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3. Material und Methoden

Mit einer Uber einer Flamme dinn ausgezogenen Glaspipette wurde der in Methanol
aufgenommene Chloroform-Extrakt punktférmig auf 2 x 8 cm groBe DC-Platten (Alugram
RP-18W/UV.s4, 0,15 mm Kieselgel, 4 x 8 cm, Firma Macherey-Nagel) aufgetragen und
jeweils mit Chloroform, Methanol, Ethanol, Wasser und Dietyhlether eluiert. Alle DC-Platten
wurden bei Kammerséttigung Uber eine Laufstrecke von ca. 6 cm entwickelt. Die Auswertung
der Platten erfolgte zunachst visuell, anschlieBend durch Detektion unter UV-Licht bei 254
nm (Fluoreszenzléschung) sowie bei 366 nm (Eigenfluoreszenz).

3.1.3.3. Mitteldruck-Saulenchromatographie

Die Saulenchromatographie wurde von W. Clark Still und Mitarbeitern 1987 an der Columbia
University, New York, entwickelt. Das Hauptanwendungsgebiet der SC liegt in der
Aufreinigung organischer Substanzgemische. Die in dieser Arbeit verwendeten Flash-
Chromatographiesaulen (Chromabond C18 Hydra 6 ml/2000 mg; Firma Macherey-Nagel),
waren mit reversed-phase (Octadecyl-) modifiziertem Kieselgel mit einer PartikelgréBe von
45 um gefullt. Durch die geringe PartikelgréBe und durch Anlegen von Druck wurde eine
bessere und schnellere Trennleistung als bei konventionell verwendeten Saulen erzielt.

Bei den DC-Vorversuchen (Kap. 3.1.3.2.) zur Etablierung eines FlieBmittels wurde mit einem
Elutionsgemisch von 4 : 1 Ethanol-Wasser (Kap. 4.2.4.2.) eine mdglichst groBflachige
Trennung der einzelnen Substanzen erzielt. Fir die Trennung des Chloroformextraktes, im
Weiteren als Extrakt CHLO_1 bezeichnet, wurden die Flash-Chromatographiesaulen Uber
einen dinnen 23 cm langen Plastikschlauch (& 1 mm) mit einer peristaltischen Pumpe
(Firma Bio-Rad) verbunden. Die Fraktionen wurden manuell in 1,5 ml groBen, nummerierten

Eppendorf-GeféaBen aufgefangen.

Saule: Chromabond C18 (Fa. Macherey&Nagel)
Konditionierung: 20 ml 4:1 Ethanol/Wasser
Probenaufgabe: 100 ul CHLO_1 in Ethanol (=55 pg)
Elution: 10 ml 4:1 Ethanol/Wasser
Elutionsgeschwindigkeit: 0,3 ml/min

Pumpe: Econo-Column Pump, Fa. Bio-Rad
Fraktionen: Fraktion 1= 0,75 ml; Fraktion 2= 0,5 ml, Fraktion 3-14= 0,1 ml

Alle aufgefangenen Fraktionen 1-14 wurden eingedampft, mit 150 pl Tyrode-L&sung eluiert
und in einem in-vitro-Assay (Kap. 3.2.4.) an T. muris-Nematoden auf eine Aktivitat hin

getestet.
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Tab. 3.5.: In-vitro-Assay mit den bei der Mitteldruck-S&ulenchromatographie gewonnenen Fraktionen
1-14

Fraktion Nr. mg/Well

1 0
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0,5

0,5

0,5
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0,5
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3.1.3.4. Praparative Dunnschichtchromatographie

Die Dunnschichtchromatographie eignet sich nicht nur flr analytische sondern auch fur
praparative Zwecke. Hierzu wurde die mit Hilfe der Sdulenchromatographie vorgetrennten, in
Bioassays als aktiv bestimmten Fraktionen 4-6 (Kap. 4.2.4.3.; Tab. 4.6.) strichférmig mit
einer feinen Glaskapillare auf DC-Platten (20 x 20 cm Kieselgel 60 F254, Firma Merck)
aufgetragen und zunachst mit einem L&sungsmittelgemisch aus 4:2 Chloroform/Ethanol
entwickelt. Alle Platten wurden bei Kammersattigung Uber eine Laufstrecke von ca. 8 cm
entwickelt. Die Detektion erfolgte unter UV-Licht mit den Wellenldngen 254 nm und 366 nm.
Die zunédchst im oberen Plattendrittel detektierten Banden (Kap. 4.2.4.4.; Abb. 4.2.) wurden
von oben nach unten nummeriert (B1-B7), mit einem dlnnen, feinen Spatel einzeln
abgekratzt und in gekennzeichnete Eppendorf-GefaBe Gberfihrt. Die erneute Elution erfolgte
mit 100% Methanol bei 40°C in einem Thermomixer (Fa. Eppendorff). Nach anschlieBender
Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen, eingedampft und die Aktivitat in einem

Bioassay an Trichuris muris getestet.
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Mitteldruck-Saulenchromatographie

Extrakt CHLO_1
in Ethanol > ]

Elution mit
4:1
Ethanol/Wasser

U
|

praparative Diinnschichtchromatographie

Abb. 3.4.: Auftrennungsschema des Extrakts CHLO_1 mit Hilfe der Mitteldruck-
Saulenchromatographie und der praparativen Dinnschichtchromatographie

Tab. 3.6.: In-vitro-Assay mit den bei der préparativen Dinnschichtchromatographie detektierten
Banden B1-B7

Bande Nr. mg/Well
B1 0,2
B2 0,25
B3 0,3
B4 0,2
B5 0,2
B6 0,3
B7 0,25

Fir die weitere Reinigung der als aktiv bestimmten Bande B2 sollte das FlieBmittelsystem

erneut abgestimmt werden. Dazu wurde die Probe in Methanol geldst, auf DC-Platten
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3. Material und Methoden

aufgetragen und mit den Lésungsmitteln Toluol, Aceton und Essigsaureethylester entwickelt.
Die Detektion erfolgte unter UV-Licht der Wellenlangen 254 nm und 366 nm sowie durch
Bespriihen mit Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz. Alle auf diese Weise detektierten
Banden (x1-x5) (Kap. 4.2.4.4.; Abb. 4.4.) wurden wiederum abgekratzt, eluiert, eingedampft
und auf ihre Aktivitat hin in einem Bioassay getestet.

Tab. 3.7.: In-vitro-Assay mit den bei der praparativen Diinnschichtchromatographie detektierten
Banden x1-x5

Bande Nr. g/Well
X1 0,2
X2 0,19
X3 0,18
X4 0,2
X5 0,19

3.1.4. Spektroskopische Methoden

Die wichtigsten Mittel zur Strukturbestimmung von organischen Molekilen sind
spektroskopische  Methoden. Bei allen  spektroskopischen Messungen werden
Verénderungen der Molekileigenschaften, wie etwa die Anregung von Schwingungen oder
Elektronen, die durch Wechselwirkungen mit elektromagnetischen Strahlen entstehen,
registriert. Durch den spezifischen Aufbau der einzelnen Molekile lasst sich die Struktur mit
Hilfe dieser Messmethoden ermitteln.

3.1.4.1. Gaschromatographie gekoppelt mit Massenspektroskopie

Bei dieser modernen Methode zur Bestimmung der Molmassen von Verbindungen liegt der
Vorteil in der sehr geringen Probenmenge von nur einem 1 pg, die fir eine
Strukturaufklarung bendtigt wird. Voraussetzung fir die Gaschromatographie ist die
Verdampfbarkeit der zu untersuchenden Substanz.

Das Verfahren der Gaschromatographie beruht auf demselben Trennprinzip wie bei der in
Kap. 3.1.3.3. angesprochenen Saulenchromatographie. Als mobile Phase dient hier ein
Tragergas, meist Wasserstoff, als stationdre Phase ein mit Polyimid beschichteter
Quarzsand. Die Probe wird mit Hilfe einer Spritze in einen Injektorblock eingespritzt und dort
unmittelbar verdampft. Die verschiedenen Verbindungen der Probe werden unterschiedlich

stark von der Saule zurlckgehalten und dabei aufgetrennt. Die anschlieBende
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Massenspektroskopie (MS) ist eine der wichtigsten Methoden in der analytischen Chemie
zur Aufklarung der Struktur und Zusammensetzung von Verbindungen und Gemischen.
Mithilfe der MS kénnen Massenfragmente und Molmassen der Verbindungen bestimmt
werden, was die Auswertung der bei der NMR-Spektroskopie erhaltenen Ergebnisse
vereinfacht.

Die Analyse der Probe X4 wurde am Institut fir Analytische Chemie der Heinrich-Heine
Universitat Disseldorf an einer GC-MS Apparatur durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden mit
Hilfe der ,mainlib“-Datenbank ausgewertet.

3.1.4.2. NMR-Spektroskopie = Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy

Die NMR-Spekiroskopie eignet sich besonders gut zur Strukturaufkldrung organischer
Verbindungen. Das Prinzip beruht auf der Resonanz-Wechselwirkung zwischen einem
hochfrequenten, magnetischen Wechselfeld und bestimmten Atomkernen der zu
untersuchenden Probe (fest, flissig), die sich in einem starken, homogenen, &ufBeren
Magnetfeld befindet. Ein Nachteil der NMR-Spektroskopie ist allerdings der relativ groBe
Probenbedarf von 2-5 mg der reinen Substanz. Fir die NMR-Spektroskopie wurden
insgesamt 5 mg der reinen Probe (Bande x4) isoliert und am Institut flr Biologische
Pharmazie der Heinrich-Heine Universitat Disseldorf analysiert.

3.2. Parasitologische Methoden
3.2.1. Stammhaltung und Infektion der Versuchstiere
3.2.1.1. Trichuris muris

Gerbils (Meriones unguiculatus) haben sich als geeignete Endwirte fir T. muris erwiesen
(Strassen et al. unveréffentlicht). Der Kot infizierter Tiere wurde gesammelt, durch feine
Gaze filtriert, mehrmals gewaschen und in groBen Zentrifugenréhrchen mit reichlich Wasser
im Brutschrank bei 28°C zur ,Reife” gebracht. Die Entwicklung einer infektionsfahigen Larve
im Ei dauert ca. 60 Tage. Den Versuchstieren wurden jeweils 200 infektionsfahige (=
larvenhaltige) Eier per Zungensonde verabreicht.
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3.2.1.2. Angiostrongylus cantonensis

Der Kot infizierter Wistar-Ratten wurde in Wasser aufgeschwemmt, und die kleinen,
durchsichtigen Larven wurden vorsichtig mit Hilfe einer Glaspipette separiert. 500-800
Larven wurden zusammen mit jeweils einer Biomphalaria-Schnecke in ein
Schnappdeckelglas mit 3 ml Aquarienwasser verbracht und fir max. 48 Stunden inkubiert.
Die infizierten Schnecken verblieben fiir ca. 42 Tage bei 25-26°C in 20 | Plastikaquarien.
Nach dieser Zeit wurden die infektionsfahigen, voll beweglichen Larven L3 in 0,9%iger
Kochsalzlésung aus den Schnecken prapariert. Die Neuinfektion der 150-200 g schweren
Wistar-Ratten erfolgte mit 40 Larven. Die Larven wandern zunachst ins Gehirn, sind aber ab
Tag 21 p.i. in den BlutgefaBen der Lunge anzutreffen. Die Adultwlirmer im Lungenbereich
produzieren dann ab Tag 44 p.i. nach der Infektion erneut Larven, die mit dem Kot
ausgeschieden werden.

3.2.1.3. Toxocara cati

Hier wurde eine private Hauskatze (Alter 4 Jahre), die natUrlich mit Toxocara cati infiziert
war, eingesetzt. Der Kot dieser Katze wurde auf Eier hin untersucht und die Eizahl pro

Gramm Fazes zu Beginn der Behandlung bestimmt.

3.2.1.4. Hymenolepis microstoma

Der Kot von infizierten Balb/C Mausen wurde gesammelt und zu einem feuchten Brei
aufbereitet, mit dem ein Plastikkafig ausgestrichen wurde, in dem sich Mehlkéafer ( Tenebrio
molitor) befanden. Die infizierten Kafer wurden nach 14 Tagen préapariert und die in ihnen
enthaltenen Cysticercoid-Larven vorsichtig in 0,9%iger NaCl-Lésung gesammelt. Die
Neuinfektion der Mause erfolgte mit 15  derartiger Cysticercoid-Larven oral per
Zungensonde.

3.2.1.5. Hymenolepis diminuta

Fur die Erstinfektion wurden zunachst Cysticercoide aus Reiskafern (Sitophilus oryzae) aus
dem Institut fir Parasitologie der Universitat Stuttgart verwendet. Als Versuchstiere dienten
Wistar-Ratten mit einem Anfangsgewicht von ca. 150 g, die mit jeweils 3 Cysticercoiden oral

per Zungensonde infiziert wurden. Fir die Stammbhaltung im eigenen Labor wurde der Kot
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der infizierten Ratten gesammelt, mit Wasser zu einem feuchten Brei vermengt und in
kleinen Plastikkafigen ausgestrichen. Als Zwischenwirte fungierten Mehlkafer (wie bereits bei
H. microstoma beschrieben).

3.2.1.6. Taenia taeniaeformis

Als Versuchstiere dienten zwei natlrlich mit Taenia taeniaeformis infizierte, private
Hauskatzen (Alter zwischen 2-4). Der Kot der Katzen wurde auf Bandwurmeier, die
Analregion auf Proglottiden hin untersucht.

3.2.1.7. Echinostoma caproni

Balb/C M&use wurden mit den aus Biomphalaria-Schnecken gewonnenen Metacercarien
(etwa 20 — 25 Stlick/Maus) oral per Zungensonde infiziert. Nach frihestens 15 Tagen
wurden die mit den Fazes ausgeschiedenen, gedeckelten Eier gesammelt, gewaschen und
durch feine Gaze filtriert. Die gereinigten Eier wurden in groBen GefaBen gesammelt und mit
viel Wasser offen fur mindestens 19 (max. 25-30) Tage bei Zimmertemperatur im Dunkeln
zur Reife gebracht. Durch Licht- und Temperaturerhéhung von 3°C wurden die Miracidien
nach etwa 30 min zum Schlipfen gebracht. Mit einer feinen Pipette wurden 8-10 Miracidien
in kleine Wells Uberfuhrt, in die ebenfalls 10-Cent-groBe, zuvor gewaschene Schnecken
(Biomphalaria glabrata) eingesetzt wurden. In den Herzbeuteln der Schnecken entwickelten
sich nach 4-6 Wochen Metacercarien, die fur Neuinfektionen verwendet wurden.

3.2.1.8. Fasciola hepatica

Die Infektion der ca. 150 g schweren Wistar-Ratten erfolgte mit 12 Metacercarien oral per
Schlundsonde. Das Infektionsmaterial wurde vom Parasitologischen Institut der Universitat
Limoges (Frankreich) zur Verfagung gestellt. Nach etwa 70 Tagen wurde der Kot der Tiere
auf Eier hin untersucht.

3.2.1.9. Eimeria papillata

Der Kot infizierter Balb/C Mause wurde gesammelt, mit einer Saccharose/Kochsalz-
Flotationslésung gewaschen und anschlieBend bei Zimmertemperatur in ca. 7 Tagen zur
Sporulation gebracht. Die Aufbewahrung erfolgte in einer ca. 2% Kaliumbichromatlésung, die
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vor der oralen Applikation durch mehrmaliges Waschen entfernt wurde. Die Neuinfektion
der M&use erfolgte oral per Schlundsonde mit 40.000 sporulierten Oocysten.

3.2.1.10. Trichomonas muris

Alle in dieser Arbeit als Versuchstiere dienenden Gerbils (Meriones unguiculatus) waren

bereits natirlich mit Trichomonaden vorinfiziert.

3.2.2. Bestimmung des Infektionsgrads der Versuchstiere

Es wurde stets frischer Kot der Versuchstiere gesammelt, ausgewogen und mit einer
bestimmten Menge Wasser gut mit einem Spatel vermischt. AnschlieBend wurde eine
festgelegte Menge dieses Kot-Wassergemischs mit einer Pipette enthommen und auf einen
Objekttrager kreisférmig aufgetragen. Bei Tieren, die mit Trematoden, Cestoden oder
Nematoden infiziert waren, wurde die Eizahl unter dem Mikroskop ausgezahlt und die
Eizahl/g Fazes berechnet. Bei den mit Taenia taeniaeformis infizierten Katzen wurden die
Versuchsergebnisse zusétzlich anhand von Auftreten bzw. Nichtauftreten von Proglottiden
am After der Tiere oder in deren Kot bewertet. Bei den mit Angiostrongylus cantonensis
infizierten Ratten wurden die mit dem Kot ausgeschiedenen L1-Larven/pro g Féazes
mikroskopisch bestimmt. Die Anzahl der Parasitenstadien im Kot der mit Eimeria papillata
und Trichomonaden infizierten Versuchstiere wurden ebenfalls unter dem Lichtmikroskop

bestimmt.

3.2.3. Bestimmung der Wurmlast

Versuchstiere, die mit Cestoden (H. microstoma, H. diminuta), Trematoden (E. caproni) oder
Nematoden (T. muris, A. cantonensis) infiziert waren, wurden zum Versuchsende hin mit
CO; getotet, der gesamte Darm bzw. die Gallenblase und die Gallengénge herauspréapariert,
der Lange nach aufgeschnitten und die Parasitenstadien gezahit.

3.2.4. Etablierung eines Bioassays

Auf der Suche nach geeigneten Methoden zur lIsolierung des pharmakologisch aktiven
Wirkstoffs spielen Bioassays meist eine bedeutende Rolle. Dabei werden in moglichst

einfachen Testsystemen alle Extrakt-Typen und Fraktionen auf ihre Aktivitadt hin getestet.
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Eine vorhandene bzw. nichtvorhandene Aktivitat gibt Rlckschllisse auf nachfolgende,
mogliche Isolationsschritte. Bioassays sind in sofern den In-vivo-Tests vorzuziehen, da sie
Tierversuche vermeiden und dazu auf einfache Art und Weise eine groBe Anzahl an Proben
untersucht werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in der Tabelle (Tab. 3.8.) aufgeflihrten Testsysteme auf
ihre Sensibilitat hin untersucht.

Als Testorganismen dienten zum einen die Redien der Trematodenart E. caproni, die aus
infizierten Biomphalaria-Schnecken herausprapariert wurden. Als Inkubationsmedium flr die
Redien diente 0,7 M PBS. Als weitere Spezies wurden die L1-Larven der Nematodenart
Angiostrongylus cantonensis verwendet. Dieser Testorganismus ist &uBerst leicht zu
beschaffen, da die Larven mit dem Kot der infizierten Wistar-Ratten ausgeschieden werden.
Die gesauberten Larven wurden in Tyrode-Lésung als Inkubationsmedium verbracht.
Desweiteren wurden aus mit Trichuris muris infizierten Gerbils die Adultnematoden
herausprapariert und in Tyrode-Lésung inkubiert. Alle Testorganismen wurden in kleine
Wells auf Mikrotiterplatten verbracht und mit 3 unterschiedlichen Konzentrationen eines
Kokos-Extraktes, hergestellt aus 1 g Kokosflocken in 10 ml Wasser, behandelt. Dazu wurde
der Extrakt filtriert und eingedampft und in den entsprechenden Inkubationsmedien
aufgenommen. Als Kontrolle wurde stets jede Parasitenart in dem reinen Inkubationsmedium
gehalten. Mikrotiterplatten mit 7. muris als Testspezies wurden in einem Heizschrank bei
37°C inkubiert. Zu den Zeitpunkten T= 0 bis T = 24 h wurde der Status der Testorganismen
unter dem Mikroskop bzw. unter dem Binokular kontrolliert.

Tab. 3.8.: Uberpriifung einer in-vitro-Sensibilitat verschiedener Testorganismen auf unterschiedliche

Konzentrationen eines Kokosextraktes

Testorganismus Medium Kokos-Extrakt [g Flocken/ml]
Redien (E. caproni) 0,7 M PBS 0,005 0,01 0,1
L1-Larven Tyrode- 0,005 0,01 0,1
(A. cantonensis) Lésung

Adultnematoden Tyrode- 0,005 0,01 0,1
(T. muris) Lésung

3.2.5. In-vivo-Behandlungsversuche bei mit 7. muris infizierten Gerbils
(Pharmakologische Methoden)

Einige in den unter Kapiteln 3.1.2. bis 3.1.3. in einem Bioassay getesteten Extrakte bzw.

Fraktionen sollten als Bestétigung einer vorhandenen Aktivitdt auch in einem in-vivo-
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Behandlungsversuch am Testparasiten T. muris Gberprift werden. Dies ist unerlédsslich, da
eine im Bioassay-Versuch beobachtete Aktivitdt nicht unbedingt auf einen komplexen
Tierorganismus Ubertragbar ist.

3.2.5.1. Uberpriifung der Hitzestabilitit des Wirkstoffs

Um die in den in-vitro-Tests gewonnenen Ergebnisse (Kap. 4.2.2.) (ber die Hitzestabilitat
auch am Tierorganismus bestatigen zu kénnen, wurde Gerbil Nr. 2 mit einem auf 96°C
erhitztem Kokos-Wasser-Extrakt mit einer Dosis von 32 g Kokosflocken/kg KGW Gerbil an
den Tagen 49 und 50 p.i behandelt. Dazu wurden 100 g getrocknete Kokosflocken in 200 ml
Agua bidest. in einem Heizschrank auf 96°C erhitzt und anschlieBend die entsprechende
Menge dem Versuchstier oral per Sonde in den Mund appliziert. Gerbil Nr. 1 erhielt keinerlei
Behandlung und diente als Infektionskontrolle. Die Sektion beider Versuchstiere wurde am
Tag 54 p.i. durchgefthrt.

Tab. 3.9.: 2malige Behandlung mit auf 96 °C erhitztem Kokos-Wasser-Extrakt an den Tagen 49 und 50
p.i.

Gerbil Nr. Dosis Trockengewicht [g/kg KGW Gerbil] pro Tag
1 Infektionskontrolle
2 32

3.2.5.2. Uberpriifung der Wirksamkeit der Hexan- und Ethanolphase

Fur die Uberpriifung der im Versuch (Kap. 4.2.1.) gewonnen in-vitro-Ergebnisse wurde der
infizierte Gerbil Nr. 2 mit 0,25 g der bei der Extraktion angefallenen Hexanphase behandelt,
das Versuchstier Nr. 3 erhielt 0,15 g der Ethanolphase pro Tag. Beiden Tieren wurde der
Extrakt an zwei aufeinander folgenden Tagen (Tag 49 und 50 p.i) per Schlundsonde oral mit
etwas Wasser bzw. die Hexanphase mit einem 10%igen Polyethylenglykol-Wassergemisch
verabreicht. Tier Nr.1 diente als Infektionskontrolle und wurde nicht behandelt. An den Tagen
45-52 p.i. wurde der Kot der Gerbils auf Eier hin untersucht und die Eizahl/g Fazes bestimmt.
Am Tag 52 p.i. wurden alle Tiere seziert und der gesamte Darm auf Wirmer hin kontrolliert.
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Tab. 3.10.: 2malige Behandlung mit der bei der Flissig-Flissig-Extraktion angefallenen Hexan- und
Ethanolphase an den Tagen 49 und 50 p.i.

Gerbil Nr. Dosis Entsprechendes Trockengewicht
[a/kg KGW Gerbil] pro Tag [a/kg KGW Gerbil] pro Tag

1 Infektionskontrolle Infektionskontrolle

2 0,25 70

3 0,15 70

3.2.5.3. Uberpriiffung der Wirksamkeit der Chloroform- und Wasserphase aus der
Polyphenolextraktion

Bei diesem Experiment wurde Gerbil Nr. 2 mit der Chloroformphase und Gerbil Nr. 3 mit der
Wasserphase behandelt. Beide Versuchstiere erhielten an den Tagen 48 und 51 p.i. jeweils
eine Dosis von 1,0 g Chloroformphase und 1,4 g Wasserphase/kg KGW Gerbil oral per
Sonde. Versuchstier Nr. 1 diente als Infektionskontrolle. An den Tagen 45-48 und 51-53 p.i.
wurde der Kot der Gerbils auf Eier hin untersucht und die Eizahl/g Fazes bestimmt. Bei der
Sektion am Tag 53 p.i. wurde die Anzahl der im Caecum aufgefundenen Nematoden

dokumentiert.

Tab. 3.11.: 2malige Behandlung mit der bei der Polyphenolextraktion angefallenen Chloroform- und
Wasserphase an den Tagen 48 und 51 p.i.

Gerbil Nr. Dosis Entsprechendes Trockengewicht
[a/kg KGW Gerbil] pro Tag [g/kg KGW Gerbil] pro Tag

1 Infektionskontrolle Infektionskontrolle

2 1,0 260

3 1,4 260

3.2.5.4. Uberpriifung der Wirksamkeit der bei der Sdulenchromatographie gewonnen
Fraktionen 4-6 und 8-14

Die Wirkung der in den in-vitro-Experimenten aktiven Fraktionen 4-6 sollte auch auf das
Tiermodell Ubertragbar sein. Dazu wurde ein mit T. muris infizierter Versuchsgerbil Nr. 2 mit
insgesamt 4 mg der Fraktionen 4-6 am Tag 48 p.i. behandelt. Ein weiteres Versuchtier wurde

mit insgesamt 7 mg der als unwirksam getesteten Fraktionen 8-14 ebenfalls am Tag 48 p.i.
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behandelt. Als Infektionskontrolle diente Tier Nr. 1, das unbehandelt blieb. Die Sektion der
Versuchstiere wurde am Tag 50 p.i. durchgefiihrt und die im Caecum angetroffenen
Nematoden gezahlt.

Tab. 3.12.: 1malige Behandlung am Tag 48 p.i. mit den bei der Saulenchromatographie angefallenen
Fraktionen 4-6 (Tier Nr. 2) und 8-14 (Tier Nr. 3)

Gerbil Nr. Behandlung Tag 48 p.i. Entsprechendes
Trockengewicht
[a/kg KGW Gerbil]

1 Infektionskontrolle
2 4 mg Fraktion 4-6 80
3 7 mg Fraktion 8-14 80

3.2.5.5. Dosis-Wirkungsbeziehung

Um eine konzentrationsabhangige Wirkung des Kokosextraktes auf mit Trichuris muris
infizierte Gerbils zu zeigen, wurden insgesamt 28 Versuchstiere gleichen Infektionsstatus mit
unterschiedlichen Konzentrationen des Extraktes CHLO-1 behandelt. Alle Versuchstiere
wurden zuvor mit jeweils 200 T. muris-Eiern oral infiziert. 5 Tiere aus der Versuchsgruppe
Nr. 1 dienten als Infektionskontrolle und erhielten keinerlei Behandlung, die restlichen Tiere
wurden in 4 Gruppen a 5 Tieren und eine Gruppe a 3 Tiere zusammengestellt. Jedes Tier
dieser Versuchsgruppen erhielt am Tag 52 p.i. 1x oral per Schlundsonde folgende
Behandlungsdosen des Extraktes CHLO_1 (Gruppe 2 = 0,2 g/kg KGW, Gruppe 3 = 0,4 g/kg
KGW, Gruppe 4 = 2 g/kg KGW, Gruppe 5 = 4 g/kg KGW, Gruppe 6 = 6 g/kg KGW]. An den
Tagen 53 p.i. und 54 p.i. wurden von allen 6 Gruppen Kotproben entnommen und die
Eizahl/g Fazes bestimmt. Am Tag 54 p.i. wurde exakt 48 h nach der Behandlung die Sektion
der Versuchstiere durchgefuhrt und die Anzahl der im Caecum und Darm angetroffenen
Nematoden bestimmt. Dazu wurden die Nematoden direkt nach der Erdffnung der
Versuchstiere vorsichtig mit einer Federpinzette aus dem Epithel der Mukosa
herausgezogen. Der Grad der &auBerlich sichtbaren Schadigungen der angetroffenen
Nematoden erfolgte mit Hilfe eines Lichtmikroskops. SchlieBlich wurden alle Wirmer in 3%
Glutaraldehyd fixiert und zur weiteren Untersuchung in Semi- und Ultradinnschnitten (Kap.
4.8.) eingebettet.
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Tab. 3.13.: Behandlungsschema zur Darstellung einer Dosis-Wirkungs-Beziehung bei mit T. muris
infizierten Gerbils. Die Versuchstiere wurden 1mal am Tag 52 p.i. mit unterschiedlichen Dosen des
Extraktes CHLO_1 behandelt.

Versuchsgruppe Gerbil Nr. Dosis Extrakt CHLO_1 Entsprechendes
[g/kg KGW] Trockengewicht [g/kg
KGW]

]
2

1 3 Infektionskontrolle Infektionskontrolle
4
5
6
7

2 8 0,2 32
9
10
11
12

3 13 0,4 64
14
15
16
17

4 18 2,0 320
19
20
21
22

5 23 4,0 640
24
25
26

6 27 6,0 940
28

3.2.5.6. Uberpriifung der Wirksamkeit von o-Monolaurin in-vitro

Als Vorversuch wurde zunachst die Aktivitdt von o-Monolaurin (MONOMULS® 90-L 12,
CAS-142-18-7, Care Chemicals) auf die Nematoden T. muris in einem in-vitro-Assay
getestet. Dazu wurden die Wirmer mit einer Konzentration von 1 mg a-Monolaurin/Well Gber

mehrere Stunden inkubiert und das Verhalten beobachtet.

Tab. 3.14.: In-vitro-Assay mit a-Monolaurin

Ansatz Dosis mg/Well
Kontrolle 0
ao-Monolaurin 1,0
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3.2.5.7. Uberpriifung der Wirksamkeit von a-Monolaurin in-vivo

Die bei der GC/MS als a-Monolaurin bestimmte C12-Fettsdure wurde ebenfalls an mit T.
muris infizierten Gerbils getestet. Dazu wurde das Versuchstier Nr. 2 am Tag 47 p.i. mit einer
Dosis von 1,6 g reinem a-Monolaurin/kkg KGW Gerbil (MONOMULS® 90-L 12, Care
Chemicals) behandelt, ein zweites Tier (Nr. 3) mit der 10-fach héheren Dosis von 16 g/kg
KGW Gerbil. Als Kontrolle diente der unbehandelte Versuchsgerbil Nr. 1. An den Tagen 46,
47 und 50-53 wurde der Kot der Versuchstiere auf Eier hin untersucht. Die Sektion der
Versuchstiere erfolgte am Tag 53 p.i.

Tab. 3.15.: 1malige Behandlung am Tag 47 p.i. mit unterschiedlichen Dosierungen von a-Monolaurin
(MONOMULS 90-L 12)

Gerbil Nr. Dosis a-Monolaurin
[g/kg KGW]

1 Infektionskontrolle

2 1,6

3 16

3.2.5.8. Uberpriifung der Wirksamkeit von o-Hydroxybiphenyl in-vitro

Um eine vorhandene Aktivitat zundchst im Bioassay zu bestatigen, wurden die Nematoden in
1 mg o-Hydroxybiphenyl/Well des im Allgemeinen als Bakterizid oder Fungizid bekannten o-
Hydroxybiphenyl (CAS-90-43-7, Sigma-Aldrich) (BPI, 1999) lber mehrere Stunden inkubiert
und deren Verhalten beobachtet.

Tab. 3.16.: In-vitro-Assay mit o-Hydroxybiphenyl

Ansatz Dosis mg/Well
Kontrolle 0
o-Hydroxybiphenyl 1,0

3.2.5.9. Uberpriifung der Wirksamkeit von o-Hydroxybiphenyl in-vivo
Fir die Uberpriifung der Aktivitat in einem Tierversuch wurde ein Versuchsgerbil Nr. 2 am

Tag 47 p.i. mit einer einmaligen Gabe von 0,16 mg o-Hydroxybiphenyl/lkg KGW behandelt.
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Als Kontrolltier diente dasselbe Versuchstier wie unter Kap. 3.2.5.6. beschrieben. Die
Sektion beider Versuchstiere erfolgte am Tag. 53 p.i.

Tab. 3.17.: 1malige Behandlung am Tag 47 p.i. mit o-Hydroxybiphenyl

Gerbil Nr. Dosis o-Hydroxybiphenyl
[a/kg KGW]

1 Infektionskontrolle

2 0,16

3.2.5.10. Uberpriifung der Wirksamkeit des Extrakts CHLO_ 1 auf die Larven der
Nematodenart T. muris

Eine Besonderheit von T. muris stellt die intrazellulare Larvalentwicklung im Wirtstier dar. Die
Larven dieser Nematodenart wandern bereits wenige Stunden nach der Infektion in das
Caecumepithel ein und verlassen dieses nach etwa 4-5 Tagen (Panesar, 1981; Hittemann,
2004). Von da an ist nur der vordere Kopfbereich in das Epithel eingebettet. Zur Uberpriifung
einer Wirksamkeit auf die im Epithel liegenden Larven wurden 2 Versuchstiere (Gerbil Nr. 2
und 3) am Tag 3 p.i. mit einer Dosis von 6,0 g CHLO_1/kg KGW Gerbil behandelt (Tab.
3.14.). Der Behandlungserfolg wurde anhand von Kotproben an den Tagen 45, 47 und 49 p.i.
und durch Auszdhlen der Nematoden bei der am Tag 50 p.i. durchgeflhrten Sektion
bemessen. Als Vergleich diente das unbehandelte Kontrolltier Nr. 1.

Tab. 3.18.: Behandlung zweier Gerbils Nr. 2 und 3 mit einer Dosis von 6,0 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

am Tag 3 p.i. Tier Nr. 1 diente als Infektionskontrolle

Gerbil Nr. Dosis Entsprechendes Trockengewicht
[a/kg KGW Gerbil] pro Tag [g/kg KGW Gerbil] pro Tag
1 Infektionskontrolle Infektionskontrolle
2 6,0 940
3 6,0 940
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3.3. In-vivo-Behandlungsversuche von anderen Parasitenspezies

3.3.1. Aktivitatsuiberprifung des Extrakts CHLO_1 bei mit H. microstoma infizierten
NMRI-Mausen

Es wurden 6 Gruppen zu je zwei Versuchstieren (Gewicht 25 g = 2 g) mit unterschiedlichen
Dosen des Extrakts CHLO_1 behandelt. Hierzu fanden Konzentrationen von 0,01; 0,02; 0,1;
0,2; 0,4 g CHLO_1/kg KGW Maus Verwendung. Die zwei Tiere der Versuchsgruppe Nr. 1
dienten als Infektionskontrolle und blieben unbehandelt. Die M&use Nr. 3-12 wurden einmalig
am Tag 25 p.i. mit der entsprechenden Menge CHLO_1, geldst in 10% Polyethylenglycol mit
Wasser, per Zungensonde oral behandelt und nach 48 h sektioniert. Zur Uberpriifung des
Behandlungserfolgs wurde der Gallengang und der Darm der Versuchsmause vorsichtig
eréffnet, die vorhandenen Cestoden herausprapariert und anschlieBend gezahlt.

Tab. 3.19.: Behandlungsschema zur Uberpriifung einer Aktivitdit des Extrakts CHLO 1 auf H.

microstoma
Versuchsgruppe Maus Nr. [g[zlc();if(gVHVLl\cﬂ)Els] ‘?fgk;:ﬁgza?:hy[zyl?ge
GW Maus]
1 ; Infektionskontrolle Infektionskontrolle
2 2 0,01 16
3 : 0,02 3,2
4 ; 0,1 16
5 o 0,2 32
6 " 0,4 64

3.3.2. Aktivitatsuberprifung des Extrakts CHLO_1 bei mit Hymenolepis diminuta
infizierten Wistar-Ratten

Aufgrund der im H. microstoma-Experiment gewonnenen Erkenntnisse (Kap. 4.6.1.), wurde
eine Cestodenart gewahlt, die ausschlieBlich im Darm des Wirtstieres parasitiert. Eine mit H.
microstoma verwandte und vergleichbare Bandwurmart stellt H. diminuta dar, die relativ
leicht in Wistar-Ratten als Wirtstiere gehalten werden kann. Dazu wurden insgesamt 8
Versuchstiere in 4 Gruppen zu je zwei Ratten an den Tagen 23, 25 und 27 p.i. mit
unterschiedlichen Konzentrationen des Extrakis CHLO_ 1 behandelt. Die Tiere der

Versuchsgruppe 1 erhielten keine Behandlung und dienten als Infektionskontrolle. Die Tiere
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der Versuchsgruppe 2 wurden insgesamt 3x mit je 0,1 g CHLO_1/kg KGW Ratte als
niedrigste Dosierung behandelt. Versuchsgruppe 3 erhielt als nachsthéhere Dosierung 0,4 g
CHLO_1/kg KGW Ratte. Versuchsgruppe 4 wurde mit 0,6 g behandelt, Versuchsgruppe 5
erhielt die hdchste Dosierung mit 0,8 g CHLO_1/kg KGW Ratte. An den Tagen 24, 26 und 28
p.i. wurde der Kot der Ratten auf Eier hin untersucht. Die Sektion der Versuchstiere wurde
10 Tage nach der 1. Behandlung am Tag 33 p.i. durchgefiihrt, um sicherzugehen, dass nicht
etwa noch nach der Behandlung vorhandene Scolices wieder eine Strobila produziert haben.

Tab. 3.20.: Behandlungsschema zur Uberpriifung einer Aktivitat des Extrakts CHLO_1 auf H. diminuta

Ratte Nr. Dosis CHLO_1 Entsprechendes Trockengewicht
[o/kg KGW Ratte] [o/kg KGW Ratte]
1
Infektionskontrolle Infektionskontrolle
2
3
0,1 16
4
5
0,4 64
6
7
0,6 94
8

3.3.3. Aktivitatsuberpriifung des Extrakts CHLO_1 bei mit Fasciola hepatica infizierten
Wistar-Ratten

Drei Wistar-Ratten mit einem Anfangsgewicht von etwa 150 g wurden mit 12 Metacercarien
pro Ratte oral infiziert. Beginnend mit Tag 70 p.i wurde der Kot jeder Ratte auf Eier hin
untersucht. Bei allen Versuchstieren konnten ab Tag 85 p.i. derartige Eier im Kot beobachtet
werden. Ratte Nr. 1 diente als Infektionskontrolle und blieb unbehandelt. Die beiden anderen
Versuchstiere (Nr. 2 und 3) wurden insgesamt 5mal an den Tagen 86-90 p.i. mit je 3,8 g
CHLO_1/kg KGW Ratte behandelt. Kotproben zur Uberpriifung des Infektionsgrads wurden
an den Tagen 85, 87, 89, 91, 93 p.i. genommen.
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Tab. 3.21.: 5malige Behandlung an den Tagen 86-90 p.i. mit Extrakt CHLO_1

Ratte Nr. Dosis CHLO_1 Entsprechendes Trockengewicht
[g/kg KGW] pro Tag [a/kg KGW] pro Tag
1 Infektionskontrolle Infektionskontrolle
2 3,8 600
3 3,8 600

3.3.4. Aktivitatstiberprifung des Extrakis CHLO_1 bei mit Angiostrongylus
cantonensis infizierten Wistar-Ratten

Zur Uberpriifung einer Wirksamkeit auf eine Nematodenart, die in den Pulmonalarterien
parasitiert, wurde A. cantonensis als Parasitenmodell gewahlt. Dazu wurden zwei infizierte
Versuchratten mit je einer Dosis von 3,8 g CHLO_1/ kg KGW Ratte an den Tagen 52, 53 und
54 p.i. oral per Zungensonde behandelt. Ratte Nr. 1 diente als Infektionskontrolle und blieb
unbehandelt. Der Kot aller Versuchstiere wurde an den Tagen 52, 53, 54 und 56 p.i. auf L1-

Larven hin untersucht.

Tab. 3.22.: 3malige Behandlung an den Tagen 52-54 p.i. mit Extrakt CHLO_1

Ratte Nr. Dosis CHLO_1 Entsprechendes Trockengewicht
[a/kg KGW] pro Tag [a/kg KGW] pro Tag
1 Infektionskontrolle Infektionskontrolle
2 3,8 600
3 3,8 600

3.3.5. Aktivitatsuberprifung des Extrakits CHLO_1 bei mit Echinostoma caproni
infizierten Balb C-Mausen

Zur Uberpriifung einer Wirksamkeit auf eine darmstandige Trematodenart wurde E. caproni
in Mausen als Parasitenmodell gewahlt. Dabei diente Maus Nr. 1 als Infektionskontrolle und

blieb unbehandelt. Versuchstier Nr. 2 wurde insgesamt 5x mit einer Dosis von 0,4 g
CHLO_1/kg KGW Maus an den Tagen 39, 40, 42, 46 und 47 p.i. behandelt. Die
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Eiausscheidungsrate wurde bei beiden Tieren ab Tag 35 bis Tag 49 p.i. beobachtet. Am Tag
50 p.i. wurden die Versuchstiere getdtet und auf Trematoden hin untersucht.

Tab. 3.23.: 5malige Behandlung mit Extrakt CHLO_1 an den Tagen 39, 40, 42, 46 und 47 p.i.

Maus Nr. Dosis CHLO_1 Entsprechendes Trockengewicht
[a/kg KGW Maus] pro Tag [a/kg KGW Maus] pro Tag

1 Infektionskontrolle Infektionskontrolle

2 0,4 64

3.3.6. Aktivitatsuberprifung des Extraktes CHLO_1 bei einer mit Toxocara cati
infizierten Hauskatze

Ein weiteres Nematodenmodell stellt T. cati dar. Eine natlrlich mit diesem Parasiten infizierte
Katze wurde insgesamt 5mal mit jeweils 6 ml reinem Kokoswasser am 25.-29.11.03
behandelt. Zur leichteren Applikation wurde das flissige Endosperm mit handelsUblicher
Katzenmilch verdinnt. Der Kot des Versuchstieres wurde vor und wéahrend der
Versuchsdauer bis zum 02.12.03 auf Eier hin kontrolliert.

3.3.7. Aktivitatsuberprifung des Extrakts CHLO_1 bei mit Taenia taeniaeformis

infizierten Hauskatzen

Zwei natlrlich mit Taenia taeniaeformis infizierte Hauskatzen wurden insgesamt 5mal mit
jeweils 6 ml reinem Kokoswasser am 23.-27.04.04 behandelt. Hier wurde (wie bereits beim
Versuch Kap. 3.3.6.) das Endosperm mit Katzenmilch verdinnt. Die Analregion der beiden
Tiere wurde zu Versuchsbeginn und danach mehrere Wochen lang auf das Austreten von
Proglottiden hin kontrolliert.

3.3.8. Aktivitatsuberprifung des Extrakts CHLO_1 bei mit Eimeria papillata infizierten
Balb/C-Mausen

Es wurden drei Balb/C Mause mit 40.000 Eimeria papillata-Oocysten oral per Zungensonde
infiziert. Maus Nr. 1 diente als Kontrolle und blieb unbehandelt. Maus Nr. 2 und 3 wurde am
Tag 2 p.i. und am Tag 3 p.i. mit jeweils 0,8 g CHLO_1 behandelt. AnschlieBend wurde ab
dem Tag 5 der Kot aller Versuchstiere gesammelt und die Oocystenausscheidung
beobachtet.
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Tab. 3.24.: 2malige Behandlung Eimeria papillata infizierter Balb/C-Mause mit Extrakt CHLO_ 1

Maus Nr. Dosis CHLO_1 Entsprechende Menge Trockengewicht
[g/kg KGW Maus] pro Tag [g/kg KGW Maus] pro Tag

1 Infektionskontrolle Infektionskontrolle

2 0,8 128

3 0,8 128

3.3.9. Aktivitatsuberprifung des Extraktes CHLO_1 bei mit Trichomonas muris
infizierten Gerbils

Fur diesen Behandlungsversuch wurden die selben Versuchstiere verwendet, die auch bei
der Versuchsanordnung zur Uberpriifung der Dosis-Wirkungsbeziehung des
Chloroformextraktes CHLO_1 dienten (Kap. 3.2.5.5.). Dabei wurden die Tiere mit 5
unterschiedlich hohen Dosen des Extrakts behandelt (Tab. 3.13.). Gruppe 1 diente als
Infektionskontrolle und erhielt keinerlei Behandlung. Bei der Sektion am Tag 54 p.i. wurde
das Caecum aller Tiere vorsichtig erdffnet, eine kleine Menge des Inhalts auf einen
Objekttrager Ubertragen und unter dem Lichtmikroskop auf Trichomonaden hin untersucht.

3.4. In-vitro-Tests mit verschiedenen Wurmspezies

Die im Kapitel 4.6.1. durchgefUhrten in-vivo-Behandlungsversuche zeigten keine Aktivitat auf
die Parasiten Hymenolepis microstoma, Fasciola hepatica und Echinostoma caproni. In in-
vitro-Experimenten sollte nun Gberprift werden, ob Cocos nucifera generell keine Wirkung
auf die oben genannten Parasiten hat oder ob sich die Wirksamkeit nur auf Parasiten in
bestimmten Organen des Wirtstierorganismus beschrankte.

3.4.1. Hymenolepis microstoma

Um die Aktivitat des Kokosextrakts auf die Cestoden der Art H. microstoma zu testen, wurde
1 mg der zuvor als aktiv getesteten Fraktion 4 (Kap. 4.2.4.3.) geldst in 1 ml Tyrode-Lésung
in ein Well mit 5 Cestoden verbracht. Als Kontrollansatz diente 1 ml Tyrode-Lésung ohne
Zusatz. Bei beiden Ansatzen wurde zu Beginn der pH-Wert kontrolliert. Zu bestimmten

Zeitpunkten wurde die Mobilitat der Bandwirmer beobachtet.
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3.4.2. Fasciola hepatica

Auch bei diesem Parasiten sollte ein Effekt des Kokosextrakts in-vitro Uberprift werden.
Dazu wurde ebenfalls 1 mg der aktiven Fraktion 4 in ein Well mit 1 ml Tyrode-Lésung und 2
Trematoden verbracht. Als Kontrolle diente reine Tyrode-Lésung. Zu den Zeitpunkten T =0
bis T = 6 Stunden wurde die Beweglichkeit der Wirmer dokumentiert.

3.4.3. Echinostoma caproni

Es wurde 1 mg der aktiven Fraktion 4 in 1 ml Tyrode-L&sung gelést und in ein Well mit 3-4
Trematoden verbracht. Als Kontrolle diente ein Ansatz mit Tyrode-Lésung ohne Zusatz. Zu
bestimmten Zeitpunkten wurde die Mobilitat der Wirmer beobachtet.

3.5. Morphologische Untersuchung zur Wirkweise der Extrakte aus Cocos nucifera

beim Parasitenmodell Trichuris muris

Morphologische  Untersuchungen von  Nematodenquerschnitten mit  Hilfe  der
Elektronenmikroskopie kdnnen die Schadeffekte einer Substanz erkennen lassen. Die
Behandlung der Nematoden mit unterschiedlichen Konzentrationsstufen des vermeintlichen
Wirkstoffs kann den Ablauf der Schadigung an den einzelnen Gewebetypen widerspiegeln.
Es kénnen jedoch keine Rickschlisse Uber zellchemische Prozesse gezogen werden.

3.5.1. Fixierung

Die Nematoden und Cestoden aus den in-vitro-Versuchen (Kap. 3.4.1.) und aus dem in-vivo-
Behandlungsversuch (Kap. 3.2.5.5.) wurden direkt in 3% Glutaraldehyd Uberfihrt und bei
4°C gelagert.

3.5.2. Rasterelektronenmikroskopie

FOr die Rasterelektronenmikroskopie wurden die zuvor fixierten (behandelten und
unbehandelten) Nematoden und Cestoden wie auch von T. muris befallenes Darmgewebe
vom Gerbil wie folgt prapariert:
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1. Waschen
3-5x je 5 min mit 0,1 M Cacodylatpuffer

2. Entwéasserung Uber eine aufsteigende Acetonreihe
15 min 20%

15 min 40%

15 min 60%

15 min 70%

15 min 80%

15 min 90%

15 min 96%

15 min 100% 2x

15 min 100% Uber Molekularsieb getrocknet

3. Critical-Point-Trocknung

6x mit Kohlendioxid spulen

bei 37°C und einem Druck von ca. 80bar 10 min trocknen
auf Rastertrager kleben

4. Besputtern mit Gold

Alle Proben werden in einem Gold-Sputtergerat 3x mit Argon gespiilt und anschlieBend mit Gold wie
folgt besputtert:

Gewebestlcke 5 min bei 25 mA

Adultwirmer 3 min bei 25 mA

3.5.3. Einbettung in EPON

Das gewonnene Versuchsmaterial aus den in-vitro- und in-vivo-Versuchen wurde in EPON
nach folgender Methode eingebettet:
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1. Waschen
2x 15 min in 0,1 M Cacodylatpuffer

2. Osmierung
2 hin 2% 0Os0O4 in 0,1 M Cacodylatpuffer

3. Waschen
2x 15 min in 0,1 M Cacodylatpuffer, auf Eis

4. Entwéasserung uber eine aufsteigende Ethanolreihe, auf Eis
5 min 50%
15 min 70%
15 min 90%
15 min 96%
2x 30 min 100% Uber Molekularsieb getrocknet bei Raumtemperatur

5. Einbettung in EPON

30 min  Propylenoxid

30 min 2 Vol Propylenoxid + 1 Vol EPON

1h 1 Vol Propylenoxid + 1 Vol EPON

0. Nacht (1 h) 1 Vol Propylenoxid + 2 Vol EPON
U. Nacht EPON im Exsiccator

Einbettung in Kapseln mit frischem EPON
24 h bei 40°C im Ofen polymerisieren
24 h bei 60°C im Ofen polymerisieren

auskUhlen lassen und aus den Kapseln nehmen

3.5.4. Lichtelektronenmikroskopie
3.5.4.1. Totalpraparate

Alle Wirmer wurden direkt nach der Sektion der Versuchstiere unter einem Lichtmikroskop

untersucht und alle Besonderheiten und Strukturveranderungen dokumentiert.
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3.5.4.2. Semidiinnschnitte

Die Semidlinnschnitte wurden an einem Ultramikrotom (Ultracut OmU 3, Fa. Reichert) mit
Hilfe von Glasmessern angefertigt. Zur Herstellung der Glasmesser wurde ein
Messerbrechgerat (LKB 2178 Knifemaker |lI) verwendet. Die Schnittdicke der
Semidunnschnitte betrug etwa 0,5 um. Sie wurden von verschiedenen Kérperabschnitten der
behandelten und unbehandelten Wirmer angefertigt. AnschlieBend wurden die Schnitte auf
Objekttrager Ubertragen und dann bei ca. 60°C getrocknet. Fir die Farbung wurde eine
wassrige Methylenblau-Lésung verwendet. Die Lésung wurde auf die getrockneten
Semidunnschnitte aufgebracht und fir 10 Sekunden einwirken gelassen. Dann wurde die
Farbelésung mit Aqua bidest. vorsichtig abgesptlt und die Schnitte erneut getrocknet. Mit
einem Harz wurden die Schnitte anschlieBend eingedeckelt und mit Hilfe einer Olympus-
Kamera fotografiert.

3.5.5 Transmissionselektronenmikroskopie
3.5.5.1. Ultradiinnschnitte

Fir die Ultradinnschnitte wurde das in EPON eingebettete Material ebenfalls an einem
Ultramikrotom (Ultracut OmU 3, Fa. Reichert) mit Hilfe eines Diamantmessers geschnitten.
Eine Schnittdicke von 50 — 70 nm wurde mittels des Temperaturvorschubs erreicht.
AnschlieBend wurden die Schnitte vorsichtig auf kleine, kreisférmige, mit Formvar
beschichtete Kupfernetze (mesh 75) Uberfihrt. Die so beladenen Kupfernetze wurden mit
Hilfe einer Doppelkontrastierung mit Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert. Die
kontrastierten Schnitte wurden anschlieBend an einem TEM-Mikroskop fotografiert.
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4. Ergebnisse
4.1. Aktivitatsuberpriifung verschiedener Gewebe von Cocos nucifera

Um eine biologische Aktivitat einzelner Pflanzenteile der Kokospalme auf Trichuris muris zu
tberpriifen, wurden diese in einem Bioassay-System getestet. Wie bereits in der Literatur
(Nadkarni 1976, Martinez 1999) postuliert, zeigte nur das feste und flissige Endosperm der
Kokosnuss eine anthelminthische Aktivitat. Dabei wurde festgestellt, dass das Kokoswasser
junger Nusse (Tab. 4.1.) einen starkeren Effekt auf die Wirmer hatte als das Wasser reifer
NuUsse. Wahrend eine abtétende Wirkung im Ansatz mit 200 pl reifem Kokoswasser erst
nach 24 Stunden auftrat, starben die Wirmer in den Ansatzen mit dem Kokoswasser einer
Trinknuss sowie einer sehr jungen Nuss (ca. 4 Monate) bereits nach 8 Stunden. Der stérkste
anthelminthische Effekt wurde bei der Verwendung des festen, reifen Endosperms
beobachtet. Bereits nach 3 Stunden traten erste Bewegungsstérungen bei den Wirmern auf,
nach 6 Stunden waren alle Nematoden in diesem Ansatz tot. Weder die Extrakte von Rinde,
Blattern, Wurzel oder Schale zeigten eine anthelminthische Wirkung auf die Nematoden.
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Tab. 4.1.: Uberpriifung einer Aktivitat verschiedener Gewebe von Cocos nucifera in einem in-vitro-
Assay
NB = normale Beweglichkeit, langsam = langsame, zuckende Bewegungen, M = motil, Reaktion auf

Berlhrungsreiz, T = Inkubationszeit [h]

Ansatz T=0 |[T=1 T=2 =3 T=4 T=6 T=8 T=24
Kontrolle NB NB NB NB NB NB NB NB
Rinde NB NB NB NB NB NB NB NB
Wurzel NB NB NB NB NB NB NB NB
Blatter NB NB NB NB NB NB NB NB
Endosperm NB NB NB langsam M tot - -
Schale:

Exokarp NB NB NB NB NB NB NB NB
Mesokarp NB NB NB NB NB NB NB NB
Endokarp NB NB NB NB NB NB NB tot
Kokoswasser:

Reife Nuss[> 12 M] NB NB NB NB NB NB NB tot
10 pl

200 ul NB NB NB NB NB NB M tot
500 ul NB NB NB NB NB M tot -
Trinknuss [~11 M] NB NB NB NB NB NB NB tot
10 pl

200 ul NB NB NB NB NB M tot -
500 pl NB NB NB NB langsam M tot -
Unreife Nuss [4 M] NB NB NB NB NB NB NB tot
10 ul

200 ul NB NB NB NB NB M tot -
500 pl NB NB NB NB langsam M tot -

4.2. Entwicklung eines Extraktionsverfahrens

4.2.1. Losungsmittel

Fir die Extraktion des Kokosmaterials wurden Lésungsmittel unterschiedlicher Polaritaten
verwendet. Bei stets gleich eingesetzter Substanzmenge von 1 g getrockneter Kokosflocken
in 10 ml Lésungsmittel erwies sich die Extraktion mit Ethanol als L&sungsmittel am
geeignetsten. Hier konnte eine wurmabtétende Wirkung bereits 4 h nach Inkubation
beobachtet werden, wohingegen ein Effekt beim Reeluat des Methanol-Extrakts erst eine
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halbe Stunde spater eintrat. Bei den beiden polaren Extrakttypen Wasser und Acetonitril
wurde eine abtétende Wirkung erst nach jeweils 5 h erreicht. Keine biologische Wirkung auf
Nematoden hatte das Reeluat des Hexan-Extrakts. Auch die Zugabe des Lésungsvermittlers
PEG hatte keinen Einfluss auf die Adultwirmer. In beiden Ansatzen sowie im Kontrollansatz
mit reiner Tyrode-Lésung blieben die Nematoden Uber die gesamte Versuchszeit von 24 h
voll bewegungsfahig. Aufgrund der bei den Vorversuchen gewonnen Ergebnisse wurde fir
die folgenden Extraktionsversuche das Kokosmaterial mit Ethanol extrahiert.

Tab. 4.2.: In-vitro-Assay mit Losungsmittelextrakten unterschiedlicher Polaritaten
NB = normale Beweglichkeit, langsam = langsame, zuckende Bewegungen, M = motil, Reaktion auf
Beruhrungsreiz, T = Inkubationszeit [h]

Ansatz T=0 T=1 T=2 T=3 T=35 |T=4 T=45 |T=5|T=24
Kontrolle NB NB NB NB NB NB NB NB NB
Kontrolle NB NB NB NB NB NB NB NB NB
+ PEG

Hexan + NB NB NB NB NB NB NB NB NB
PEG

Ethanol NB NB NB Langsam M tot - - -
Methanol NB NB NB NB langsam M tot - -
Acetonitril NB NB NB NB NB M M tot -
Wasser NB NB NB NB NB M M tot -

4.2.2. Uberpriifung der Thermostabilitat

Um Hinweise auf die Hitzestabilitdt des gesuchten Wirkstoffes zu erhalten, wurden 5 gleiche
Kokosextrakte hergestellt. Diese wurden jeweils 10 min bei unterschiedlichen Temperaturen
inkubiert und anschlieBend in Bezug auf ihre biologische Aktivitat auf T. muris in einem in-
vitro-Assay getestet. Dabei wurde eindeutig festgestellt, dass die Temperatur einen
wichtigen Einfluss auf die Léslichkeit der Substanz hat. So zeigte sich bei niedrigen
Temperaturen von 20°C und 30°C eine deutlich verzdégerte Wirkung im Vergleich zur
Extraktion bei Temperaturen von 40°C bis 96°C (Tab. 4.3.).
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Tab. 4.3.: In-vitro-Assay zur Uberpriifung der Hitzestabilitat des Wirkstoffs bis 96°C
NB = normale Beweglichkeit, langsam = langsame, zuckende Bewegungen, M = motil, Reaktion auf

Berlihrungsreiz, T = Inkubationszeit [h]

Ansatz T=0 T=1 T=2 T=3 T=35 |[T=4 T=45 |T=6 | T=24
20°C NB NB NB NB NB langsam tot -
30°C NB NB NB NB langsam M M tot -
40°C NB NB NB langsam M tot - - -
60°C NB NB NB langsam M tot - - -
96°C NB NB NB langsam M tot - - -

4.2.3. Aktivitatsuiberpriufung von Proteinen und Peptiden der Kokosnuss

Um zu Uberprifen, ob bei der Hitzebehandlung nicht denaturierte Proteine oder Peptide der
Ausléser fur den anthelminthischen Effekt sind, wurde ein Extrakt hergestellt, dem
Proteinase K zugeflgt wurde. Die Ergebnisse des Bioassays zeigten deutlich, dass trotz der
Zugabe von Proteinase K, die ja Proteine unspezifisch denaturiert, der Extrakt noch eine
Wirkung auf die Nematoden hatte. Die Wirkung trat zudem - verglichen mit dem Ethanol-
Extrakt (Kap. 4.2.1.) - ebenfalls nach 4 Stunden Inkubationszeit ein (Tab. 4.4.).

Tab. 4.4.: In-vitro-Assay zur Aktivitatsiberpriifung von Proteinen und Peptiden
NB = normale Beweglichkeit, langsam = langsame, zuckende Bewegungen, T = Inkubationszeit [h]

Ansatz T=0 T=1 T=2 T=3 T=4 T=6 T=8
Kontrolle NB NB NB NB NB NB NB
Proteinase K

NB NB NB langsam tot - -
-Extrakt

4.2.4. Isolierung und Reinigung
4.2.4.1. Flussig-Flussig-Extraktion

bei

Erkenntnisse erschien es sinnvoll, das Probenmaterial mit Ethanol zu extrahieren und

Aufgrund der zuvor der Entwicklung eines Extraktionsverfahrens gewonnenen
anschlieBend mit Hexan auszuschitteln, um alle stérenden lipophilen Substanzen, wie z.B.
Fette, zu entfernen. Da Polyphenole ebenfalls eine groBe Substanzgruppe darstellen und
(wie bereits in Kap. 3.1.3.1. beschrieben) fur die weitere Trennung erhebliche Nachteile

bieten kénnen, war es wichtig, diese aus dem Extrakt heraus zu isolieren und auf ihre
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biologische  Aktivitst hin zu testen. Bei der Uberprifung der nach der
Polyphenolextraktionsmethode von Wall et all. (1996) gewonnenen Chloroform- und
Wasserphase in einem in-vitro-Assay, zeigte nur die Chloroformphase eine wurmabtétende
Wirkung auf die T.muris-Nematoden. Kein Effekt konnte bei der Verwendung der wassrigen
Phase festgestellt werden. Hier blieben die Versuchstiere Gber die gesamte Versuchsdauer
von 24 h voll bewegungsfahig (Tab. 4.5.).

Tab. 4.5.: In-vitro-Assay zur Uberpriifung der bei der Polyphenolextraktion angefallenen Chloroform-
und Wasserphase
NB = normale Beweglichkeit, M = motil, Reaktion auf BerGhrungsreiz, T = Inkubationszeit [h]

Ansatz T=0 | T=1 T=2 T=3 | T=4 | T=6 | T=8 T=24
Kontrolle NB NB NB NB NB NB NB NB
Kontrolle + PEG NB NB NB NB NB NB NB NB
Chloroformphase NB NB NB M tot - - -
Wasserphase NB NB NB NB NB NB NB NB

4.2.4.2. Entwicklung und Optimierung eines FlieBmittels mit Hilfe der DC

Die Suche nach einem geeigneten FlieBmittelsystem zur Trennung bzw. Reinigung der
einzelnen Substanzen mit Hilfe der DC wurde nach dem Optimierungsprinzip von CAMAG
(Reich und George 1997) durchgefiihrt. Zunachst wurden stets die reinen Lésungsmittel
verwendet. Dabei wurde mit Ethanol als FlieBmittel eine Auftrennung der Substanzen in
einen oberen Bereich, d.h. mit Rf-Werten nahe 1 und einen unteren Bereich mit Rf-Werten
unter 0,3 erreicht (Abb. 4.1.). Um eine noch bessere Trennung zu erzielen, wurde das reine
Lésungsmittel Ethanol mit unterschiedlichen Volumina Wasser kombiniert. Eine
zufriedenstellende Trennung, bei der sich die meisten Substanzen in einen oberen, mittleren
und unteren Bandenbereich ansammelten, konnte bei einem FlieBmittelgemisch von 4 : 1
Ethanol/Wasser erreicht werden (Abb. 4.1). Mit diesem Elutionsgemisch wurde die unter
Kap. 3.1.3.3. beschriebene Saulenchromatographie zur Elution des Extrakts CHLO_1
durchgefiihrt. Mit Chloroform kam es ebenfalls zu einer guten Trennung. Laut Literatur
(Schwedt 1994) werden fir die RP-Chromatographie meist jedoch polare Lésungsmittel, wie
z.B. Methanol, Acetonitrii oder Wasser, verwendet. Daher wurde auf das polare

Elutionsgemisch Ethanol/Wasser zurlckgegriffen.
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Chloroform Diethylether Ethanol Methanol Wasser

4:1
Ethanol/Wasser

Abb. 4.1.: FlieBmitteloptimierung nach CAMAG; Trennung des Extrakts CHLO_1 mit verschiedenen
Lésungsmitteln.

4.2.4.3. Mitteldruck-Saulenchromatographie

Bei der Betrachtung der bei der Saulenchromatographie aufgefangenen Fraktionen 1-9,
zeigten die Fraktionen 4-9 eine starke Gelbfarbung. Die restlichen Fraktionen 1-2 waren von
weiBer bis klarer Farbe, die Fraktionen 3 und 10-14 erschienen leicht gelb. Bei der
Uberpriifung der biologischen Aktivitat der einzelnen Fraktionen in den in-vitro-Versuchen,
wiesen die Nematoden in den Ansatzen mit den Fraktionen 4,5 und 6 bereits nach 2 h erste
Lahmungserscheinungen auf. Nach 4 h waren alle Wirmer in diesen Fraktionen tot. In den
Fraktionen 3 und 7 zeigten die Nematoden erst nach 4 h erste Bewegungseinschrankungen
und waren nach weiteren 4 h tot. Bei den restlichen Fraktionen waren auch nach 24 h keine
Veranderungen im Vergleich zum Kontrollansatz festzustellen. Auch im Lichtmikroskop
zeigten diese Nematoden das gleiche morphologische Erscheinungsbild wie die
Kontrollwlirmer.
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Tab. 4.6.: Uberpriifung der biologischen Aktivitit der bei der Saulenchromatographie gewonnen
Fraktionen auf Trichuris muris —-Nematoden.
NB = normale Beweglichkeit, langsam = langsame, zuckende Bewegungen, M = motil, Reaktion auf

Berlhrungsreiz, T = Inkubationszeit [h]

Ansatz eingesetzte T=0 T=2 T=3 |T=4 T=8 T=24
Substanzmenge
[mg]
(Trockengewicht
[g/Well)]

Kontrolle - NB NB NB NB NB NB
Fraktion 1 0 NB NB NB NB NB NB
Fraktion 2 0,5 NB NB NB NB NB NB
Fraktion 3 0,5 NB NB NB langsam tot -
Fraktion 4 0,5 NB langsam M tot - -
Fraktion 5 0,5 NB langsam M tot - -
Fraktion 6 0,5 NB langsam M tot - -
Fraktion 7 0,5 NB NB NB langsam tot -
Fraktion 8 0,5 NB NB NB NB NB NB
Fraktion 9 0,5 NB NB NB NB NB NB
Fraktion 10 0,5 NB NB NB NB NB NB
Fraktion 11 0,5 NB NB NB NB NB NB
Fraktion 12 0,5 NB NB NB NB NB NB
Fraktion 13 0,5 NB NB NB NB NB NB
Fraktion 14 0,5 NB NB NB NB NB NB

Die im in-vitro-Versuch als aktiv getesteten Fraktionen 4 bis 6 (Tab. 4.6.) wurden fir die
anschlieBende préaparative Dunnschichtchromatographie aufbewahrt.
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4.2.4.4. Praparative Dunnschichtchromatographie

Zunachst wurde ein FlieBmittelsystem entwickelt, in dem sich die Fraktionen 4-6 gut
auftrennen lieBen. Bei einem FlieBmittelgemisch von 4:2 Chloroform/Ethanol wurde eine
hinreichende Trennung der Fraktionen auf den NP-DC-Platten erreicht. Die optische
Uberpriifung der Platten unter UV-Licht der Wellenlangen 254 und 366 nm erbrachte eine
Vielzahl an unterschiedlich fluoreszierenden Banden. Bei der Uberpriifung der markierten
oberen Banden B1 bis B7 in einem in-vitro-Assay konnte nur bei dem Reeluat der Bande B2,
die eine blau-tirkise Fluoreszenz bei 366 nm (Abb. 4.2.) aufwies, eine anthelminthische
Wirkung auf die Nematoden festgestellt werden. Hier zeigten sich bei den inkubierten
Wiirmern wie in den vorangegangenen Experimenten (Kap. 4.2.4.3.) bereits nach 2 h erste
Lahmungserscheinungen, nach weiteren 2 h waren alle Tiere tot. Die Ubrigen Ansatze
erbrachten auch nach 24 Stunden keinerlei Aktivitat auf die Nematoden (Tab. 4.7.).

Tab. 4.7.: Uberpriifung einer biologischen Aktivitdt der bei der DC detektierten Banden B1-B7 in einem
in-vitro-Assay

NB = normale Beweglichkeit, langsam = langsame, zuckende Bewegungen, M = motil, Reaktion auf
Beruhrungsreiz, T = Inkubationszeit [h]

Ansatz T=0 T=1 T=2 T=3 T=4 T=8 T=24
Bande B1 NB NB NB NB NB NB NB
Bande B2 NB NB langsam M tot - -
Bande B3 NB NB NB NB NB NB NB
Bande B4 NB NB NB NB NB NB NB
Bande B5 NB NB NB NB NB NB NB
Bande B6 NB NB NB NB NB NB NB
Bande B7 NB NB NB NB NB NB NB
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Abb. 4.2.: Dinnschichtchromatographische Auftrennung der Fraktionen 4-6 mit 4:2
Chloroform/Ethanol als Laufmittel. Detektion der Banden B1 bis B7 unter UV-Licht der Wellenldngen
254 nm (links) und 366 nm (rechts).

Zur weiteren Reinigung der Probe B2 wurde erneut ein FlieBmittelsystem etabliert. Dazu
wurde in Vorversuchen Toluol, Aceton und Essigsaureethylester als reine Lésungsmittel zur
Elution verwendet. Dabei konnte die Probe B2 nur mit Aceton als Lésungsmittel in 5 deutlich
detektierbare Banden X1 bis X5 getrennt werden (Abb. 4.4.). Die Banden X4 und X5 zeigten
unter UV-Licht der Wellenlange 366 nm eine tirkisblaue bzw. eine leicht rétliche
Fluoreszenz. Die restlichen Banden X1 bis X3 lieBen sich mit Anisaldehyd-Schwefel-
Reagenz lila anfarben. Die DC mit Toluol und Essigsaureethylester als L6sungsmittel trennte
die Probe in 2 bzw. 3 Banden auf (Abb. 4.3.) und erwies sich daher als ungeeignet.
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Abb. 4.3.: FlieBmitteloptimierung zur Auftrennung der Probe B2. Detektion unter UV-Licht der
Wellenldnge 254 nm und 366 nm, Anfarbung mit Anisaldehyd-Schwefel-Reagenz. Lésungsmittel von

links nach rechts: Toluol, Aceton, Essigsaureethylester.

Rfy = 0,97
Rf = 0,79
Rfs = 0,74
Rfx. = 0,66
Rf = 0,52

Abb. 4.4.: Trennung der Probe B2 mit 100% Aceton als Laufmittel. Detektion der Banden x1-x5 durch
Anférbung mit Anisaldehyd-Schwefel-Reagenz (links) und unter UV-Licht der Wellenldnge 366 nm
(rechts) mit den dazugehdrigen Retentionsfaktoren Rfx1 bis Rfx5.
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Bei der Uberpriifung der einzelnen Proben X1-X5 in in-vitro-Versuchen wurde bei Probe X4
eine biologische Aktivitat beobachtet (Tab. 4.8.). Hier zeigten die adulten Nematoden bereits
nach T = 3 Stunden erste L&hmungserscheinungen, nach 4 h Stunden waren alle Wirmer in
diesem Ansatz tot. In allen anderen Probenanséatzen blieben die Nematoden 24 h lang voll
bewegungsfahig und zeigten unter dem Lichtmikroskop das normale morphologische
Erscheinungsbild.

Tab. 4.8.: Uberpriifung der biologischen Aktivitat der bei der praparativen DC gewonnen Proben X1-
X5 auf Trichuris muris.

NB = normale Beweglichkeit, langsam = langsame, zuckende Bewegungen, M = Motil, Reaktion auf
Berlihrungsreiz, T = Inkubationszeit [h]

Ansatz eingesetzte T=0 T=1 T=2 T=3& T=4 T=8 T=24

Substanzmenge

[mg]
(Trockengewicht
[o/Well)]

Kontrolle - NB NB NB NB NB NB NB
Bande X1 0,2 NB NB NB NB NB NB NB
Bande X2 0,19 NB NB NB NB NB NB NB
Bande X3 0,18 NB NB NB NB NB NB NB
Bande X4 0,2 NB NB langsam M tot - -
Bande X5 0,19 NB NB NB NB NB NB NB

4.3. Strukturanalyse
4.3.1. GC-MS-Analyse

Der Durchlauf der Probe X4 in einem Gaschromatographen zeigte neben einigen
Verunreinigungen 4 deutliche Peaks mit Retentionszeiten von Rt = 4,58 min; 7,07 min; 7,99
min; 9,10 min und bei Rt = 10,11 min einen Hauptpeak (Abb. 4.5.). Bei der Datenbank-
Recherche der dazugehérigen Massenspekiren konnten den Peaks mit den Retentionszeiten
Rt = 10,11 min; Rt = 9,10 min und Rt = 7,07 min die Substanzen a-Monolaurin, Decanoin (2-
hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethyl ester) und o-Hydroxybiphenyl zugeordnet werden. Bei den
beiden Substanzen a-Monolaurin ( 2,3-dihydroxypropyl ester) und Decanoin handelt es sich

um Glyceride der gesattigten Fettsduren, wobei vor allem o-Monolaurin, das Monoglycerin-
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Derivat der Laurinsaure, in der pharmazeutischen Medizin bekannt ist flr seine gute
antimikrobiotische Wirkung (Oh und Marshall 1996). Desweiteren hat a-Monolaurin einen
Effekt auf RNA und DNA-Viren (Clark und May, 2000), verschiedene gram-positive Bakterien
(Peterson und Schlievert 2006) und einzelne pathogene Protozoen (Sun et al. 20083;
Bergsson et al. 2002). Eine weitere Substanz, die sich mit Hilfe der Datenbankanalyse
detektieren lieB, ist o-Hydroxybiphenyl (Abb. 4.7.). Dabei handelt es sich um einen Wirkstoff,
der als Fungizid in der Wachsschicht von Zitrusfriichten und als Bakterizid bzw.
Desinfektionsmittel bei der Konservierung von Friichten eingesetzt wird (Merck Index).

Der Peak mit der Retentionszeit Rt = 7,99 min lieB sich nicht mit Hilfe der im Institut fir
Analytische Chemie zur Verfligung gestellten Datenbank analysieren.
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Abb. 4.5.: Gas-Chromatogramm der Probe X4

63

Das Dokument wurde erstellt mit PDF/A Quick Master von soft Xpansion, www.soft-xpansion.de



4. Ergebnisse

100 170
y 268-003b#433 RT: 7,07 AV: 1
- 149 NL: 2,05E5 T: + ¢ Full ms
8= [35.00-700.00]
60
40—
a 141
20— 115 1171
19 f 207 295 325
i
100
= S| 818, RSI 849, mainlib. Entry#
a0- 169 98303, CAS-90-43-7
o-Hydroxybiphenyl
607 115
- ;
40— |
3
20— 63 177
il
172
Gj'“"thl i e 2 s o i o T
100 200 a00 400

Abb. 4.6.: Massenspekirum von o-Hydroxybiphenyl (oben: Originaldaten; unten: Ergebnis nach

Datenbankabgleich)

o-Hydroxybiphenyl, 2-Phenylphenol
Ci12H100, MW 170,21

CAS-90-43-7

OH

Abb. 4.7.: Strukturformel von o-Hydroxybiphenyl
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Dodecanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl ester
C25H3004, MW 274,40, CAS-142-18-7
o-Monolaurin, Laurin

Abb. 4.8.: Substanzformel von a-Monolaurin

183
268-003b#692 RT: 10,11 AV: 1

$0— NL: 2,07E5T: + c Full ms

9

= [35.00-700.00]

'!OO<1

80

201

243
| _‘1244 310 399 477 540

100 “3 183

SI 821, RSI 827, mainlib. Entry#
11201, CAS-142-18-7,
Dodecanoic acid, 2,3-
dihydroxypropyl ester
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Abb. 4.9.: Massenspektrum von Substanz-Peak Nr. 1 mit Rt = 10,11 min (oben: Originaldaten; unten:
Ergebnis nach Datenbankabgleich).

Decanoic acid, 2-hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethyl ester
C13H2604, MW 246,34, CAS-3376-48-5
Decanoin, 2-mono-

4 [:l A - "R e
-~ ", e - \1‘ .-" LS P % /
F o el E - ",.t - -~ L5 -
HOHH i T wa,_,. Nl Mg ‘“‘xh, 3
- o
.l'/
HO
Abb. 4.10.: Substanzformel von Decanoin
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Abb. 4.11.: Massenspektrum von Substanz-Peak Nr. 2 mit Rt = 9,10 min (oben: Originaldaten; unten:
Ergebnis nach Datenbankabgleich).

4.3.2. NMR-Spektroskopie

Die NMR-spektroskopische Untersuchung der Probe x4 wurde am Institut fir Pharmazie in
Groningen in Holland unter der Leitung von Prof. Dr. O. Kayser durchgefihrt. Das Ergebnis

der spektroskopischen Untersuchung zeigte ein Hydroxybiphenyl, Das mit einer Glukose

verknipft ist (Abb. 4.12.) und als 4 hydroxy[1,1"-biphenyl]-4-yl

bezeichnet wird.
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OH

HO OH

Formel: C18 H20 O7
CA Index Name: B-D-Glucopyranoside, 4’-hydroxy[1,1 -biphenyl]-4-yl (SKIFINDER Datenbank)

Abb. 4.12.: B-D-Glucopyranoside, 4’-hydroxy[1,1"-biphenyl]-4-yl

4.4. Etablierung eines Bioassays

Die Tabelle (Tab. 4.9.) zeigt deutlich, dass die Redien von E. caproni schon nach klrzester
Zeit Schaden nahmen, und dies auch schon bei sehr geringen Konzentrationen. Es konnte
jedoch nicht unbedingt ein Rickschluss auf die Wirkstoffmenge, d.h. die
Konzentrationsstérke gezogen werden. Ab einer Konzentration von 10 mg/ml waren alle
Redien zum gleichen Zeitpunkt nach maximal %2 Stunde tot. Die Uberlebensdauer der
Redien im Kontrollansatz lag hingegen bei etwa 6 Stunden bis maximal 8 Stunden. Im
Vergleich dazu zeigten die L1-Larven der Nematodenart Angiostrongylus cantonensis bei
den unterschiedlichen Konzentrationen auch diesbezlglich eine verédnderte Beweglichkeit.
Bei einer Konzentration von 10 mg/ml starben die Larven nach etwa 6 Stunden, bei einer
héheren Konzentration von 100 mg/ml schon nach 4 Stunden. Ein Nachteil bei diesem
Bioassay-System lag darin, dass in den Kontrollansatzen (wie auch in allen anderen
Konzentrationsstufen) einzelne Larven vorzeitig verendeten. Bei sehr kleinen
Probenansatzen mit nur wenigen Larven als Testparameter kénnte das Ergebnis verfalscht
werden. Als sehr guter Testorganismus stellte sich T. muris laut der in-vitro-Ergebnisse (Tab.
4.9.) heraus. Hier wurden im Gegensatz zu allen anderen Testparametern deutlich erste
Mobilitatsstérungen in Abhangigkeit von der Konzentration gezeigt.
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Tab. 4.9.: Untersuchung verschiedener Konzentrationen des Kokos-Extrakts an drei Testorganismen
in einem Bioassay

NB = normale Beweglichkeit, M = motil, Reaktion auf BerGhrungsreiz, T = Inkubationszeit [h]

Ansatz T=0|T=% [T=1 |T=2 |T=3 T=4 T=6 T=8 T=24
Redien NB NB NB NB NB NB NB NB NB
Kontrolle

Redien NB NB M tot - - - - -
0,005 g/ml

Redien NB tot - - - - - - -
0,01 g/ml

Redien NB tot - - - - - - -
0,1 g/ml

A.c.-L1 NB NB NB NB NB NB NB NB NB
Kontrolle

A.c.-L1 NB NB NB NB NB NB M tot -
0,005 g/ml

A.c.-L1 NB NB NB NB NB M tot - -
0,01 g/ml

A.c.-L1 NB NB NB NB M tot - - -
0,1 g/ml

T.m. NB NB NB NB NB NB NB NB NB
Kontrolle

T.m. NB NB NB NB NB NB M tot -
0,005 g/ml

T.m. NB NB NB NB NB M tot - -
0,01 g/mi

T.m. NB NB NB NB M tot - - -
0,1 g/ml

4.5. In-vivo-Behandlungsversuche

4.5.1. Uberpriifung der Hitzestabilitit

Bei der Uberpriifung der Thermostabilitit des gesuchten Wirkstoffes in einem in-vivo-
Experiment zeigt die Graphik in Abb. 4.13. deutlich, dass auch hier wie im zuvor
durchgeflihrten in-vitro-Test (Kap. 4.2.2.) eine Temperatureinwirkung von 96°C auf den
Extrakt keinerlei Auswirkungen auf dessen biologische Aktivitdt gegen die Trichuris muris

Nematoden hatte. Nach der zweiten Behandlung am Tag 50 p.i. mit einer Dosis von 32 g
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Trockengewicht/kg KGW Gerbil wurde eine starke Reduktion der Eizahl/g Fazes bei dem mit
dem erhitzen Extrakt behandelten Tier Nr. 2 festgestellt. Bei der am Tag 54. p.i
durchgefiihrten Sektion der Versuchstiere zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der
Anzahl der angetroffen Wiurmer. So waren in der Infektionskontrolle 82 Nematoden
aufzufinden, wahrend im behandelten Gerbil Nr. 2. lediglich 24 Nematoden (Tab. 4.11.)
angetroffen wurden. Dies entspricht einer Reduktion von etwa 70% - bezogen auf die Anzahl
der im Kontrolltier Nr. 1 aufgefundenen Wirmer.

Tab. 4.10.: Anzahl der Eier im Kot der Infektionskontrolle Nr. 1 und des an zwei aufeinander
folgenden Tagen 49 und 50 p.i. mit 96°C erhitztem Kokosextrakt mit einer Dosis von 32 ¢
Kokosfleisch/kg KGW Gerbil behandelten Tieres Nr. 2.

Tier Nr. Tag p.i.

45 46 47 48 49 50 51 54
1 102344 | 101178 78987 | 130982 90875 115673 99556 100778
2 90687 | 111516 83133 98214 | 132568 27606 9792 8982

Tab. 4.11.: Anzahl der bei der Sektion am Tag 54 p.i. gefundenen Qund & Nematoden beim
Kontrolltier Nr. 1 und dem mit 96 °C erhitztem Kokosextrakt behandelten Tier Nr. 2.

Tier Nr. Wurmzahl Tag 54 p.i.

Q 3 gesamt
L o 37 g2 Reduktion der Anzahl der Wiirmer ca. 70 %
2 3 21 24

70

Das Dokument wurde erstellt mit PDF/A Quick Master von soft Xpansion, www.soft-xpansion.de



4. Ergebnisse

140000

/\4- 1. Beh.
120000 /\

100000

8
ks 80000 -
w
o ion- 90°
= 2. Beh. Reduktion: 90%
N 60000 |

40000 -

20000 \

45 46 47 48 49 50 51 52 53 54

Tag p.i.

Abb. 4.13.: Eiausscheidung nach Behandlung mit 96°C erhitztem Kokos-Extrakt an zwei aufeinander
folgenden Tagen (49, 50 p.i.) mit einer Dosis von 32 g Trockengewicht Kokosfleisch/kg KGW Gerbil
(Tier Nr. 2, rote Linie). Tier Nr.1 diente als Kontrolle (schwarze Linie).

4.5.2. Aktivitatsuberprifung der Hexan- und der Ethanol-Phase

Zur Bestéatigung der in den in-vitro-Versuchen gewonnen Ergebnisse wurde sowohl die
Hexan-Phase als auch die Ethanol-Phase in einem in-vivo-Behandlungsversuch bei mit
Trichuris muris infizierten Gerbils getestet. Die Graphik (Abb. 4.14.) zeigt zunachst eine
leichte Abnahme der Eizahl beim mit der Hexan-Phase behandelten Tier Nr. 2 nach der 1.
Behandlung am Tag 49 p.i. (mit 0,25 g Hexanphase/kg KGW). Das mit dem Ethanol-Extrakt
behandelte Tier Nr. 3 zeigte hingegen einen leichten Anstieg in der Eiausscheidung. Nach
der 2. Behandlung am Tag 50 p.i. ist die Zahl der ausgeschiedenen Eier bei Versuchstier Nr.
2 im Vergleich zum Wert nach der 1. Behandlung auf den Ursprungswert angestiegen. Beim
Versuchstier Nr. 3 war hingegen eine deutliche Abnahme der Eizahl zu beobachten. Die
Anzahl der mit den Féazes ausgeschiedenen Eier des Kontrolltieres pendelte wahrend der
gesamten Versuchsdauer um einen Mittelwert von etwa 61 900 (Abb. 4.14.). Die bei Gerbil

Nr. 3 beobachtete Reduktion der Eier konnte bei der am Tag 52 p.i. durchgefiihrten Sektion
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der Versuchstiere bestatigt werden. Es waren noch 33 Nematoden im Caecum des Gerbils

anzutreffen, wohingegen beim mit der Hexanphase behandelten Tier Nr. 2 119 und bei der

Kontrolle Nr. 1 73 Nematoden aufgefunden wurden (Tab. 4.13.).

Tab. 4.12.: Anzahl der Eier im Kot der Infektionskontrolle Nr. 1 und der an den Tagen 49 und 50 p.i.
mit 0,25 g Hexanphase/kg KGW Gerbil bzw. 0,15 g Ethanolphase/kg KGW Gerbil behandelten Tiere

Nr. 2+3.
Tier Nr. Tag p.i.

45 46 47 49 50 51 52
1 60 180 67 800 77123 66 541 45 886 65 345 50 514
2 97 033 105 667 101 345 67 456 89 744 104 221 113 623
3 79 554 90 876 98 776 100 042 21223 11778 10 999

Tab. 4.13.: Anzahl der bei der Sektion am Tag 52 p.i. gefundenen Qund & Nematoden bei dem
Kontrolltier Nr. 1 und den mit der Hexanphase bzw. der Ethanolphase behandelten Tiere Nr. 2 +3.

Tier Nr. Wurmzahl Tag 52 p.i.
Q 3 gesamt

1 39 34 73

2 66 53 119

3 12 21 33
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Abb. 4.14.: Eiausscheidung nach Behandlung mit 0,25 g Hexanphase und 0,15 g Ethanolphase /kg
KGW Gerbil pro Tag der Tiere Nr. 2+3 an den Tagen 47 und 49 p.i. Gerbil Nr. 1 diente als Kontrolle.

4.5.3. Aktivitatsuberpriufung der Chloroform- und der Wasser-Phase

Die Graphik (Abb. 4.15.) bestatigt die im in-vitro-Experiment (Kap. 4.2.4.1.) gewonnenen
Ergebnisse. Auch hier zeigte die Behandlung von Tier Nr. 3 mit 1,4 g Wasserphase/kg KGW
Gerbil wahrend der gesamten Versuchsdauer keine signifikante Reduktion in der Anzahl der
ausgeschiedenen Eier (Tab. 4.14). Auch bei der Sektion des Tieres am Tag 53 p.i. konnte
kein Unterschied in der Zahl der aufgefundenen Nematoden zum nichtbehandelten
Kontrolltier festgestellt werden. Hingegen zeigte sich bei Gerbil Nr. 2 bereits nach der 1.
Behandlung am Tag 48 p.i. mit einer Dosis von 1 g Chloroformphase/kg KGW eine starke
Reduktion der Eizahl/g Fazes. Bei der Sektion des Tieres waren lediglich 25 Nematoden im
Caecum aufzufinden (Tab. 4.15.). Das unbehandelte Kontrolltier Nr. 1 und das mit der
Wasserphase behandelte Versuchstier Nr. 3 wiesen mit 105 bzw. 112 etwa die gleiche

Anzahl an Wirmern auf.
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Tab. 4.14.: Anzahl der im Fazes gefundenen Eier nach einer Behandlung mit 1 g Chloroformphase/kg
KGW Gerbil (Tier Nr. 2) bzw. 1,4 g Wasserphase/kg KGW Gerbil (Tier Nr. 3) an den Tagen 48 und 51

p.i.
Tier Nr. Tag p.i.

45 46 47 48 51 52 53
1 77601 91134 105432 98987 117203 110991 98667
2 96889 113442 104456 88978 9123 9067 9004
3 132112 101536 99776 78554 112001 100333 99031

Tab. 4.15.: Anzahl der bei der Sektion am Tag 53 p.i. gefundenen Qund & Nematoden bei dem
Kontrolltier Nr. 1, dem mit der Chloroformphase behandelten Tier Nr. 2 und dem mit der Wasserphase
behandelten Tier Nr. 3.

Tier Nr. Wurmzahl Tag 53 p.i.
Q 3 gesamt
1 57 48 105
2 7 18 25 Reduktion der Anzahl der Wiirmer ca. 74%
3 62 50 112
140000
120000
100000 4
[/}
N 80000 o ~k —e—Kontrolle ]
[T
> == Tier Nr. 2
L .
g 60000 —d—Tier Nr. 3 |
40000
Reduktion: 91%
20000
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |
45 46 47 48 49 50 51 52 53

Tag p.i.

Abb. 4.15.: Eiausscheidung nach Behandlung mit beiden Phasen der Polyphenolextraktions-Methode
an zwei aufeinander folgenden Tagen (48, 51 p.i.) mit einer Dosis von 1 g Chloroformphase/kg KGW
Gerbil (Tier Nr. 2, rosa Linie) und 1,4 g Wasserphase/kg KGW Gerbil (Tier Nr. 3, griine Linie). Tier
Nr.1 diente als Kontrolle (blaue Linie).
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4.5.4. Aktivitatsuberprifung der Fraktionen 4-6 und der Fraktionen 8-14

Bei der 1maligen Behandlung mit 4 mg der in den in-vitro-Versuchen (Kap. 4.2.4.3.) als aktiv
getesteten Fraktionen 4-6, konnte eine deutliche Reduktion der Eizahl am Tag 50 p.i. bei
Versuchstier Nr. 2 festgestellt werden. Im Vergleich dazu zeigte sich bei dem mit den
Fraktionen 8-14 behandelten Tier Nr. 3 keinerlei Abnahme der Eizahl nach der Applikation
von 7 mg am Tag 48 p.i. (Tab. 4.16.) Bei der am Tag 50 p.i. durchgefiihrten Sektion beider
Versuchstiere wurden bei dem mit den Fraktionen 4-6 behandelten Gerbil Nr. 2 erheblich
weniger Nematoden im Caecum aufgefunden als bei dem mit den Fraktionen 8-14
behandelten Tier Nr. 3. Die Anzahl der hier angetroffenen Nematoden war vergleichbar mit
der, der Infektionskontrolle Nr. 1 (Tab. 4.17).

Tab. 4.16.: Anzahl der bei der Kotuntersuchung aufgefundenen Eier nach einer Behandlung der
Versuchstiere mit 4 mg der Fraktionen 4-6 (Tier Nr. 2) bzw. 7 mg der Fraktionen 8-14 (Tier Nr. 3) am
Tag 48 p.i.

Gerbil Nr. Tag p.i.
46 48 49 50
1 121212 65333 91489 101224
107052 104714 29712 30965
3 99962 119326 107316 99537

Tab. 4.17.: Anzahl der bei der Sektion am Tag 50 p.i. aufgefundenen Nematoden bei den mit 4 mg der
Fraktionen 4-6 (Tier Nr. 2) bzw. 7 mg der Fraktionen 8-14 (Tier Nr. 3) behandelten Versuchstiere.

Tier Nr. Wurmzahl Tag 50 p.i.
Q 3 gesamt

1 56 44 100

2 23 11 34

3 54 47 101
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Abb. 4.16.: Eisausscheidung nach Behandlung zweier Versuchstiere mit den bei der
Sé&ulenchromatographie erhaltenen Fraktionen 4-6 (Tier Nr. 2, rote Linie) und den Fraktionen 8-14
(Tier Nr. 3, turkise Linie) am Tag 48 p.i.

4.5.5. Erstellung einer Dosis-Wirkungskurve

Zur Erstellung einer Dosis-Wirkungskurve wurden 5 Versuchsgruppen (Nr. 2-6) mit
Konzentrationen des Extrakts CHLO_1 von 0,2 — 6 g/kg KGW Tier behandelt. Die
Versuchsgruppe Nr. 1 diente als Infektionskontrolle. Die 1x Behandlung der infizierten
Gerbils Nr. 26, 27, 28 (Versuchsgruppe 6) mit einer Dosis von 6 g CHLO_1 /kg KGW erzielte
eine signifikante Reduktion der Wurmzahl von 98,9%im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrolltieren Nr. 1-5 der Gruppe 1. Die noch vorhandenen Nematoden waren
bewegungsunféhig und nur sehr lose im Epithel der Mukosa verankert. Es wurden bei den 3
Tieren der Versuchsgruppe 6 lediglich 1 bis maximal 2 mannliche Exemplare von T. muris-
Nematoden im Caecum aufgefunden (Tab. 4.18.). Bei der Versuchsgruppe 5 konnte bei der
nachstniedrigeren Behandlungsstufe von 4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil eine Reduktion der
Wurmlast von etwa 91,5% beobachtet werden. Auch hier waren alle im Caecum
vorhandenen Nematoden leicht aus der Mukosa =zu entfernen und stark
bewegungseingeschrankt. Nach der 1x Behandlung mit einer Dosis von 2 g CHLO_1/kg
KGW Gerbil wurden bei der Gruppe 4 im Mittel noch 17,3 Wuirmer im Caecum
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nachgewiesen. Dies entspricht einer Reduktion der Wurmlast im Vergleich zu den
Infektionskontrollen (Gruppe 1) von 85%. Tier Nr. 17 verstarb wahrend der Behandlung aus
unerklarlichen Griinden und wurde in der Statistik nicht berlicksichtigt. Bei der Nekropsie
wurden in dieser Gruppe erstmals tote Nematoden im Darminhalt der Tiere (Nr. 16, 19)
angetroffen. Die 1x Behandlung mit einer Dosis von 0,4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil
reduzierte die Wurmlast der Versuchsgruppe 3 im Mittel um 76%. Es wurden bei allen
Versuchstieren tote Nematoden im Darminhalt angetroffen. Bei einer Dosis von 0,2 g
CHLO_1/kg KGW Gerbil konnte die Anzahl der T. muris-Nematoden bei der
Versuchstiergruppe 2 im Mittel um 67,5% vermindert werden. Hier wurden bei Gerbil Nr. 2

zwei tote Wirmer im Darminhalt angetroffen.
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Tab. 4.18: Anzahl der im Caecum angetroffenen Trichuris muris-Nematoden und deren Status nach
Behandlung der Versuchstiergruppen 2-6 mit unterschiedlichen Dosen des Extrakts CHLO 1.
li.E = Lose im Epithel sitzend, k. A. = keine Angaben

Reduktion-
Dosis Entsprechende Anzahl rate
Versuchs- | Gerbil | CHLO_1 Menge Anzahl | Anzahl T. - =
gruppe Nr. [a/kg Trockengewicht Q 3 muris A1 dng Beobachtung
KGW] [o/kg KGW] gesamt
[%]
1 30 85 115 Alle fest im
2 37 113 150 Epithel
1 3 Infektions- Infektions- 21 78 99 =
L =115,2
4 kontrolle kontrolle 29 72 101 =0%
5 40 71 111
6 12 25 37 53+72 1.1
E.
7 14 20 35 = 33+109Q ..
Y -374 | E
2 8 0,2 32 15 25 40 67,5% 53+89 I. .
E.
9 13 29 42 43+69 1. 1.
E.
10 11 22 33 23+32 1.
2-t,ot
11 15 34 49 93+109 I.i.
E.;
8 tot
12 5 19 24 — 113+49 1. 1.
X 276 | E;
2 tot
3 13 0,4 64 7 6 13 76% 63+29 1. 1.
4't’ot
14 10 18 28 128+49 1.i.
E.
15 17 7 24 53+89% 1. i.
6-t’ot
16 10 5 15 104+39 1. .
E.;
2 tot
17 k.A. k.A. k.A. = k.A.
X 2173
4 18 2,0 320 10 8 18 85% 63+62 1. i.
E.
19 5 17 22 134+29 1.
E.;
3 tot
20 5 9 14 53+492 1. 1.
E.
21 1 9 10 Alle lose im
22 12 4 16 = Epithel
X - 9,8
5 23 4,0 640 1 3 4 91,5%
24 3 5 8
25 5 6 11
26 - 1 1 =
X - 1’3
6 27 6,0 940 2 2 98,9% Alle lose im
28 - 1 1 Epithel
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Abb. 4.17.: Dosis-Wirkungskurve von mit unterschiedlichen Dosierungen des CHLO_1 Extrakts
behandelte Gerbils (Versuchsgruppen 1-6). Eine mittlere Effektdosis ED50 von 0,12 g/kg KGW Gerbils
fahrt bei 50% der infizierten Tiere zu einer Reduktion.

Die Dosis-Wirkungskurve (Abb. 4.17.) zeigt deutlich einen exponentiellen Anstieg der
Wirkung bei zunehmender Dosismenge. Dabei wird eine Wirkung von etwa 50% schon bei
einer Konzentration von 0,12 g CHLO_1 erreicht. Um eine knapp 80%ige Reduktion der
Wurmlast zu erzielen, ist eine relativ geringe Konzentration im Bereich von 0,5 g CHLO_1
notwendig. Eine 100%-ige Entfernung aller Wirmer ist laut der erzielten Ergebnisse nur mit
sehr hohen Konzentrationen von mehr als 6 g CHLO_1/kg KGW Gerbil mdglich.

4.5.6. Aktivitatsuberpriufung auf die Larven von T. muris

Die Behandlung zweier infizierter Gerbils Nr. 2 und 3 am Tag 3 p.i. mit einer Dosis von 6,0 g
CHLO_1/kg KGW Gerbil zeigte bei der Uberpriifung der Eiausscheidung an den Tagen 45,
47 und 48 p.i. keinen signifikanten Unterschied zu der unbehandelten Infektionskontrolle Nr.
1. Die zum Zeitpunkt der Applikation (Lee and Wright, 1978) fest im Epithel sitzenden Larven
von T. muris konnten somit nicht abgetdtet werden. Bei der Sektion der Versuchstiere am
Tag 50 p.i. wurden bei den Gerbils Nr. 2 und 3 24% bzw. 16% weniger Nematoden
gefunden als bei der Infektionskontrolle Nr. 1 (Tab. 4.20.).
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Tab. 4.19.: Anzahl der an den Tagen 45, 47 und 49 p.i. aufgefundenen Eier nach einer Behandlung
von 6,0 g CHLO_1/kg KGW Gerbil am Tag 3 p.i.

Gerbil Nr. Dosis CHLO_1 Trockengewicht Eizahl/g Fazes
[a/kg KGW Gerbil] | [g/kg KGW Gerbil]
Tag 45 p.i. Tag 47 p.i. | Tag 49 p.i.
1 - - 97678 89965 112341
2 6,0 940 71001 68900 66532
3 6,0 940 87332 69984 83221

Tab. 4.20.: Anzahl der bei der Sektion am Tag 50 p.i. gefundenen weiblichen und mannlichen
Exemplare von T. muris bei der unbehandelten Infektionskontrolle Nr. 1 und bei den mit 6,0 g
CHLO_1/kg KGW Gerbil behandelten Versuchstiere Nr. 2 und 3

Tier Nr. Wurmzahl Tag 50 p.i.
? ) gesamt Reduktion bezogen auf das Kontrolltier:
1 54 37 91
2 36 33 69 Reduktion bei Gerbil Nr. 2 = 24%
3 47 29 76 Reduktion bei Gerbil Nr. 3 = 16%

4.5.7. Aktivitatsuberprifung von a-Monolaurin
4.5.7.1. In-vitro-Versuch
Die Uberpriifung der bei der Gaschromatographie detektierten Substanz o-Monolaurin in

einem in-vitro-Assay zeigte auch nach mehr als 8 Stunden bei einer Konzentration von 1

mg/Well keinen Effekt auf die Nematoden.

Tab. 4.21.: Uberpriifung der biologischen Aktivitat von a-Monolaurin auf Trichuris muris.

NB = normale Beweglichkeit, T = Inkubationszeit [h]

Ansatz T=0 T=1 T=2 T=3 T=4 T=6 T=8 T=12
Kontrolle NB NB NB NB NB NB NB NB
a-Monolaurin NB NB NB NB NB NB NB NB

4.5.7.2. In-vivo-Versuch

Bei der Aktivitatstberprifung von a-Monolaurin zeigte sich wie in dem zuvor durchgefiihrten
in-vitro-Versuch keinerlei anthelminthische Wirkung bei den Versuchstieren Nr. 2 und 3. Die
anfanglich erniedrigte Eizahl beim Versuchstier Nr. 2 nach der Behandlung mit 1,6 g reinem

o-Monolaurin/kg KGW Gerbil am Tag 47 p.i. wuchs wieder auf den Anfangswert von etwa
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100.000 Eier/g Fazes an. Auch eine 100fach héhere Dosis von 16 g/kg KGW Gerbil erzielte
keine Reduktion der Eizahl. Eine Sektion der Tiere wurde aufgrund des fehlenden
Behandlungserfolgs nicht durchgefihrt.

Tab. 4.22.: Anzahl der bei der Kotuntersuchung angetroffenen Eier nach einer Behandlung mit 1,6 und
16 g a-Monolaurin/kg KGW Gerbil am Tag 47 p.i.

Tier Nr. Tag p.i.
46 47 50 51 52 53
1 68702 81633 90772 98413 70778 93320
2 101579 111888 98745 89498 87878 100332
3 68945 97445 93154 69692 100334 66911
120000
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/ [ w /
80000 \ /
o /
§ 4 —&— Gerbil-Kontrolle
Lz\; 60000 —— Gerbil-1,6g ML
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40000 -
20000
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Abb. 4.18.: Eiausscheidung nach Behandlung der Gerbils Nr. 2 und 3 mit 1,6 bzw. 16 g a-Monolaurin
/kg KGW Gerbil am Tag 47 p.i. Gerbil Nr. 1 diente als Kontrolltier.

4.5.8. Aktivitatstuiberprifung von o- Hydroxybiphenyl (2-Phenylphenol)
4.5.8.1. In-vitro-Versuch
Die Uberpriifung der bei der Gaschromatographie als o-Hydroxybiphenyl detektierten

Substanz zeigte bereits nach 2 h mit einer Dosis von 1 mg/Well eine deutliche Aktivitat auf

die inkubierten Nematoden. Nach 3 h waren alle Wirmer in diesem Ansatz tot.
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Tab. 4.23.: Uberpriifung der biologischen Aktivitat von o-Hydroxybiphenyl auf Trichuris muris.
NB = normale Beweglichkeit, langsam = langsame, zuckende Bewegungen, M = motil, Reaktion auf

Berlihrungsreiz, T = Inkubationszeit [h]

Ansatz T=0 T=1 T=2 T=3
Kontrolle NB NB NB NB
o-Hydroxybiphenyl | NB NB Langsam bis M tot

4.5.8.2. In-vivo-Versuch

Zur Uberpritfung der in den in-vitro-Tests festgestellten Wirksamkeit auf die Nematoden,
wurde ebenfalls ein Versuchsgerbil mit o-Hydroxybiphenyl (syn. 2-Phenylphenol) behandelt.
Dabei konnte das in den in-vitro-Versuchen gewonnene Ergebnis bestétigt werden. Nach
einer einmaligen Behandlung mit 0,16 g/kg KGW Gerbil am Tag 47 p.i. konnte die
Eiausscheidung nach 72 h auf Null reduziert werden (Tab. 4.24.), was einer Reduktion von
100 % entspricht. Bei der Sektion des behandelten Versuchstieres am Tag 53 p.i. befanden
sich aber noch 4 mannliche T. muris-Nematoden im Darm (Tab. 4.25.), die unbeweglich und
milchig trib erschienen.

Tab. 4.24.: Anzahl der bei der Kotuntersuchung aufgefundenen Eier nach einer Behandlung von 0,16

g o-Hydroxybiphenyl/kg KGW Gerbil am Tag 47 p.i.

Tier Nr. Tag p.i.

46 47 50 51 52 53
1 68702 81633 90772 98413 70778 93320
2 87665 71943 98652 1208 0 0

Tab. 4.25.: Anzahl der bei der Sektion am Tag 55 p.i. gefundenen weiblichen und mannlichen

Exemplaren von T. muris.

Tier Nr. 3 ?

2 4
(o-Hydroxybiphenyl)
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Abb. 4.19.: Eiausscheidung nach Behandlung von Gerbil Nr. 2 mit 0,16 g o-Hydroxybiphenyl am Tag
47 p.i. Gerbil Nr. 1 diente als Infektionskontrolle.

4.6. In-vivo-Behandlungsversuche von unterschiedlichen Parasitenspezies

4.6.1. Wirkung auf Hymenolepis microstoma

Die Sektion der unbehandelten Infektionskontrollen Nr. 1 und 2 am Tag 27 p.i. zeigte 8 bzw.
12 Cestoden in den Gallengangen. Bei beiden Tieren konnte eine groBe Anzahl an Eiern in
den Fazes beobachtet werden. Bei der Eréffnung der Tiere befanden sich im gesamten
Darm kleine, weiBe Proglottidenstlicke. Nach der Behandlung der beiden Versuchstiere Nr. 9
und 20 mit einer Dosis von 200 mg CHLO_1/kg KGW Maus am Tag 25 p.i. wurden 24 h
nach der Applikation ca. 1 cm lange, weiBe Proglottiden-Stiicke im Kot aufgefunden. Nach
48 h schieden beide Tiere keine Eier mehr aus. Bei der Sektion der Versuchstiere Nr. 9 und
10 wurden 9 bzw. 11 Cestoden (Tab. 4.26.) in den Gallengédngen gefunden. Alle Cestoden
waren voll bewegungsféhig, zeigten jedoch bezlglich der L&nge einen deutlichen
Unterschied zu den Kontrollwirmern (vergleiche Abb. 39, 40). Bei der lichtmikroskopischen
Untersuchung konnte beobachtet werden, dass die Cestoden der behandelten Tiere
wesentlich kirzer waren als die der Kontrolltiere. Sie besaBen zudem keine reifen
Proglottiden mehr, es fehlte somit der mit reifen Eiern gefillte darmsténdige Teil bei allen
behandelten Cestoden (vergleiche Abb. 40 ). Bei der Erdéffnung von Tier Nr. 8 nach 48 h
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wurden noch 11 Cestoden in den Gallengdngen angetroffen. Auch hier waren alle H.
microstoma voll bewegungsféhig und zeigten dasselbe morphologische Bild wie die
Cestoden der behandelten Versuchsméause Nr. 9 + 10. Es wurden aber keine Eier mit den
Féazes ausgeschieden, und im Darm des Tieres wurden keine Proglottiden-Stiicke gefunden.
Bei den Tieren Nr. 3, 4, 5, 6 und 7 (Tab.4.26.) wurde nur der Kot nach 48 h auf Eier hin
untersucht. Bei den Tieren Nr. 7, 6 und 3 konnten keine, bei den Tieren Nr. 4 und 5 noch
vereinzelte Eier in den Fazes festgestellt werden. Eine Sektion der Versuchstiere Nr. 3 bis 7
wurde nicht durchgefiihrt, da sich bereits bei hohen Dosierungen kein Behandlungserfolg

zeigte.

Tab. 4.26.: Behandlung von mit Hymenolepis microstoma infizierter NMRI-Mause mit verschiedenen
Dosen des Extrakts CHLO 1.

e Alle Versuchstiere wurden am Tag 25 p.i. mit bestimmten Dosen des Extrakis CHLO_1
behandelt.

e Nach 24 und 48 h wurde der Kot der Tiere auf Eier hin untersucht

e ++ sehr viele Eier, + wenige Eier, - keine Eier, k. A keine Angaben (Sektion nicht
durchgefiihrt)

e Sektion der Mause nach 48 h

Tier Nr. Dosis CHLO _1 Befund Eier im Fazes Recovery Cestoden
[mg/kg KGW Maus] (48 h)
24 h 48 h
1 Kontrolle ++ ++ 8
2 Kontrolle ++ ++ 12
3 10 k. A - k. A
4 10 k. A + k. A
5 20 k. A + k. A
6 20 k. A - k. A
7 100 k. A - k. A
8 100 k. A - 11
9 200 - - 9
10 200 - - 11

4.6.2. Wirkung auf Hymenolepis diminuta

Einen Tag nach der 1. Behandlung am Tag 24 p.i. schieden alle Versuchstiere im Vergleich
zu den beiden Kontrolltieren unveréandert viele Eier mit dem Kot aus. Bereits einen Tag nach
der 2. Behandlung der beiden Versuchsratten Nr. 7 und 8 mit einer Dosis von 0,6 g
CHLO_1/Tag konnten keine Eier mehr im Kot festgestellt werden. In den Fazes der
Versuchstiere Nr. 5 und 6 waren noch sehr wenige, meist jedoch unreife Eier vorhanden. Die
Ratten Nr. 3 und 4 schieden etwas weniger Eier aus als die Infektionskontrollen Nr. 1 und 2.

Bei der Untersuchung der Fazes am Tag 28 p.i. hach der 3. Behandlung konnte bei keinem
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der behandelten Versuchstiere Nr. 3-8 noch Eier beobachtet werden. Die Sektion aller
Versuchstiere 10 Tage nach der 1. Behandlung erbrachte bei den Infektionskontrollen jeweils
3 adulte Cestoden im Darm (Tab. 4.27.). Im Vergleich dazu wurden bei den Versuchsratten
Nr. 3 und 4 jeweils 2 bzw. 3 Cestoden gefunden, die jedoch in der Gesamtlange erheblich
kirzer erschienen (Abb. 39, 40). Alle Wirmer waren voll beweglich und zeigten keine
auBeren Schéaden, der gesamte hintere Teil mit den reifen Proglottiden fehlte jedoch. Bei der
Sektion der Ratten Nr. 5, 6, 7 und 8 wurden keine Bandwirmer mehr angetroffen.

Tab. 4.27.: Behandlung der mit H. diminuta infizierten Wistar-Ratten mit unterschiedlichen
Konzentrationen des Extrakts CHLO 1.
e Alle Versuchstiere wurden an den Tagen 23, 25 und 27 p.. mit unterschiedlichen
Konzentrationen des Extrakts CHLO 1 behandelt.
e Der Kot der Tiere wurde an den Tagen 24, 26 und 28 p.i. auf Eier hin untersucht.
e 10 Tage nach der Behandlung wurden alle Tiere seziert.

e +++ = unverandert viele Eier, ++ = wenige Eier, + = vereinzelte Eier, - = keine Eier

Ratte Dosis CHLO_1 Trockengewicht Anzahl Eier im Kot Anzahl Cestoden
Nr. [g/kg KGW]/Tag [o’kg KGW]/Tag | 24 p.i. 26 p.i. | 28 p.i. 33 p.i.
1 0 0 +++ +++ +++ 3
2 0 0 +++ +++ +++ 3
3 0,1 16 +++ ++ - 2
4 0,1 16 +++ ++ - 3
5 0,4 64 +++ + - -
6 0,4 64 +++ + - -
7 0,6 94 +++ - - -
8 0,6 94 +++ - - -

4.6.3. Wirkung auf Fasciola hepatica

Die Behandlung zweier Wistar-Ratten mit einer flnftadgigen Gabe des Extrakts CHLO 1 von
je 3,8 g erzielte keinerlei Verringerung der Eizahl in den Fazes. Es konnte bei keiner Ratte
ein Unterschied der Eiausscheidung vor und nach der oralen Gabe des Extrakts festgestellt
werden. Aufgrund der offenbar nicht vorhandenen Wirkung auf die adulten Fasciola

hepatica-Trematoden wurde davon abgesehen, die Versuchstiere zu téten und zu erdffnen.
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4.6.4. Wirkung auf Echinostoma caproni

Die Eiausscheidungsrate beider Versuchstiere - sowohl der Infektionskontrolle, als auch der
behandelten Maus - erwies sich als sehr instabil. Man konnte bei beiden Tieren enorme
Schwankungen in der Anzahl der taglich zu einem bestimmten Zeitpunkt ausgeschiedenen
Eier feststellen (Abb. 4.20.). Nach einer 5 tagigen Behandlung mit jeweils einer Dosis von 0,4
g CHLO_1/kg KGW Maus pro Tag konnte die Anzahl der ausgeschiedenen Eier beim
behandelten Versuchstier Nr. 2 nicht reduziert werden. Die Ausscheidungsrate lag bei dieser
Versuchsmaus am Ende des Experiments am Tag 49 p.i. bei 16 109 Eiern/g Fazes. Dieser
Wert lag erheblich héher, als der Anfangswert von 1 200 Eiern/g Fazes am Tag 35 p.i (Tab.
4.28.). Bei der Sektion beider Balb/c-Mause am Tag 50 p.i. wurden beim Kontrolltier 8, beim
behandelten Tier Nr. 2 7 adulte Trematoden im Darm angetroffen (Tab. 4.29.).

Tab. 4.28.: Anzahl der ausgeschiedenen Eier nach einer mehrtagigen Behandlung an den Tagen 39,
40, 42, 46 und 47 p.i. mit jeweils einer Dosis von 0,4 g CHLO_1/kg KGW Maus. Maus Nr. 1 diente als
Infektionskontrolle und erhielt keinerlei Behandlung.

Maus Anzahl Eier/g Fazes
Nr.

35 36 p.i. | 38 p.i. | 39 p.i. | 40 41 p.i. | 42 p.i. | 45p.i. | 46 47 48 p.i. | 49 p.i.
p.i. p.i. p.i. p.i.

2650 | 3345 | 26001 | 11658 | 2972 | 4577 | 24019 | 11265 | 5509 | 6293 | 14456 | 3652

N —

1200 | 14297 | 7514 | 9091 | 8849 | 17126 | 26761 | 6354 | 3229 | 9259 | 2180 | 16109

Tab. 4.29.: Anzahl der bei der Sektion am Tag 50 p.i. im Darm der Versuchstiere angetroffenen
Echinostoma caproni-Wirmern.

Maus Nr. Adulte E. caproni
1 8
2 7
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Abb. 4.20.: Anzahl der ausgeschiedenen Eier nach einer mehrtagigen Behandlung an den Tagen 39,
40, 42, 46 und 47 p.i. mit jeweils einer Dosis von 0,4 g CHLO_1/kg KGW Maus. Maus Nr. 1 diente als

Infektionskontrolle und erhielt keinerlei Behandlung.

4.6.5. Wirkung auf Angiostrongylus cantonensis

Die Untersuchung der Fazes der mit einer Dosis von 6,0 g CHLO_1/kg KGW Ratte
behandelten Versuchstiere P02 und P03 zeigten nach der 1. Behandlung am Tag 52 p.i. eine
leichte Erhéhung der im Kot vorhandenen Larven im Vergleich zu den zuvor gewonnen
Fazesproben. Es konnten erstmals tote Larven im Kot beobachtet werden. Nach der 2.
Behandlung am Tag 53 p.i. stieg die Zahl der toten Larven bei beiden Tieren auf 35-40% an,
gleichzeitig sank die Zahl der im Kot aufgefundenen lebenden Larven. Nach der 3.
Behandlung am Tag 54 p.i. stieg die Zahl der toten Larven im Kot auf 67% bzw. 58% an.
Auch die Zahl der mit den Fazes ausgeschiedenen lebenden Larven stieg wieder auf Werte,
die héher als die Anfangswerte lagen, an. Der Vergleich der gewonnenen Daten vor und
nach der Behandlung erbrachte scheinbar keinen Behandlungserfolg bezogen auf die in den
Pulmonalarterien lebenden Adultwirmer. Lediglich im Darm befindliche L1-Larven zeigten
eine Sensibilitdt auf den Wirkstoff. Diese Erkenntnis konnte auch bei den in Kap. 4.4.
durchgeflhrten in-vitro-Tests bestatigt werden. Aufgrund des nicht erzielten

Behandlungserfolgs wurden die Versuchsratten nicht seziert.
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Tab. 4.30.: Anzahl der nach der Behandlung mit 6,0 g CHLO_1/kg KGW Ratte an den Tagen 52, 53

und 54 p.i. in den Fazes angetroffenen Larven

Ratte Dosis CHLO 1 Tag Anzahl | Tag Anzahl Anzahl Anzahl
Nr. [a/kg KGW tote L1 tote L1 tote L1 tote L1

Ratte] [%] [%] [%] [%]

52 p.i. 53 54 p.i. 56 p.i.
p.i.

PO1 Kontrolle 6558 - - 5622 | - 7631 -
P02 6,0 8457 - 8798 | 12 3004 | 40 14408 | 67
P03 6,0 2450 - 4100 |9 1200 | 35 5700 | 58

4.6.6. Wirkung auf Toxocara cati

Bei der 5x Behandlung einer mit Toxocara cati infizierten Katze konnte erst nach der 4.

Behandlung mit jeweils 6 ml Kokoswasser/Tag bei der Kotuntersuchung am 29.11.2003 eine

deutliche Reduktion der Toxocara-Eier im Kot der Katze festgestellt werden (Tab. 4.31.).

Nach der 5. Behandlung mit weiteren 6 ml am Tag 29.11.03 wurden bei der Kotuntersuchung

am 1.12. 03 keine Eier mehr im Kot des Versuchstieres gefunden. Auch bei der folgenden

Kotuntersuchung am Tag 2.12.03 wurden keine Eier mehr in den Fézes beobachtet.

Tab. 4.31.: Behandlung einer mit Toxocara cati infizierten Katze mit Kokoswasser

Das Versuchstier wurde an den Tagen 25.11.-29.11.2003 mit jeweils 6 ml Kokoswasser/Tag

behandelt.

Die Anzahl der Eier wurde als Eizahl/g Fazes bestimmt.

Katze Behandlung 18.11.03 24.11.03 | 25.11.03 | 29.11.03 | 1.12.03 | 2.12.03
Tico 5x6ml 356 277 364 56 0 0
Kokoswasser/Tag
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Abb. 4.21.: Eiausscheidung nach Behandlung einer mit Toxocara cati infizierten Katzen mit einer
Dosis von 6 ml Kokoswasser/Tag an den Tagen 25.11.-29.11.2003 (Pfeile).

4.6.7. Wirkung auf Taenia taeniaeformis

Die ausschlieBliche Untersuchung bei den mit Taenia taeniaeformis infizierten Katzen auf
reife Eier im Kot stellte sich als sehr ungenau heraus. Daher wurde ein Behandlungserfolg-
bzw. Nichterfolg anhand des Auftretens bzw. Nichtauftretens von Proglottiden am After der
Tiere bewertet. Bei beiden Tieren konnten vom Tag nach der 1. Behandlung keine
Proglottiden mehr beobachtet werden. An den Tagen nach der 2. und 3. Behandlung
schieden beide Tiere im Vergleich zu den Beobachtungen vor der Behandlung vermehrt
Proglottiden aus. Bei Tier Nr. 1 konnten nach der 4. Behandlung keine Wurmstiicke mehr am
After festgestellt werden. Katze Nr. 2 war erst ab der 5. Behandlung wurmfrei (Tab. 4.32.).
Beide Katzen schieden auch nach einer mehrwdchigen Kontrolle keine Proglottiden mehr

aus.
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Tab. 4.32.:Behandlung von mit Taenia taeniaeformis infizierten Katzen mit Kokoswasser
e Die Versuchstiere wurden an den Tagen 23.04.04-27.04.04 mit jeweils 6 ml Kokoswasser/Tag
behandelt.

e Die Anzahl der ausgetretenen Proglottiden: ++ = viele, + = wenige, - = keine

Katze Behandlung 23.10.04 24.10.04 | 25.10.04 | 26.10.04 | 27.10.04 | 28.10.04
Kimba 5x6ml + - ++ + + -
Kokoswasser/Tag
Tico 5x6ml + - ++ ++ - B
Kokoswasser/Tag

4.6.8. Wirkung auf Trichomonas muris

Bei der Sektion der mit unterschiedlichen Konzentrationen des Extrakis CHLO 1
behandelten Gerbils (Kap. 4.5.5.) zeigten alle Versuchstiere bei der mikroskopischen
Untersuchung des Blinddarms einen Befall mit Trichomonaden. Auch bei den Tieren Nr. 26,
27 und 28, die mit einer Dosis von 6,0 g CHLO_1/kg KGW Gerbil (940 g Trockengewicht/kg
KGW) behandelt worden waren, konnte ein verbliebener starker Befall mit Trichomonaden im
Vergleich zu den unbehandelten Infektionskontrollen Nr. 1-5 beobachtet werden (Abb. 4.22.).

Abb. 4.22.: Blinddarm-Abstrich
aus einem mit 6,0 g CHLO_1
behandelten Gerbil. Die
Trichomonaden wurden mit einer
Methylenblau-Féarbung sichtbar
gemacht.

4.5.9. Wirkung auf Eimeria papillata

Die an zwei aufeinander folgenden Tagen mit einer Dosis von je 0,8 g CHLO_1/kg KGW
Maus (128 g Trockengewicht’/kg KGW) behandelten Tiere Nr. 2 und 3 zeigten beginnend mit
der Kotprobe am Tag 5 keine Veranderung in der Oocystenausscheidung im Vergleich zum
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Kontrolltier Nr. 1. Bei allen Versuchstieren konnte eine gleichbleibend hohe Ausscheidung
beobachtet werden (Tab. 4.33.).

Tab. 4.33.: Oocystenausscheidungsrate einer mit E. papillata infizieren Maus nach 2maliger
Behandlung mit CHLO_1.
e Anzahl der Oocysten in den Fazes: +++ = sehr hoch, ++ = hoch, + wenig, - = keine

Maus Nr. Dosis CHLO_1 Trockengewicht Anzahl  Oocysten
[o/kg KGW Maus] [9/kg KGW Maus] im Fazes ab Tag 5
p.i.
1 Infektionskontrolle Infektionskontrolle | +++
0,8g/Tag 128 .t
0,8g/Tag 128 +++

4.7. In-vitro-Behandlungsversuche von unterschiedlichen Parasitenspezies

4.7.1. Aktivitatstberprifung bei Hymenolepis microstoma

Alle in 1 mg der Fraktion 4 (Kap. 4.2.4.3.) inkubierten Cestoden zeigten bei Inokulation der
Wiirmer in das vorbereitete Well noch das normale, mit den Kontrollwirmern vergleichbare
Bewegungsmuster. Nach etwa 15 min traten dann aber starke Zuckungen und krampfartige
Bewegungen vor allem im Kopfbereich auf. Nach weiteren 15 min waren alle Bandwirmer
tot. Als Besonderheit konnte hier bei den behandelten Cestoden beobachtet werden, dass
sich die Proglottiden an den daflir vorgesehenen Abschnirungsstellen vom Rest des
Wurmkérpers trennten oder an diesen Stellen stark eingeschnurt erschienen. Die
Kontrollwirmer blieben bis zum Abbruch des Experiments Uber mehr als 6 h voll
bewegungsfahig.

Tab. 4.34.: In-vitro-Assay zur Uberpriifung der Aktivitit der Fraktion 4 auf Hymenolepis microstoma
NB = normale Beweglichkeit, M = motil, Reaktion auf BerGhrungsreiz, T = Inkubationszeit [h]

Ansatz T=0 | T=" | T="1 T=1 T=2 T=3 T=4 T=6 T=8
Kontrolle NB NB NB NB NB NB NB NB NB
Fraktion 4 NB M tot - - - - - -

4.7.2. Aktivitatsuberpriifung bei Fasciola hepatica

Im Vergleich zu den Kontrollwirmern konnten bei den mit 1 mg der als aktiv getesteten
Fraktion 4 inkubierten Trematoden gleich zu Anfang starke Zuckungen und
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Lahmungserscheinungen beobachtet werden. Nach etwa 30 Minuten zeigte sich jedoch ein
zu den Kontrollwlrmern identisches Verhalten. Nach einer Inkubationszeit von 3 Stunden
konnte bei den mit dem Wirkstoff inkubierten Tieren eine starke Abnahme der
Bewegungsfahigkeit beobachtet werden, nach 4 Stunden waren alle Tiere tot (Tab. 4.35.).
Die Kontrolltiere zeigten aber wahrend der gesamten Versuchsdauer von 8 Stunden eine
gleichbleibende Bewegungsfahigkeit.

Tab. 4.35.: In-vitro-Assay zur Uberpriifung der Aktivitat der Fraktion 4 auf die Trematodenart Fasciola
hepatica

NB = normale Beweglichkeit, M = motil, Reaktion auf BerGhrungsreiz, T = Inkubationszeit [h]

Ansatz T=0 T=1 T=1 T=2 T=3 T=4 T=6 T=8
Kontrolle NB NB NB NB NB NB NB NB
Fraktion 4 M NB NB NB M tot - -

4.7.3. Aktivitatsuberprifung bei Echinostoma caproni

Die in 1 mg der Fraktion 4 inkubierten Exemplaren von E. caproni zeigten gleich zu Anfang
leichte Zuckungen, die sich aber nach ca. ¥z h wieder normalisierten. Nach 3 h konnte bei
allen behandelten Wirmern eine leichte LAhmung beobachtet werden, nach einer weiteren
Stunde waren alle Trematoden in diesem Ansatz tot. Hingegen zeigten alle Trematoden des

Kontrollansatzes Uber mehr als 6 h volle Bewegungsfahigkeit (Tab. 4.36).

Tab. 4.36.:In-vitro-Assay zur Uberpriifung der Aktivitat der Fraktion 4 auf die Trematodenart
Echinostoma caproni

NB = normale Beweglichkeit, M = motil, Reaktion auf BerGhrungsreiz, T = Inkubationszeit [h]

Ansatz T=0 T="% T=1 T=2 T=3 T=4 T=6 T=8

Kontrolle NB NB NB NB NB NB NB NB

Fraktion 4 M NB NB NB M tot - -
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4.8. Morphologische Untersuchungen am Parasitenmodell Trichuris muris

4.8.1. Lichtmikroskopische Untersuchungen der Totalpréaparate

Kontrolle

Bei allen méannlichen T. muris- Nematoden war das Hinterende stets eingerollt. Dadurch
lieBen sie sich leicht von den Weibchen unterscheiden (Abb. 1). Der Hodenschlauch
erschien leicht gewunden und nahm, neben dem Darm, den gesamten Querschnitt des
Wurms ein (Abb. 7). Das fir die Mannchen typische, dunkelbraune Spiculum saB in einer
Spiculumscheide, die nach auBen fluhrte und mit kleinen Hakchen besetzt war (Abb. 87). Die
weiblichen Trichuris muris waren etwas grdéBer und breiter und besaBen ein leicht
abgerundetes Hinterende (Abb. 86). Die Vagina mindete etwa im hinteren Drittel des
Wurms. Bei allen Tieren war der Uterus prall gefillt mit reifen, braunen Eiern (Abb. 10). Das
Ovar enthielt zahlreiche, dicht an dicht liegenden Oozyten unterschiedlicher
Entwicklungsstufen (Abb. 11).

Dosis 0,29 CHLO 1/kg KGW Gerbil
Bei den mannlichen Nematoden zeigte sich eine Schrumpfung des Hodenschlauchs um

etwa 1/3 des Durchmessers (Abb. 8). An einigen Stellen konnten kleine Deformationen der
Hodenschlauchoberflache beobachtet werden. Bei den weiblichen Wirmern bildeten sich
kleine Hohlraume zwischen den Oozyten (Abb. 12). Die Eier im Uterus lagen teilweise frei -
ohne Wandkontakt.

Dosis 0,4 g CHLO 1/kg KGW Gerbil
Auch hier erschien der Hodenschlauch in seinem Durchmesser wesentlich kleiner als bei

den Kontrollwlirmern. Im Vergleich zu der niedrigeren Dosierung von 0,2 g CHLO_1/kg KGW
Gerbil zeigten sich vermehrt Deformierungen der Hodenschlauchoberflache. Auch in den
Keimzonen der Weibchen bildeten sich an mehreren Stellen Zwischenrdume. Bei vielen
Nematoden zeigten sich Deformationen bzw. Unebenheiten in der Oberflachenstruktur des
Ovars. Im Uterus befanden sich sehr wenige reife Eier.

Dosis 2 g CHLO 1/kg KGW Gerbil
Bei beiden Geschlechtern nahmen die Oberflachendeformationen an Hodenschlauch und

Uterus bzw. Ovar stark zu. Der Hodenschlauch war auf etwa die Halfte seines Volumens
geschrumpft und erschien in seiner Oberflachenstruktur sehr uneben. Die Oozyten und die

Eier lagen bei vielen Weibchen frei, ohne Wandkontakt im Uterus bzw. im Ovar (Abb. 13).

93

Das Dokument wurde erstellt mit PDF/A Quick Master von soft Xpansion, www.soft-xpansion.de



3. Ergebnisse

Dosis 4 g CHLO 1/kg KGW Gerbil
Die gefundenen Nematoden waren stark bewegungseingeschrankt und erschienen leicht

milchig-trib. Der Hodenschlauch war bei den Mannchen auf etwa 1/3 seines Durchmessers
geschrumpft (Abb. 9). Bei einigen weiblichen Nematoden waren Uterus und Ovar zerrissen.
In der Keimzone waren die Oozyten und Oogonien als solches nicht mehr zu erkennen (Abb.
14).

Dosis 6 g CHLO 1/kg KGW Gerbil
Die bei der Nekropsie gefundenen 4 mannlichen Nematoden wurden aufgrund ihrer stark

milchigen Tribung und offenbaren Degeneration nicht mehr betrachtet.

4.8.2. Semi-Diinnschnitte

4.8.2.1. Kutikula, Hypodermis Muskulatur und Nervensystem

Kontrolle

Die im Querschnitt drehrunden Nematoden besaBen eine kréaftige Kutikula. Die darunter
liegende Hypodermis war bei allen betrachteten Exemplaren schwach ausgebildet. Die
Muskelzellen waren vom Polymyaria-Typ und bestanden aus einem kontraktilen Teil mit
zahlreichen Myosinfilamenten und einem nichtkontraktilen Teil (Abb. 15), der Strukturen wie
Zellkern und Mitochondrien besaB und dessen Ausldufer als Axone zu den dorsalen und

ventralen Nervenleisten zogen (Abb. 16).

0,29 CHLO 1/kg KGW Gerbil
Die untersuchten Nematodenquerschnitte waren nicht mehr von drehrunder Gestalt. Die

Kutikula erschien teilweise dachziegelartig. In der Hypodermis sowie in den dorsalen und
ventralen Nervenstrangen lieBen sich kleine Vakuolen erkennen. In einigen Tieren hatte sich
zwischen der Hypodermisleiste und den kontraktilen Teilen der Muskelzellen ein Spalt
gebildet (Abb. 17).

0,4 g CHLO 1/kg KGW Gerbil
Die normalerweise drehrunden Nematoden waren stark deformiert. Die Kutikula erschien bei

allen untersuchten Exemplaren dachziegelartig. Die darunter liegende Hypodermis war an
vielen Stellen vakuolisiert. Bei einigen Nematoden hatten sich Freirdume zwischen den sonst
lickenlos nebeneinander liegenden Muskelzellen gebildet. Die nichtkontraktilen Bereiche der

Muskulatur waren meist aufgeldst oder vakuolisiert. Aufféllig war bei allen untersuchten
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Exemplaren eine VergréBerung und Vakuolisierung des dorsalen und ventralen
Nervenstrangs (Abb. 18).

4 g CHLO 1/kg KGW Gerbil
Die Nematoden waren meist vollig deformiert. Die Kutikula erschien stark dachziegelartig.

Die Hypodermis hatte sich in fast allen untersuchten Exemplaren teilweise von Kutikula und
Muskulatur getrennt und erschien stark vakuolisiert. Sowohl der kontraktile als auch der
nichtkontraktile Bereich der Muskulatur war an vielen Stellen massiv geschadigt. Zwischen
den einzelnen Muskelzellen und den Hypodermisstrangen haben sich deutlich sichtbare
Hohlrdume gebildet. Die Nervenstrange erschienen stark vergrdBert und waren bei vielen
Exemplaren véllig vakuolisiert (Abb. 20, 21, 22, 23).

4.8.2.2. Darm

Kontrolle
Der Darm besaBB zum Lumen hin stets einen Mikrovillisaum, zum Pseudocoel hin wurde er

durch eine dicke Basallamina abgegrenzt (Abb. 24).

0.2 g CHLO 1/kg KGW Gerbil
Bei der lichtmikroskopischen Betrachtung lieB sich kein Unterschied zu den Kontrollwirmern
feststellen (Abb. 25).

0.4 g CHLO 1/kg KGW Gerbil
Das Darmepithel erschien starker vakuolisiert als bei den Kontrollwirmern.

29 CHLO 1/kg KGW Gerbil
Das Darmepithel erschien starker vakuolisiert als bei den Kontrollwirmern (Abb. 26).

4 g CHLO 1/kg KGW Gerbil
Das Darmepithel erschien starker vakuolisiert als bei den Kontrollwirmern (Abb. 27).

4.8.2.3. Weibliches Geschlechtssystem

Kontrolle
Der Uterus war mit ovalen Eiern gefillt. Im Ovar lagen die Oozyten dicht nebeneinander und
wurden zum Pseudocoel durch eine diinne Basallamina abgegrenzt (Abb. 29).
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0,29 CHLO 1/kg KGW Gerbil
Der Uterus zeigte in seiner Struktur keinen Unterschied zur Kontrolle. Im Ovar lagen die

auBeren Oozyten nicht mehr im engen Kontakt. Es hatten sich kleine Freirdume zwischen
ihnen gebildet (Abb. 31).

0,49 CHLO 1/kg KGW Gerbil
Bei einigen untersuchten Nematoden waren die Eier deformiert. Die Vitellinschicht und die

darunter liegenden Schichten hatten sich an einigen Stellen gefaltet und vom Ei abgeldst
(Abb. 30). Die AuBenwand des Uterus war bei einigen Exemplaren leicht ausgefranst und
erschien uneben. Bei allen untersuchten Exemplaren hatte sich die Basallamina des Ovars
von den Oozyten geldst und erschien gefaltet. Der dichte Verband der Oozyten hatte sich
gelockert, und es hatten sich groBe Freirdume gebildet (Abb. 32, 33).

4 g CHLO 1/kg KGW Gerbil
Auch hier erschienen bei den meisten Weibchen die Eier deformiert. Die AuBenwand des

Uterus war bei allen untersuchten Exemplaren stark ausgefranst, die Basallamina hatte sich
an einigen Stellen vom Uterus abgelést. Bei einigen Weibchen war die Basallamina des
Ovars vollstandig aufgeldst, so dass die Oozyten frei im Pseudocoel lagen. Bei nahezu allen
untersuchten Nematoden hatte sich die Basallamina an einigen Stellen in ihre

Einzelmembranen aufgetrennt (Abb. 34).

4.8.2.4. Mannliches Geschlechtssystem

Kontrolle

Der Hodenschlauch war meist mehrmals im Querschnitt angeschnitten und zeigte
unterschiedliche Reifestadien der Spermien (Abb. 35). Dabei erfolgte die Reifung von der
Hodenschlauchwand zur Mitte hin (Hittemann 2004). Die Samenblase war von einer starken
Ringmuskulatur umgeben und enthielt die reifen Spermien.

0,29 CHLO 1/kg KGW Gerbil
Bei der lichtmikroskopischen Betrachtung lieB sich kein Unterschied zu den Kontrollwirmern

feststellen.
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0,49 CHLO 1/kg KGW Gerbil
Zwischen den Spermatozyten im Hodenschlauch lieBen sich kleine Vakuolen erkennen (Abb.
36).

4 g CHLO 1/kg KGW Gerbil
Alle untersuchten mannlichen Nematoden zeigten Vakuolisierungen im Bereich der

Spermien (Abb. 37). Bei einigen Exemplaren war der Hodenschlauch so stark geschadigt,
dass sich keine Zellstrukturen mehr erkennen lieBen (Abb. 38). Es zeigten sich ebenfalls
Vakuolen in der Ringmuskulatur des Hodenschlauchs und die abschlieBende Basallamina

schien sich abzutrennen.

4.8.3. Ultradiinnschnitte

Kontrolle

Alle Nematoden zeigten im Querschnitt eine mehrschichtige Kutikula. Die darunter liegende
ca. 2 um dicke Hypodermis enthielt Strukturen wie Zellkerne, freie Ribosomen und
Mitochondrien. Die Muskelzellen bestanden aus einem kontraktilen Bereich mit deutlich
sichtbaren Myosinfilamenten und Z-Zonen, der nichtkontraktile Teil enthielt den Zellkern,
zahlreiche Mitochondrien (Abb. 51, 52) wund Glykogenablagerungen, die im
Elektronenmikroskop als dunkle Granula (Abb. 50) erschienen. Jede Muskelzelle war von
einer Basallamina umschlossen und lag dicht an dicht mit der benachbarten Muskelzelle. Die
Muskelzellauslaufer zogen zu den dorsalen und ventralen Nervenstrangen. Alle Axone
waren ebenfall von einer Basallamina umschlossen (Abb. 57). Bei den weiblichen
Nematoden zeigten sich auf den Oberflachen der Oozyten kurze Mikrovilli (Abb. 71). Sie
lagen dicht an dicht und wurden zum Pseudocoel hin durch eine Basallamina abgrenzt. Bei
den mannlichen Nematoden war ebenfalls der Hodenschlauch von einer Basallamina
umgeben. Die Spermatogonien lagen an der Wand des Schlauches und reiften zur Mitte hin
tber Spermatozyten | und Il zu reifen Spermien (Abb. 61). Die Samenblase war umgeben
von einer Ringmuskulatur, die von auBen durch eine aufliegende Basallamina abgegrenzt
wurde. Das Darmepithel beider Geschlechter enthielt neben einzelnen Vakuolen, freien
Ribosomen, Mitochondrien und Zellkernen zum Lumen hin einen dichten Mikrovillisaum.
Nach auBen wurde der Darm durch eine Basallamina vom Pseudocoel abgegrenzt (Abb. 66).

Behandelte Nematoden

Wie schon die Semidinnschnitte zeigten, lieB sich mit steigender Dosierung der CHLO_1
eine vermehrte Vakuolisierung der Hypodermis erkennen. Bei einer Behandlungsstufe von
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0,2 g CHLO_1/kg KGW Gerbil waren solche Strukturschdden nur vereinzelt in einigen
Bereichen der Hypodermis festzustellen. Bei den hoheren Dosierungen von 2-4 ¢
CHLO_1/kg KGW Gerbil zeigten sich vermehrt Vakuolisierungen der Hypodermis (Abb. 53,
55). Bei Betrachtung der Kutikula lieBen sich keine Strukturverdnderungen erkennen. Bei
einer Dosierung von 0,2 g CHLO_1/kg KGW Gerbil konnten keine Schaden in den
kontraktilen Bereichen der Muskulatur festgestellt werden. Jedoch zeigte sich bei einigen
Exemplaren im Bereich des Zellkontaktes an einigen Stellen eine Auflésung der
Basallamina. Dieser Effekt wurde bei steigender Dosierung deutlich sichtbar. Zwischen den
kontraktilen Teilen erschien die Basallamina aufgelést, wodurch sich zwischen den
benachbarten Muskelzellen und zur Hypodermis hin groBe Zwischenrdume gebildet haben.
Bei der ndherer Betrachtung der nichtkontraktilen Muskelbereiche zeigten diese schon bei
einer Konzentration von 0,2 g CHLO_1/kg KGW Gerbil eine Schadigung. Der gesamte
Zellinhalt erschien stark lysiert, viele Mitochondrien erschienen geschwollen und abgerundet
(Abb. 56). Auch hier zeigten sich bei zunehmender Konzentration Schaden in der
umgebenden Basallamina. Die Basallamina der zu den dorsalen und ventralen
Nervenstrangen ziehenden Muskelzellauslaufer hatte sich teilweise komplett von diesen
abgeldst und es hat sich ein Spalt gebildet (Abb. 58, 59, 60). Die elektronenmikroskopische
Betrachtung der Nervenstrange zeigte auch bei der niedrigen Konzentrationen von 0,2 g
CHLO_1/kg KGW Gerbil einen gut sichtbaren Spalt zwischen der Hypodermisleiste und den
benachbarten Muskelzellen (Abb. 59). Bei einer Konzentration von 4 g CHLO_1/kg KGW
Gerbil wirkten die Axone in den dorsalen und ventralen Nervenstrangen im Vergleich zu den
Kontrollwirmern stark vergréBert und vakuolisiert (Abb. 58). Die Anzahl der Mikrotubuli in
den Axonen erschien verringert. Auch die Basallamina des Ovars bei den weiblichen
Nematoden zeigte eine Schadigung. In Abbildung 75 ist deutlich die Trennung der Lamina in
ihre Einzelmembranen zu erkennen. Die Oozyten zeigten deutliche
Oberflachenveranderungen. Die aufliegenden Mikrovilli waren abgetrennt und ungeordnet
(Abb. 74). Die einzelnen Eizellen lagen nicht mehr im Zellverband. Bei einer Konzentration
von 4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil erschienen die Eier im Uterus deformiert. Deutlich sichtbar
hatte sich die aufliegende Vitellinschicht an einigen Stellen vom Ei gelést und erschien in
diesen Bereichen gefaltet (Abb. 73). Viele Mitochondrien im Uterusepithel waren abgerundet
und aufgeldst. Strukturschaden in den Geschlechtsprodukten der Mannchen lieBen sich bei
Konzentrationen von 0,4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil feststellen. In allen Reifestadien der
Spermien erschienen die Mitochondrien stark vakuolisiert (Abb. 64). Auch die dem
Hodenschlauch aufliegende Basallamina war stark geschadigt (Abb. 63). Dadurch wirkte die
Oberflache in einigen Bereichen unebenen und gefaltet. Der Darm beider Geschlechter
zeigte erst bei einer Dosierung von 2 g CHLO_1/kg KGW Gerbil eine sichtbare
Vakuolisierung des Darmepithels (Abb. 69). Auch hier erschienen die Mitochondrien
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abgerundet und vakuolisiert. Bei einer Konzentration von 4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil lieBen
sich keine Zellstrukturen mehr erkennen (Abb. 70). Die abschlieBende Basallamina blieb
jedoch stets unversehrt.

4.9. Morphologische Untersuchungen an Hymenolepis microstoma

4.9.1. Semi-Diinnschnitte

Kontrolle

Der Querschnitt durch einen unbehandelten Cestoden Hymenolepis microstoma zeigte
deutlich die den Wurm durchziehenden Exkretionskandle und das ihm aufgelagerte
Tegument (Abb. 41).

Behandelte Cestoden

Im Vergleich zu den im Querschnitt drehrunden Kontrollwirmern erschien das Tegument der
behandelten Tiere stark dachziegelartig gefaltet (Abb. 42). Im Bereich des Scolex war das
Tegument vollstandig zerstért und lag teilweise nur noch als dinner Film der Oberflache auf.
Die darunterliegenden Muskel- und Parenchymzellschichten zeigten starke Vakuolisierungen
(Abb. 44a). Im Bereich der Saugnéapfe war eine Vakuolisierung der Zellen am stérksten
sichtbar (Abb. 44b).

4.9.2. Ultradinnschnitte

Kontrolle

Bei der Betrachtung der Ultradiinnschnitte mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie
zeigte sich das die Oberflache umgebende Tegument mit den aufliegenden Mikrotrichen. Die
syncytiale Schicht enthielt zahlreiche Mitochondrien und erschien stark elektronendicht durch
viele polysaccharidhaltige Organellen (Abb. 77, 78) (Mehlhorn und Piekarski, 1998).

Behandelte Cestoden

Eine véllige Zerstérung des Teguments zeigte sich vor allem in den Bereichen des Scolex
und der Sprossungszone. In diesen Bereichen erschien das Tegument stark vakuolisiert, und
die Mikrotrichen waren vollstandig verschwunden (Abb. 79). Die im Syncytium liegenden
Mitochondrien erschienen geschwollen und abgerundet. Die ansonsten homogene
Basallamina war stark vakuolisiert. Zwischen Muskel- und Parenchymzellen hatten sich
deutlich Spaltrdume gebildet (Abb. 80). Bei der Betrachtung der hinteren Segmente zeigte
sich das Tegument weniger stark beschéadigt. In einigen Bereichen erschienen die
Mitochondrien abgerundet und vakuolisiert. Eine Schadigung der Basallamina sowie eine
Bildung von Hohlrdumen konnte ebenfalls beobachtet werden
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5. Diskussion
5.1. Identifizierung des aktiven Wirkstoffs aus der Kokosnuss

Dass die Kokosnuss eine Aktivitdt auf Nematoden der Art Trichostrongylus colubriformis
(StraBen 2002), sowie auf den ebenfalls im Duodenum parasitierenden Cestoden
Vampirolepis (syn. Hymenolepis) nana (Amorim und Borba 1995) besitzt, war im Vorfeld
dieser Arbeit schon bekannt. Es erschien daher wichtig und sinnvoll die aktive(n)
Komponente(n) zu isolieren und zu analysieren. Dabei konnte eine effektive Trennung der
Extraktkomponenten mit Hilfe der FlUssig-Flussig-Verteilung, gefolgt von einer
Mitteldrucksdulenchromatographie an RP-18-Kieselgel-Material und anschlieBender
Feintrennung auf Dunnschichtchromatographieplatten, erreicht werden. Bei der
abschlieBenden préparativen Dunnschichtchromatographie reicherte sich die aktive
Komponente in einer Bande an, die dann abgeschabt, reeluiert und entweder zur
Uberpriifung der Aktivitat in einem eigens dafiir entwickelten Bioassay verwendet oder fir
die anschlieBende Strukturanalyse herangezogen wurde. Die in dieser Arbeit entwickelte
Screening-Methode hat sich gut bewéahrt, obwohl riesige Mengen an Probenmaterial (600 Q)
fir die Isolation von nur einer sehr geringen Ausbeute der Wirkkomponente (0,5 mg)
verwendet wurden. Auch die Reinigung Uber insgesamt funf Trennungsschritte erwies sich
als enorm zeitaufwandig und fuhrte mit jedem Isolationsschritt zu einem groBen
Substanzverlust. Jedoch standen in dieser Arbeit keine anderen technischen Gerate und
Mittel als die im Material- und Methodenteil aufgefihrten zur Verflgung. Durch die
Entwicklung eines geeigneten Bioassaysystems konnten in ersten Vorversuchen
Ruackschlisse Uber die Natur und die Stabilitdt des aktiven Wirkstoffs gezogen werden. Als
Testorganismen wurden Redien der Trematodenart E. caproni, L1-Larven der Nematodenart
A. cantonensis sowie Adultnematoden von T. muris verwendet. Dabei zeigten nur die
Adultnematoden prazise und vor allem dosisabhangige Resultate bei der Uberpriifung der
einzelnen Extrakte und Fraktionen. Die am Institut fiir Anorganische Chemie der Universitat
Dlsseldorf mit Hilfe der Gas-Chromatographie untersuchte, in in-vitro-Assays als aktiv
bestimmte Probe X4 zeigte in ihrem Massenspektrum 4 Hauptpeaks. Dabei lieBen sich mit
Hilfe der Mainlib-Datenbank die beiden bereits als Bestandteile der Kokosnuss bekannten
Fettsdureglyceride Decanoin und o-Monolaurin identifizieren (Felter und Lloyd 1898). Als
weitere Substanz konnte das bisher als Bestandteil der Kokosnuss unbekannte o-
Hydroxybiphenyl detektiert werden. Eine zu dem Peak Rt =7,99 min zugehérige Substanz
konnte nicht ermittelt werden. Die Uberpriifung einer anthelminthischen Aktivitat von o-
Monolaurin, dem Glycerinderivat der Fettsdure Laurinsaure, fihrte weder in den in-vitro-,

noch in den entsprechenden Tierexperimenten zu einem positiven Ergebnis. Da es sich bei
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der aktiven Komponente der Kokosnuss scheinbar nicht um Fettsdureglyceride handelt,
wurde von einer Uberpriifung von Decanoin abgesehen. Bei der Uberpriifung von o-
Hydroxybiphenyl zeigte sich hingegen ein starker anthelminthischer Effekt auf die in-vitro
behandelten Nematoden. Bei einer Konzentration von 1 mg/ml waren alle behandelten
Wirmer bereits nach 3 h tot. Auch im Tierversuch mit einer Dosis von 160 mg/kg KGW
Gerbil zeigte o-Hydroxybiphenyl eine knapp 100%ige Reduktion der T. muris Nematoden. O-
Hydroxybiphenyl (auch unter der Bezeichnung 2-Phenylphenol bekannt) wird eine
antimikrobielle und fungizide Wirkung nachgesagt und findet Verwendung als
Desinfektionsmittel (BPI, 1999) sowie als Konservierungsmittel von Zitrusfrichten (Beemaert
1973). Eine anthelminthische Wirkung ist nicht bekannt. Bisher stehen nur die polychlorierten
Derivate des Biphenyls (sogenannte PCBs) in Verdacht eine carcinogene Wirkung auf
Menschen zu haben (NTP 2004). Uber eine carcinogene Wirkung von 2- bzw. 4-
Hydroxybiphenyl gibt es keine beweiskraftigen Studien.

Bei der als 4’-hydroxy[1,1 -biphenyl]-4-yl identifizierten Substanz handelt es sich um ein 4-
Hydroxybiphenyl, das mit Glukose gekoppelt ist. Dieses B-D-Glucopyranosid wurde bereits
als Metabolit in Talaromyces helicus (Romero et al. 2005) identifiziert. Bisher wurde diese
Substanz nicht in Pflanzen entdeckt. Es gibt jedoch Hinweise, dass &hnliche
Biphenylglycoside durchaus in verschiedenen Pflanzen vorkommen und viele gerade erst
entdeckt werden. So wurden in einer Studie von Dai et al. (2006) funf neue
Biphenylglycoside  (siehe Abbildung) aus der Frucht des Chinesischen Feuerdorns
(Pyracantha fortuneana) isoliert. Auch in Studien von
Zou et al. (2006) und Jiang et al. (2006) wurden

Pyracantha fortuneana

' 5 ahnliche Biphenylglycoside aus Calophyllum

1 GlcO 1 1'. membranaceum (Fam. Clusiaceae) (siehe Abbildung),
5 ?)H bzw. aus den Blattern der Wollmispel (Eriobotrya

R, Ri o OMe japonica) isoliert. Bis auf eine nachgewiesene fungizide

Ry 1 ' o Wirkung gibt es keine Hinweise, ob die genannten

5 ’, gMe Pflanzen und ihre Biphenylglycoside eine

anthelminthische Aktivitat besitzen.

2: Ry = OMe, Ry = Ry = H, Ry = O-Glc
i z: : Co)flg“.zf':zg_g?c:g:::“ 1 Calophyllum membranaceum
B =g =k, =R = B OH Biphenyl Glucosid

HO

OH
(o) S OH
OH
OH
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5.2. Einsatzmdéglichkeiten der Kokosnuss bei parasitischen Erkrankungen

Wirksame Naturstoffe bieten vielerlei neue Anwendungsmdglichkeiten. So kénnen durch
ihren Einsatz die durch die meisten Anthelminthika vorgeschriebenen Wartezeiten von
mehreren Tagen bei Milchkihen und Masttieren vermieden werden, wodurch sich
wirtschaftliche EinbuBen drastisch minimieren lieBen (Blood und Radostits 1995). Auch
Okobauern, die vor allem in Europa groBen Zuspruch finden, hatten eine Méglichkeit, ihr
Vieh natdrlich vor Parasiten zu schltzen, ohne gesetzliche Vorschriften durch die
Verabreichung chemisch-synthetischer Mittel zu verletzen (EG-Verordnung 2005).
Problemparasiten in den meisten Masttierbestdnden ist der Spulwurm bei Schweinen
(Stewart und Hale 1988, Kano und Makiya 2001), des weiteren spielen auch
Trichostrongyliden-Infektionen bei Wiederkduern (Fritsche et al. 1993, Zajak 2006) eine
groBe Rolle. Vor allem bei der Behandlung von Trichostrongyliden-Infektionen haben sich
gegen Benzimidazole, Levamisole und Avermectine Resistenzen gebildet (Beveridge et al.
1990, Besier et al. 1993, Gill und Lacey 1998, Macchi et al. 1999). Daher ist die Suche nach
neuen, wirksamen Medikamenten sehr wichtig. Vielen Naturstoffen, wie z.B. Knoblauch
(Grundzinski et al. 2001, Bany et al. 2003), wird eine Wirkung gegen Helminthen
zugeschrieben, aber nur sehr wenige zeigen tatséchlich eine ausreichende Aktivitat.

Der in dieser Arbeit gewahlte Testparasit Trichuris muris eignet sich in sofern besonders gut
zur Wirksamkeitstberprifung von Medikamenten, da dieser Parasit einige Besonderheiten
mit sich bringt. Peitschenwirmer, auch die des Menschen (T. ftrichiura) gelten als sehr
hartnéckige Parasiten und sind mit vielen handelsiblichen Anthelminthika wie beispielsweise
Pyrantel oder Albendazol nur schwer zu entfernen (McFarland und Howes 1972, Léscher et
al. 1999) (siehe Tabelle).

Wirkungsspektrum verschiedener Anthelminthika (Ungemach, 1999)
Thia- Me- Al- Fen- Feb- | Pyr- | Mor- | Aver- Piper-
bendazol | bendazol | Bendazol | bendazol | antel | antel | antel | mectin | azin
Trichuris - XX - (x) (x) - - () 0
(Rind, Schaf)
Haemonchus XX XX XX XX XX (xx) XX XX 0
(Rind, Schaf)
Ostertagia (x) (xx) XX XX XX (xx) (xx) XX (x)
(Rind, Schaf)
Trichostrongylus | xx XX XX XX XX (x) (xx) XX 0
(Rind, Schaf)
Wirksamkeit: xx: >90% Angaben in Klammern: Wirkung nur gegen adulte Formen
x: >80%
-1 <80%
0: unzureichend oder nicht vorhanden

Zusatzlich sind sie mit dem gesamten Vorderteil tief im Epithel der Mukosa verankert (Lee
und Wright 1978; Harder in Mehlhorn 2001, Tilney et al. 2005) (Abb. 5) und nehmen ihre
Nahrung nicht durch den Mund sondern durch die Kutikula auf (Lee und Wright 1978). Auch
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die Juvenilstadien des Peitschenwurms bieten eine Besonderheit. Sie dringen wahrend ihrer
Larvalentwicklung in die Epithelzellen der Mukosa des Darms ein (Panesar 1981) und sind
dann fir extrazellular bzw. extraintestinal wirkende Anthelminthika nur schwer erreichbar.

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Behandlungsversuche (Kap. 4.5.5.) haben deutlich
gezeigt, dass mit einer ausreichenden Menge Kokosnussfleisch (6 g CHLO_1/kg KGW
Gerbil) eine véllige Reduktion der Trichuris muris-Nematoden erreicht wird, ohne auBerlich
sichtbare Nebenwirkungen bei den Versuchstieren zu erzeugen. Eine solche Reduktionsrate
ist fir einen reinen Naturstoff bemerkenswert. Auch mit einer 10-fach niedrigeren Dosis von
0,2 g CHLO_1, bzw. 0,4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil konnten immerhin noch 67,5 % bzw. 76
% der Nematoden aus dem Wirtsgewebe eliminiert werden. Vergleichbare Reduktionsraten
konnten bei mit T. muris infizierten Mausen nach einer einmaligen Behandlung von 0,2 ml
Profender®/kg KGW Maus erzielt werden. Auch hier flhrte die Behandlung zu einer
vollstdndigen Eliminierung der Parasiten aus dem Wirtsgewebe (Fese 2005). In einer Studie
von Rajasekariah et al. (1991) konnten mit einer Dosis von 12,5 mg Oxantel’lkg KGW Maus
100% der T. muris Nematoden aus dem Wirtstier vertrieben werden. Im Vergleich dazu
zeigte eine Dosis von 150 mg Albendazol’kg KGW Maus eine Reduktion der Nematoden von
nur 53%. Die Applikation von 12,5 mg Mebendazol’kg KGW Maus erreichte eine Reduktion
der Nematoden von 70%. Die 3-malige Behandlung mit 0,4 ml des flissigen Endosperms
der Kokosnuss konnte in einer vorangegangenen Studie nahezu 80% der Trichostrongylus
colubriformis Nematoden aus dem Wirtsgewebe eliminieren (StraBen 2002). Der Vergleich
der einzelnen Studien verdeutlicht die gute anthelminthische Wirksamkeit der Kokosnuss,
wobei nicht zu verachten ist, dass hier niemals der reine, isolierte Wirkstoff verabreicht

wurde.

Gute Medikamente sollten gegen eine Vielzahl von unterschiedlichen Parasitenspezies
helfen. So gibt es nur wenige Medikamente, wie beispielsweise Benzimidazole, die gegen
Cestoden und Nematoden gleichzeitig wirken (Hutchison et al. 1975). Um eine
Einsatzmdglichkeit der Kokosnuss auf verschiedene Parasitenspezies zu Uberprifen,
wurden unter anderem Bandwilrmer (H. microstoma, H. diminuta, T. taeniaeformis),
Trematoden (F. hepatica, E. caproni), weitere Nematodenarten (7. cati, A. cantonensis) und
einige Vertreter der Protozoen (T. muris, E. papillata) als zuséatzliche Testorganismen
gewahlt. Dabei zeigten sich bei den im Kapitel 4.7. durchgefiihrten in-vitro-Experimenten
Aktivitaten, sowohl bei den Cestoden der Art H. microstoma, wie auch bei den Trematoden
der Arten E. caproni und F. hepatica. Bei den in Kapitel 4.8. durchgefihrten in-vivo-
Experimenten konnten lediglich Cestoden der Art H. diminuta und T. taeniaeformis und
Nematoden der Art T. cati erfolgreich beseitigt werden. Es handelt sich hierbei ausschlieBlich

um intestinal parasitierende Parasitenspezies. F. hepatica, E. caproni und die Cestodenart
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H. microstoma, die in den in-vitro-Versuchen mit dem Kokosextrakt geschadigt wurden,
konnten in-vivo nicht abgetdtet werden. Dabei spielen eine Vielzahl von Faktoren bei der
Aktivitat eines Wirkstoffs auf einen Parasiten eine Rolle. Wo und in welchem Gewebe ist der
Parasit lokalisiert? Wie wird der Wirkstoff vom Wirtstier absorbiert? Auf welchem Weg
gelangt der Wirkstoff in den Parasiten? Wie und vor allem wie schnell wird der Wirkstoff aus
dem Wirtstier eliminiert? Aufgrund der Behandlung von verschiedenen Parasitenstdmmen
und -klassen, die zudem noch in den unterschiedlichsten Wirtsgeweben vorkommen und
durch den Vergleich der Ergebnisse aus den in-vitro-Versuchen, kénnen Rickschlisse auf
eine eventuelle Wirkweise gezogen werden. Wie bereits erwahnt, konnten in dieser Arbeit
lediglich Darmnematoden, wie z.B. Trichuris muris und Toxocara cati, eliminiert werden
sowie die ebenfalls im Darm parasitierenden Cestodenarten Hymenolepis diminuta und
Taenia taeniaeformis. In bereits vorangegangen Studien (StraBen 2002) konnte ebenfalls ein
Behandlungserfolg beim Darmnematoden Trichostrongylus colubriformis festgestellt werden.
Zwar zeigte sich in den in-vitro-Versuchen bereits nach wenigen Minuten eine Wirkung auf
Cestoden der Art H. microstoma, in den Tierexperimenten konnten diese jedoch auch mit
einer mehrmaligen Applikation des Extraktes nicht reduziert werden. Bei der Behandlung der
verwandten Cestodenart H. diminuta reichte bereits eine einmalige Verabreichung des
Extraktes CHLO_1 aus, um alle Parasiten aus dem Wirtstier zu vertreiben. Studien von
McCracken et al. (1992) wiesen darauf hin, dass mit einer dreimaligen Verabreichung von
Albendazol eine Reduktion der H. microstoma Cestoden von 50% erreicht werden konnte,
hingegen eine vergleichbar niedrige einmalige Dosis auch hier ausreichte, um alle H.
diminuta Cesoden abzutdten. McCracken et al. (1992) gehen davon aus, dass H.
microstoma resistenter gegen Anthelminthika ist als H. diminuta. Ein Vergleich aller in dieser
Arbeit durchgefuhrten in-vitro-Versuche mit den entsprechenden Tierexperimenten spricht
jedoch fir eine andere Hypothese. Entweder wird der Wirkstoff vom Wirtstierorganismus
intrazellular nicht aufgenommen, oder die Menge, die letztendlich das Zielgewebe des
Parasiten erreicht, ist nicht ausreichend um diesen zu eliminieren. Im Fall von H. microstoma
wurden die in den Gallengangen der Wirtstiere befindlichen Scolices und Proliferationszonen
der Cestoden von dem Wirkstoff nicht geschédigt. Lediglich die in den Darm ragende
Strobila wurde zerstért. Im Fall von F. hepatica und E. caproni zeigten die Tierexperimente
ebenfalls keinen Erfolg. Auch die Behandlung der intrazellular in den Epithelzellen der
Mukosa liegenden Juvenilstadien von T. muris fihrte zu keinem positiven Ergebnis. Nach
einer Behandlung mit einer fir die adulten Nematoden lethalen Wirkstoffmenge von 6,0 g
CHLO_1/kg KGW Gerbil konnte bei den durchgefiihrten Kotuntersuchungen an den Tagen
45, 47 und 48 p.i. eine mit den Kontrolltieren vergleichbare Anzahl von Eiern nachgewiesen
werden. Eine Behandlung von mit A. cantonensis infizierten Ratten mit dem Extrakt fUhrte

nicht zu einer Eliminierung der in den Lungenpulmonalarterien parasitierenden
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Adultnematoden. Jedoch wurde zum Zeitpunkt der Behandlung ein GroBteil aller Larven L1,
die mit dem Kot ausgeschieden wurden abgetétet. Mit Beendigung der Therapie wurden
wieder lebende Larven mit den Fazes abgesetzt. Die Ergebnisse fihren zu der Annahme,
dass das als aktiv bestimmte Biphenylglycosid 4°-hydroxy[1,1"-biphenyl]-4-yl entweder vom
Wirtstierorganismus nicht absorbiert, also nicht intrazellular aufgenommen wird, zu einer
inaktiven Form abgebaut oder zu schnell ausgeschieden wird. In einer Studie von Bartels et
al. (1998) wurde die Absorption von ortho-Hydroxybiphenyl bei Mausen, Ratten und beim
Menschen getestet. Innerhalb von 48 h nach der oralen Gabe von 15-800 mg o-
Hydroxybiphenyl/kg KGW wurde ca. 90% mit dem Urin wieder ausgeschieden. Innerhalb von
8 h erfolgte die Ausscheidung von o-Hydroxybiphenyl Gber den Urin nach einer dermalen
Applikation beim Menschen. Die Ergebnisse zeigen zum einen, dass o-Hydroxybipenyl
durchaus vom Organismus intrazellular aufgenommen wird und die Aufnahme sogar Uber die
Haut erfolgen kann. Zum anderen koénnte dies ein Hinweis darauf sein, dass
Hydroxybiphenyl vom Organismus auch relativ schnell wieder ausgeschieden wird und somit
die Wirkstoffmenge, die das Zielgewebe erreicht, nicht ausreicht um den Parasiten abzutéten
bzw. zu vertreiben. Eine Studie von Douch und Blair (1975) zeigte anhand von A.
lumbricoides und dem Cestoden Moniezia expansa, dass diese unféhig waren, Biphenyle zu
oxidieren und somit abzubauen. Dies kénnte ein Indiz daflr sein, warum Biphenyle diese
Parasiten schadigen, S&ugetiere jedoch in der Lage sind, solche Substanzen zu
verstoffwechseln.

Obwohl E. caproni als Adultwurm im lleum bzw. im Jujenum des Dinndarms parasitiert
(Nollen 1996, Hosier und Fried 1991), scheint die Menge, die den Parasiten erreicht, nicht
auszureichen um  diesen  sehr  widerstandsfdhigen  Trematoden  abzutéten.
Behandlungsexperimente mit den Protozoen Trichomonas muris und Eimeria papillata

zeigten in beiden Fallen keine Erfolge.

5.3. Morphologische Befunde

Die in dieser Arbeit durchgeflihrten raster- und transmissionselektronenmikroskopischen
Untersuchungen an Trichuris muris Nematoden sollten eventuelle morphologische Schaden,
die aufgrund einer Behandlung mit Kokosnuss entstanden sein kdnnten, zeigen. Dazu
wurden bei beiden Untersuchungsmethoden méannliche und weibliche Adultnematoden aus
behandelten und unbehandelten Gerbils verwendet und nach der in Kapitel 3.5.
beschriebenen Methoden prapariert. Die rasterelektronenmikroskopischen Befunde zeigten
bei beiden behandelten Geschlechtern eine deutliche Deformierung des gesamten

Wurmkorpers. Die enger liegende Kutikularingelung, die stets ausgefahrenen Spicula bei
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den mannlichen Nematoden und die bereits erwahnte Deformierung deuten dabei auf eine
Verkrampfung der behandelten Nematoden hin. Im Vergleich dazu waren die unbehandelten
Nematoden stets von drehrunder Gestalt, das Spiculum der Mannchen trat nicht zum
Vorschein und auch die Ringelung der Kutikula lag weiter auseinander. Eine oberflachliche
Schéadigung der Kutikula selbst konnte jedoch bei den behandelten Tieren nicht festgestellt
werden.

Bei der Betrachtung der inneren Organe mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie
konnte vor allem bei den stark behandelten Nematoden eine deutliche Schéadigung
verschiedener Gewebe beobachtet werden. Es zeigte sich in allen untersuchten Exemplaren
das gleiche Erscheinungsbild. Bei einer schwachen Dosierung von 0,2 g CHLO_1/kg KGW
zeigten sich Vakuolisierungen in der Hypodermis. Vor allem die Mitochondrien erschienen
abgerundet, geschwollen und zerstért. Auch die nichtkontraktilen Bereiche der Muskulatur
waren teilweise aufgeldst und die Mitochondrien ebenfalls abgerundet und vakuolisiert. Bei
steigender Dosierung konnten zusatzlich Schaden in den kontraktilen Bereichen der
Muskulatur sowie eine Hohlraumbildung zwischen den Muskelzellen beobachtet werden.
Diese Effekte wurden ebenfalls bei einer Behandlung von Heterakis spumosa mit Pyrantel
und Febantel beobachtet (Mehlhorn und Harder 1997). Auch hier bildeten sich bei beiden
Medikationen, die auch bei der Behandlung mit Kokosextrakt festgestellten Spaltrdume
zwischen den einzelnen Muskelzellen. Eine Vergr6Berung der Nervenstrange mit
vakuolisierten Axonen konnte ebenfalls bei der Behandlung mit Febantel beobachtet werden.
Auch hier waren in den Axonen wesentlich weniger Mikrotubuli als bei den unbehandelten
Kontrolltieren. Die charakteristische Ablésung der Basallamina und eine Trennung in ihre
Einzelschichten, der Lamina densa, Lamina rara und der meist noch zusatzlichen fibrillaren
Lamina fibrorectularis (z.B. bei den Oozyten), wurde bei der Behandlung von Nematoden mit
Febantel oder Pyrantel (Mackenstedt et al. 1993, Mehlhorn und Harder 1997) nicht
festgestellt. Bei der Behandlung von Trichuris muris mit Profender®, einem
Kombinationspraparat aus Emodepsid und Praziquantel, konnte weder eine VergréBerung
der Nervenstrange mit einer Vakuolisierung der Axone, noch eine Ablésung der Basallamina
von den umgebenden Geweben beobachtet werden (Frese 2005). Emodepsid, das gegen
Rundwirmer aktiv ist, stimuliert die Rezeptoren an den neuromuskuldren Synapsen und
fihrt zu einer Lahmung und schlieBlich zum Tod des Parasiten (Harder und Samson-
Himmelstjerna 2002). Auch bei der, in der selben Studie eingesetzten Therapie der T. muris
Nematoden mit Advocate®, einem Kombinationspraparat aus Moxidectin, das als
makrozyklisches Lakton die Freisetzung von GABA stimuliert (Reinemeyer und Charles
2003), und dem Insektizid Imidacloprid (BayerCropScience), wurden derartige
Gewebeveranderungen nicht beobachtet. Die gut sichtbare Ablésung der Basallamina vom
Oogonium wurde bei beiden Medikationen ebenfalls nicht festgestellt.
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Bei einer héheren Dosierung zeigte sich als Schadbild vor allem eine teilweise Ablésung der
Hypodermis von der darlber liegenden Kutikula. Die Hohlrdume zwischen den Muskelzellen
und dem ventralen und dorsalen Hypodermisstrang hatten sich vergréBert, so dass die
Muskelzellen nicht mehr als dichter einheitlicher Gewebeverband erschienen. Die Bereiche
der Nervenstrdnge waren meist vollstdndig zerstért. Auch bei der Betrachtung des
weiblichen Geschlechtssystems zeigten sich deutliche Veranderungen in den Ovarien. Im
Unterschied zu den unbehandelten Kontrolltieren, in denen die Oozyten dicht gepackt
aneinander lagen und laut Studien kleine Mikrovilli an den Oberflachen besitzen (MacKinnon
et al. 1992, Hittemann 2004), lagen vor allem die auBeren Oozyten (Oozyten Il) der
behandelten Tiere frei im Ovar. Die AuBenmembran der Ooyzten war stark deformiert und
die Mikrovilli teilweise abgeldst, oder sie lagen ungeordnet an der AuBenseite. Die das
Oogonium umgebende Basallamina erschien, wie bereits erwahnt, stark geweitet und war an
vielen Stellen in ihre Einzelmembranen aufgetrennt. Der Bereich der Rhachis zeigte keine
sichtbaren Schéden. Bei der Betrachtung des Uterus zeigten sich Deformierungen der Eier.
Die einzelnen Schichten der Eischalen lagen dabei weit auseinander und erschienen gewellt.
Die dem Uterus aufliegende Basallamina zeigte das zuvor erwahnte Schadbild. Bei
Dosierungen von 4 g/kg KGW konnten abgerundete und geschwollene Mitochondrien im
Uterusepithel festgestellt werden. Bei der Betrachtung der Geschlechtssysteme der
mannlichen Nematoden konnte ebenfalls eine bereits erwdhnte Ablésung der Basallamina
beobachtet werden. Im Bereich der Hodenmuskulatur zeigten sich viele Vakuolen. Wie auch
in einer Studie von Mackenstedt et al. (1993) konnten in den Spermatozyten und
Spermatiden geschwollene und geschadigte Mitochondrien beobachtet werden. Zwischen
den Spermien erschienen viele Vakuolisierungen und Freirdume. Erst bei hohen
Dosierungen von 2 und 4 g CHLO_1/kg KGW =zeigten sich Schaden in Form von
Vakuolisierungen im Epithel des Darms sowie eine Schadigung der Mitochondrien. Die
abschlieBende Basallamina blieb jedoch unversehrt.

Bei der Betrachtung des Gesamtschadbildes und beim Vergleich mit dem durch andere
Anthelminthika verursachten Schadbildes zeigten sich sowohl Gemeinsamkeiten als auch
signifikante, bisher unbeobachtete Phanomene, wie z.B. die Zerstdérung und Ablésung der
Basallamina und die massive Schadigung der Nervenstrange. Bisher ist meist relativ wenig
tber die Aufnahmeart von Anthelminthika bekannt. So soll Levamisol beispielsweise (ber die
Kutikula aufgenommen werden (Verhoeven et al. 1976, Roy et al. 1981), wahrend
Mebendazol oral vom Parasiten aufgenommen wird (Van der Bossche und De Nollin 1973).
Auch Pyrantel scheint oral vom Parasiten aufgenommen zu werden. Bei der
elektronenmikroskopischen Betrachtung zeigten sich hier anféngliche Schaden erst im

Bereich des Darmepithels. Die Behandlung mit Febantel zeigte hauptsachlich Schaden in
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den peripheren Bereichen, wie Hypodermis, Muskelzellen und Nervenstrange (Mehlhorn und
Harder 1997). Zieht man diese Erkenntnisse in Betracht, so kénnte der Aufnahmeweg flr
das in dieser Arbeit als wirksame Komponenten analysierte Biphenylglycosid ebenfalls tber
die Kutikula erfolgen. Anfangliche Schaden zeigten sich vor allem im Bereich der
Hypodermis, der Muskelzellen und der Nervenstrange. Hingegen fand eine Schadigung des
Darms erst bei héheren Dosierungen statt. Diese Hypothese musste jedoch erst durch
autoradiographische Untersuchungen bestatigt werden. Bei der Betrachtung der
elektronenmikroskopischen Untersuchungen der in-vitro behandelten Cestoden der Art H.
microstoma féllt sofort die erhebliche Schadigung des Teguments auf. Es gibt eine Reihe
Anthelminthika, die das Tegument von Cestoden und Trematoden beeinflussen und
zerstéren (Becker et al. 1981). Die in dieser Arbeit durch die Behandlung mit
Kokosnussextrakt beobachteten Verdanderungen bzw. die véllige Zerstérung des Teguments
zeigt Ahnlichkeiten mit beobachteten Schaden nach Einwirken anderer Anthelminthika, wie
z.B. Niclosamid (Stoitsova et al. 1991). Auch hier zeigten sich Vakuolisierungen in der
syncytialen Schicht, wie auch abgerundete und geschwollene Mitochondrien. Eine weitere
Gemeinsamkeit ist die Auflésung der ansonsten homogenen Basallamina und die
Spaltenbildung zwischen den einzelnen Muskel- bzw. Parenchymzellen. Ein solches
Schadbild konnte ebenfalls bei der Behandlung von Hymenolepis nana mit Butamidine, ein
Naphtamidine Derivat (Hart et al. 1977), wie auch bei der Behandlung von Fasciola hepatica
mit Albendazol-Sulfoxid (Buchanan et al. 2002) beobachtet werden. Das ist ein weiteres
Indiz, das fur die Aufnahme durch die Parasitenoberflache spricht. Eine véllige Ablésung des
Teguments konnte nur bei der Behandlung von Taenia taeniaeformis Metacestoden mit
Gossypol, einem natdrlichen Biphenyl aus dem Samen der Baumwollpflanze (Gossypium)
festgestellt werden (Rikihisa et al. 1990). Gossypol ist seit langen als Anti-Malariamittel
(Razakantoanina et al. 2000), als Verhitungsmittel fir den Mann (Coutinho 2002) und als
Inhibitor vieler Dehydrogenasen
(Meksongsee et al. 1970)
bekannt.

Gossypol
2,2'-bis-(Formyl-1,6,7-trihydroxy-5-isopropyl-3-methylnaphthalene)
CAS-No.: 303-45-7

C30H3008

518.563 gfmol In weiteren Studien zeigte ein

Einsatz von verschiedenen
Polyphenolen, vor allem von 2-
0 OH . .
7 OH Hydroxybiphenyl einen
schadigenden  Einfluss  auf
OH

Membranen und Mitochondrien

HO
HO OO OHO/ (Maudinas et al. 1973,

Hakimuddin et al. 2006). Diese

Beobachtung kénnte die bereits
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erwahnten Schaden an den Basalmembranen und Mitochondrien sowohl bei T. muris, als
auch bei dem Cestoden H. microstoma erklaren. Auch die amphiphile Struktur des
Gesamtkomplexes  4’-hydroxy[1,1 -biphenyl]-4-yl kénnte einen Einfluss auf die
Membranstabilitdt besitzen. Viele amphiphile Substanzen interagieren mit biologischen
Membranen, indem sie den hydrophoben Teil in die Lipidmembran einfigen. Durch die
Veranderung der physikalischen Eigenschaften kénnen diese zerstort werden (Bolard 1986,
Hartsel et al. 1993, Yamashita et al. 1995).

5.4. Bewertung der Versuchsergebnisse

Obwohl viele Tierexperimente lediglich mit 2 oder 3 Versuchstieren durchgefiihrt wurden,
zeigen die Ergebnisse eine signifikante Wirkung auf die Nematodenarten T. muris und T. cati
als auch auf die Cestodenarten H. diminuta und T. taeniaeformis. Alle Versuchstiere wurden
erst nach der Prépatenzzeit, also nach Beginn der Eiausscheidung, mit den verschiedenen
Extrakten behandelt. Auch war durch Kontrolle der Fazes sichergestellt, dass alle
Versuchstiere mit einer 100%igen Wahrscheinlichkeit infiziert waren. Ein Versuchsansatz mit
vielen Tieren wurde damit hinféllig. Auch die durchgeflihrten Kotuntersuchungen und
Sektionen lieferten zuverldssige Ergebnisse. Es zeigte sich, dass die zuvor infizierten
Versuchstiere nach einer Behandlung mit den verschiedenen Kokosnussextrakten keine
oder deutlich weniger Eier ausschieden und auch in der anschlieBend durchgefiihrten
Sektion keine oder weniger Wirmer aufwiesen. Ein Behandlungsmisserfolg konnte deutlich
erkannt werden, da die Kotuntersuchungen bzw. die Ergebnisse der Sektion ein mit den
Kontrolltieren vergleichbares Bild lieferten.

Bei den Dosis-Wirkungsexperimenten wurden ebenfalls relativ wenige Tiere behandelt, um
eine signifikante Wirksamkeit bei der entsprechenden Dosierung zu bestatigen. Dabei
zeigten die Ergebnisse deutlich, dass mit einer Dosis von 4 bis maximal 6 g CHLO_1/kg
KGW Gerbil eine 100%ige Eliminierung der Nematoden erfolgt. Die in den mit einer Dosis
von 6 g CHLO_1 behandelten Versuchstieren wiesen zwar nach 48 h noch 1 bis 2
Nematoden auf, diese waren jedoch bei lichtmikroskopischer Betrachtung nicht mehr
lebensfahig. Die in-vivo-Behandlungsversuche mit o-Hydroxybiphenyl zeigten deutlich, dass
mit der alleinigen Verabreichung dieser Substanzkomponente eine 100% Reduktion der
Wirmer erreicht wird. Sowohl bei der anfanglich durchgefiihrten massenspektroskopischen-,
als auch bei der abschlieBenden NMR-spektroskopischen Untersuchung wurde
Hydroxybiphenyl als Komponente entdeckt. Ob es sich bei dem isolierten Biphenylglycosid
4’-hydroxy[1,1 -biphenyl]-4-yl tatsdchlich um das wirksame Prinzip der Kokosnuss handelt,

kann in dieser Arbeit aber nicht bestatigt werden. Lediglich in den in-vitro-Versuchen konnte
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ein Effekt auf die Nematoden nachgewiesen werden. Die entsprechenden Tierversuche
wurden aufgrund der bei der Extraktion erhaltenen geringen Substanzmenge nicht
durchgefuhrt.

Interessant wére eine Uberpriifung, ob und in welchen Dosierungen 2-Hydroxybiphenyl als
Reinsubstanz auch weitere, vor allem die in dieser Arbeit verwendeten Testparasiten
eliminieren kann. Eventuell kdnnten mit entsprechend hohen Dosierungen auch Parasiten
geschédigt werden, die auBerhalb des Darms sitzen.
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6. Zusammenfassung
Cocos nucifera: Untersuchungen zur Wirkung von Extrakten auf Parasiten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht die anthelminthisch aktiven Komponenten der
Kokosnuss (Cocos nucifera) zu isolieren und zu analysieren. In einem speziell entwickelten
in-vitro-Testsystem wurden dazu verschiedene Extraktionstypen untersucht und auf ihre
Aktivitat hin getestet. Dabei stellte sich eine Extraktion mit dem L&sungsmittel Ethanol als
geeignet heraus. In weiteren Versuchen wurde die aktive Komponente mit Hilfe einer
Flussig-Flussig-Extraktion nach Wall (1996) und einer weiteren Isolierung Uber eine
Mitteldrucksdulenchromatographie an einer RP-18W Kieselgelsdule und anschlieBend
mittels Dinnschichtchromatographie gereinigt. Die jeweils erhaltenen Fraktionen und Proben
wurden stets in einem in-vitro-Assay auf ihre Aktivitat hin Gberprift. Die gereinigte und als
aktiv bestimmte Probe wurde abschlieBend gaschromatographisch und NMR-
spektroskopisch analysiert.

In weiteren Versuchen wurde ein aufgereinigter Chloroformextrakt (CHLO_1) in
verschiedenen Konzentrationen zur Therapie gegen den gastrointestinalen Nematoden
Trichuris muris im Gerbil eingesetzt. Dabei zeigte sich schon bei einer einmaligen Dosis von
0,2 g/kg KGW Gerbil eine Reduktion der Wurmlast von 67,5% im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrolltieren. Bei einer Dosis von 4 bzw. 6 g/kg KGW Gerbil konnte eine
Reduktion der Nematoden von 91,5% bzw. 98,9% erreicht werden. Dabei erschienen alle
angetroffenen Wirmer unbeweglich und nur lose im Darm verankert.

Im Weiteren wurde die Wirkung des Kokosextraktes auf die Morphologie von Trichuris muris
Nematoden mit Hilfe der Raster- und Transmissionselektronenmikroskopie untersucht. Dabei
zeigten sich bei einer Dosis von 0,2 g CHLO-1/kg KGW Gerbil vorwiegend Schaden im
Bereich der nichtkontraktilen Elemente der Muskulatur und in der Hypodermis.
Hervorzuheben sind besonders eine Lickenbildung zwischen den einzelnen Muskelzellen
und der Hypodermis, wie auch eine Vakuolisierung im Bereicht der lateralen und dorsalen
Nervenstrange. Bei hdéheren Behandlungsstufen zeigten sich ebenfalls Schaden an den
Mitochondrien der Spermien, am Uterusepithel und am Darmepithel. Zunehmend wurde eine
Ablbésung der Basallamina im Bereich des Ovars, des Uterus bei den Weibchen sowie der
Testes bei den Mannchen deutlich. Auch im Bereich der kontraktilen und nichtkontraktilen
Teile der Muskelzellen sowie bei den Nervenzellen zeigte sich eine Trennung der
Basallamina in verschiedene Schichten. Morphologische Untersuchungen am Cestoden
Hymenolepis microstoma zeigten im Bereich des Scolex eine nahezu vollstandige Ablésung
des Teguments. Auch hier haben sich Licken zwischen den Muskel- und Parenchymzellen

gebildet. Hydroxybiphenyle beeinflussen Biomembranen und Mitochondrien.
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In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde die Einsatzfahigkeit der Kokosnuss als
Antiparasitikum in in-vitro-Experimenten und anschlieBend im Tierversuch mit experimentell
infizierten Mausen und Ratten, bzw. natirlich infizierten Katzen an unterschiedlichen
Parasitenspezies der Klassen Cestoda, Nematoda, Trematoda und ebenfalls auf Protozoen
der Ordnungen Coccidia und Trichomonadida getestet. Dabei zeigte sich bei den in-vitro-
Versuchen mit Hymenolepis microstoma, Fasciola hepatica und Echinostoma caproni eine
Wirkung. In den Tierversuchen konnte lediglich bei gastrointestinalen Helminthen, wie
Hymenolepis diminuta, Taenia taeniaeformis und Toxocara cati eine Reduktion der Wurmlast
erreicht werden. Kein Erfolg zeigte sich bei der in-vivo-Behandlung von Hymenolepis
microstoma, Fasciola hepatica, Echinostoma caproni, Angiostrongylus cantonensis und bei
der Therapie der intrazellular parasitierenden Juvenilstadien von T. muris. Auch Eimerien
und Trichomonaden konnten in den in-vivo-Versuchen nicht eliminiert werden. Die
Ergebnisse zeigen, dass sich die Kokosnuss als biologisches Breitband-Anthelminthikum

gegen einige gastrointestinale Helminthen eignet.
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7. Summary
Cocos nucifera: Studies on the effects of extracts on parasites

In the course of this study several tests were done to separate and analyze the anthelmintic
active compound of coconut-extracts. A special designed in-vitro-assay was used to test the
activity of several types of extracts. The extraction with ethanol as solvent was adequate. In
further studies the active compound was separated by solvent-solvent-extraction (Wall,
1996) and medium-pressure-chromatography being finally purified by thin layer
chromatography. The activity of the obtained fractions and samples was then tested in
bioassays. The cleaned sample was finally analyzed by gaschromatographic and nmr-
spectroscopic methods.

Several concentrations of the purified chloroform extract were utilized in therapy tests against
the gastrointestinal nematode Trichuris muris. These tests showed that a single dose of 0.2
g/kg body weight (BW) jird led to a reduction in worm burden of 67.5% in contrast to the
untreated control group. A dosage of 4 and respectively 6 g/kg BW led to a reduction of
91.5% and 98.9%. All worms recovered were immobile and no longer fixed at the intestinal
mucosa.

Further experiments dealt with the effects of the coconut extracts on the morphology of
Trichuris muris using scanning- and transmissionelectron microscopy. Thereby a dose of 0.2
g’/kg BW led to damages predominantly in the cytoplasmatic portion of the muscles and in
the hypodermis. Noteworthy are the gaps between muscle cells and the hypodermis, as well
as a vacuolization of the lateral and ventral nerve cords. Damages of the mitochondria of
sperms, of the epithelium of the uterus and of the gut occurred and additionally at higher
dosages an increasing destruction of the basal lamina of the ovar, the uterus and the testes
was observed. A destruction of the basal lamina was also observed in areas of the fibrillar
and the cytoplasmatic portions of muscle cells as well along axons of the nerve cells.
Morphological studies on the cestode H. microstoma showed a nearly complete debonding of
the tegument. An accumulation of gaps between cells of the musculature and the
parenchyma was also observed. Hydroxybiphenyls are known to affect membranes and

mitochondria.

The ability to use extracts of the coconut as antiparasitic drug was tested by in-vitro- and in-
vivo-experiments. In-vivo-studies were done with naturally and experimentally infected cats,
mice or rats with cestodes, trematodes, nematodes and protozoans. There was a significant
effect on H. microstoma, F. hepatica and E. caproni in-vitro. In in-vivo studies with

gastrointestinal helminths like H. diminuta, T. taeniaeformis and T. cati a reduction of the
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worm burden was seen. The treatment of host infected with H. microstoma, F. hepatica, E.
caproni, A. cantonensis and the therapy of the juvenile stages of T. muris showed no positive
results. The treatment of hosts infected with Eimeria papillata and Trichomonas muris led not
to an elimination of these parasites either. The results showed an ability of the coconut for
use as biological broadspectrum anthelmintic drug against some gastrointestinal helminths.
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A After

AN Anus

BB Bacillary Band

BC Bacillary Cell

BL Basallamina

BS Bauchsaugnapf

D Darm

DC Dinnschicht-Chromatographie

DE Darmepithel

El Ei

EL langsverlaufender Exkretionskanal

GO Geschlechtséffnung

H Hypodermis

HK Hakenkranz

HPLC High Performance Liquid Chromatography
K Kutikula

KL Kloake

KM Kontraktile Muskulatur

LP Lippen

M Muskel

m/z Masse-zu-Ladungs Verhéltnis, Mass-Charge Ratio
MeCN Acetonitril

MeOH Methanol

MF Myosinfilamente

Mi Mitochondrion

min Minute

MO membrandse Organellen

MS Mass Spectrometry, Massenspektrometrie
MS Mundsaugnapf

MU Muskelzelle

N Nerv

NK nichtkontraktiler Bereich der Muskelzelle
nm Nanometer

NMR Nuclear Magnetic Resonance, Kernresonanz-Spektroskopie
NU Nukleus
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9. Abkiirzungsverzeichnis

0G
0s
0z
PEG
PK
PO
ppm
Rf
RH
RP

SD
SG
SP
SS
ST
SuU
SZ

TP

UE
uv
VU
ZF
ZNS

Oogonien
Oesophagus
Oozyten
Polyethylenglycol
Polkdrper
Porenéffnung

Parts per Million
Retentionsfaktor
Rostaler Hakenkranz
Reversed Phase, Umkehrphase
reife Spermien
Spermatiden
Spermatogonien
Spiculum
Spiculum-Scheide
Stichostom
Saugnapf
Spermatozyten
Tegument
Trichterférmige Papillen
Uterus

Uterusepithel
Ultraviolett

Vulva

Zertifikal Flugel

Zentralnervensystem
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10. Abbildungen

Abb. 1-5

Abb. 1

Abb. 2

Abb. 3a

Abb. 3b

Abb. 4

Abb. 5

Lichtmikroskopische Aufnahmen der Totalpraparate von

Trichuris muris

Ubersichtsaufnahme eines adulten Mannchens mit eingerolltem
Hinterende (oben) und eines adulten Weibchens. Typisch ist die
peitschendhnliche Gestalt mit einem langen, diinnen Vorderende.

Detailaufnahme des Kopfbereiches mit trichterformigen Papillen (TP)

auf der Oberflache.

Ubersichtsaufnahme eines unembryonierten Eies. Typisch ist die ovale

Form mit zwei Polkdrpern an den Enden.

Ubersichtsaufnahme eines infektidsen Eies mit einer L1-Larve.

Wirtsgewebe eines mit Trichuris muris befallenen Gerbils (Meriones

unguiculatus).

Semidiinnschnitt  durch  befallenes Caecumgewebe. Deutlich
erkennbar sind das Bacillary Band (BB) und die Stichosomzelle (ST),
des mit dem Vorderende im Gewebe verankerten Adultwurmes.
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10. Abbildungen

Abb. 6-11

Abb. 6

Abb. 7

Abb. 8

Abb. 9

Abb. 10

Abb. 11

Lichtmikroskopische Aufnahmen der Totalpraparate von

Trichuris muris

Mannchen, Kontrolle
Detailansicht des eingerollten Hinterendes mit Spiculum (SP) und
Samenblase.

Mannchen, Kontrolle
Der Hodenschlauch nimmt nahezu den gesamten Querschnitt des

Wurmes ein.

Méannchen, 0,2 g CHLO_1/kg KGW Gerbil
Der Hodenschlauch  wirkt etwas zusammengefallen. Die
abschlieBende Basallamina ist an einigen Stellen deformiert (Pfeil).

Mannchen, 4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil
Der Hodenschlauch ist in seinem Durchmesser geschrumpft, die
abschlieBende Basallamina wirkt stark deformiert.

Weibchen, Kontrolle
Detailansicht des mit Eiern gefullten Uterus (U).

Weibchen, Kontrolle
Ovar mit lickenlos aneinander liegenden Oozyten (OZ).

Das Dokument wurde erstellt mit PDF/A Quick Master von soft Xpansion, www.soft-xpansion.de



Das Dokument wurde erstellt mit PDF/A Quick Master von soft Xpansion, www.soft-xpansion.de



10. Abbildungen

Abb. 12-14

Abb. 12

Abb. 13

Abb. 14

Abb. 15-16

Abb. 15

Abb. 16

Lichtmikroskopische Aufnahmen der Totalpraparate von

Trichuris muris

Weibchen, 0,2 g CHLO_1/kg KGW Gerbil
Zwischen den Oozyten (OZ) haben sich kleine Zwischenrdume
gebildet (Pfeil).

Weibchen, 2 g CHLO_1/kg KGW Gerbil
Die Basallamina liegt nicht mehr dicht um die Oozyten. Die Oozyten

haben sich in vielen Bereichen voneinander getrennt.

Weibchen, 4 g CHLO 1/kg KGW Gerbil
Uterus und Ovar erscheinen vollkommen deformiert. Weder Eier noch
Oozyten sind als Strukturen erkennbar.

Lichtmikroskopische Aufnahmen der Semidiinnschnitte von

Trichuris muris

Weibchen, Kontrolle

Querschnitt durch die Muskulatur. Erkennbar sind die kontraktilen
Bereiche (KM) mit den Filamenten und die nichtkontraktilen Bereiche
(NK) der Muskelzellen.

Weibchen, Kontrolle

Querschnitt durch den ventralen Nervenstrang. Die nichtkontraktilen
Auslaufer der Muskelzellen (NK) ziehen zum ventralen Nervenstrang
(N).
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10. Abbildungen

Abb. 17-21

Abb. 17

Abb. 18

Abb. 19

Abb. 20

Abb. 21

Lichtmikroskopische Aufnahmen der Semidiinnschnitte von

Trichuris muris

Weibchen, 0,2 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Querschnitt durch den ventralen Nervenstrang. Im Nervenstrang (N)
sind kleine Vakuolen sichtbar (Pfeil). Muskulatur, Hypodermis und
Kutikula erscheinen unverandert.

Mannchen, 0,4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Querschnitt durch den dorsalen Nervenstrang. Die Vakuolisierung des
Nervenstranges (N) ist deutlich sichtbar (Pfeil). Zwischen der
Hypodermisleiste hat sich ein Spalt gebildet. In einigen Breichen
erscheint die nichtkontraktile Muskulatur (NK) lysiert. Hypodermis und
kontraktile Muskulatur sind unverandert. Die Kutikula erscheint
dachziegelartig.

Weibchen, 2 g CHLO_ 1/kg KGW Gerbil

Querschnitt durch den dorsalen Nervenstrang. Der Nervenstrang (N)
ist stark vakuolisiert. Der Bereich zwischen Muskelzellen (M) und Nerv
ist vollkommen aufgeldst. Die Kutikula erscheint dachziegelartig.

Mannchen, 4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Querschnitt durch die Nervenleiste (N). Die Axone erscheinen stark
vakuolisiert. Die Hypodermis (H) hat sich von Muskulatur (M) und
Kutikula (K) getrennt.

Mannchen, 4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Querschnitt durch die Nervenleiste. Der Nervenstrang (N) erscheint
stark vergréBert. GroBe Bereiche der Axone sind vakuolisiert.
Zwischen den nichtkontraktilen Muskelzellen (KM) haben sich
Freiraume gebildet. Die Kutikula (K) erscheint dachziegelartig.
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10. Abbildungen

Abb. 22-27

Abb. 22

Abb. 23

Abb. 24

Abb. 25

Abb. 26

Abb. 27

Lichtmikroskopische Aufnahmen der Semidiinnschnitte von

Trichuris muris

Méannchen, 4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Querschnitt durch den Osophagusbereich. Die Hypodermis hat sich an
einigen Stellen von Muskulatur (M) und Kutikula geldést. Die
nichtkontraktilen Muskelzellen (NK) sind massiv geschadigt und an
vielen Stellen vollstdndig aufgeldst. Der Nervenstrang (N) erscheint
vakuolisiert. Im Bereich der Stichosomzelle (ST) ist die umgebende
Basallamina (BL) gefaltet.

Weibchen, 4 g CHLO 1/kg KGW Gerbil

Querschnitt  durch den  Osophagusbereich.  Muskulatur  und
Hypodermis haben sich teilweise voneinander gelést. Der
nichtkontraktile Bereich (NK) der Muskulatur ist vollstandig aufgeldst.
Die Basallamina (BL) hat sich vom Stichosom (ST) gelést.

Weibchen, Kontrolle
Querschnitt durch das Darmepithel mit Mikovillisaum (MV), der das
Darmlumen (L) umgibt.

Weibchen, 0,2 g Chloroformphase
Darmepithel (DE) und die umgebende Basallamina (BL) erscheinen

unverandert.

Weibchen, 2 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Das Darmepithel (DE) weiBt Vakuolen auf, die abschlieBende
Basallamina erscheint jedoch unverandert. Die kontraktile und
nichtkontraktile Muskulatur (M) ist in vielen Bereichen massiv
geschadigt.

Mannchen, 4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil
Das Darmepithel ist deutlich vakuolisiert. Schaden an der Basallamina
sind nicht erkennbar.
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10. Abbildungen

Abb. 28-33

Abb. 28

Abb. 29

Abb. 30

Abb. 31

Abb. 32

Abb. 33

Lichtmikroskopische Aufnahmen der Semidiinnschnitte von

Trichuris muris

Weibchen, Kontrolle
Querschnitt durch den Uterus mit ovalen Eiern, bei denen die Eischale
noch nicht vollstandig ausgebildet ist.

Weibchen, Kontrolle

Querschnitt durch das Ovar mit befruchteten Oozyten (OZ) , die dicht
aneinander liegen und durch eine Basallamina nach auBen abgegrenzt
sind.

Weibchen, 0,4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Querschnitt durch den Uterus. Die aufliegende Basallamina (BL)
erscheint deformiert. Von den unfertigen Eiern hat sich die
Vitellinschicht abgeldst.

Weibchen, 0,2 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Querschnitt durch das Ovar. Es haben sich zwischen den Oozyten
Zwischenrdume gebildet. Die Basallamina (BL) hat sich an einigen
Stellen aufgeldst.

Weibchen, 0,4 g Chloroformphase

Querschnitt durch den weiblichen Geschlechtsapparat. Die
Basallamina (BL) des Ovars hat sich deutlich geweitet. Der enge
Zellverband der Oozyten Il (OZ II) hat sich aufgelést (Pfeile). Keine
Freirdume sind zwischen den Oogonien (OG) und Oozyten | (OZ 1)
erkennbar. Sowohl die kontraktilen als auch die nichtkontraktilen
Bereiche der Muskelzellen (M) sind stark lysiert.

Weibchen, 0,4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil
Detailansicht der geschadigten Basallamina des Ovars.
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10. Abbildungen

Abb. 34-38

Abb. 34

Abb. 35

Abb. 36

Abb. 37

Abb. 38

Lichtmikroskopische Aufnahmen der Semidiinnschnitte von

Trichuris muris

Weibchen, 4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Querschnitt durch das Ovar. Die Basallamina (BL) ist massiv
geschadigt. Eine Auftrennung in Einzelmembranen ist deutlich
sichtbar. Der intrazelluldre Matrixraum erscheint stark lysiert (Pfeil),
wodurch die Oozyten (OZ) nicht mehr im engen Zellverband liegen.

Mannchen, Kontrolle
Querschnitt  durch den mit Spermatozyten (SZ) geflllten
Hodenschlauch.

Méannchen, 0,4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil
Querschnitt durch den Hodenschlauch. Die Spermatozyten erscheinen
stark vakuolisiert (Pfeile).

Mannchen, 4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Querschnitt durch den Hodenschlauch. Die Spermatozyten (SZ) sind
stark vakuolisiert. Die Axone des Nervenstrangs (N) erscheinen
ebenfalls stark vakuolisiert. Die reifen Spermien (S) in der Samenblase
sind unverandert (Kleines Bild).

Mannchen, 4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil
Querschnitt durch den Hodenschlauch. Die Spermatozyten (SZ) und
die umgebende Basallamina (BL) erscheinen massiv geschadigt.
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10. Abbildungen

Abb. 39-40

Abb. 39

Abb. 40

Abb. 41-44

Abb. 41

Abb. 42

Abb. 43

Abb. 44a

Abb. 44b

Lichtmikroskopische Aufnahmen der Totalpraparate von
Hymenolepis diminuta

Kontrolle
Scolex und Proglottiden eines Cestoden.

0,1 g CHLO_1/kg KGW Ratte
Totalansicht eines Cestoden aus einer behandelten Ratte, dem die
reifen Proglottiden fehlen (vergleichbar mit H. microstoma).

Lichtmikroskopische Aufnahmen der Semidiinnschnitte von

Hymenolepis microstoma

Kontrolle
Querschnitt durch die Proliferationszone mit I1angsverlaufenden
Exkretionskanélen (EL).

1 mg Fraktion 4, 15 Minuten Inkubationszeit
Querschnitt durch die Proliferationszone. Das Tegument (T) erscheint
dachziegelartig gefaltet.

1 mg Fraktion 4, 15 Minuten Inkubationszeit
Detailansicht der Proliferationszone. Tegument (T) und darunter
liegende Muskulatur erscheinen unbeschadigt.

1 mg Fraktion 4, 15 Minuten Inkubationszeit

Querschnitt durch den Scolexbereich. Das Tegument (T) erscheint an
einigen Stellen aufgeschwemmt, die darunter liegende Muskulatur
weist Vakuolen auf.

1 mg Fraktion 4, 15 Minuten Inkubationszeit

Querschnitt durch den Scolexbereich mit Sauggrube (SU). Das
Tegument (T) und die inneren Strukturen des Cestoden sind véllig
aufgeldst.
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10. Abbildungen

Abb. 45-49

Abb. 45

Abb. 46a

Abb. 46b

Abb. 47

Abb. 48

Abb. 49

Lichtmikroskopische Aufnahmen verschiedener Parasitenspezies

Toxocara cati
Unbehandelte Adultnematoden in einer Petrischale.

Toxocara cati
Unembryoniertes Ei aus dem Kot der Hauskatze.

Toxocara cati
Infektioses Ei mit Larve L1.

Toxocara cati
Kopf mit typischen Alae eines adulten Nematoden

Fasciola hepatica
Adulte Trematoden aus den Gallengangen.

Fasciola hepatica
Gedeckeltes Ei (130-150 um) aus dem Kot einer infizierten Wistar-
Ratte
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10. Abbildungen

Abb. 50-53

Abb. 50

Abb. 51

Abb. 52

Abb. 53

TEM-Aufnahmen der Ultradiinnschnitte von Trichuris muris

Mannchen, Kontrolle

Querschnitt durch Kutikula (K), Hypodermis (H) und die kontraktilen
(KM) bzw. zu den Nervenstrangen ziehenden nichtkontraktilen (NK)
Bereiche der Muskulatur.

Mannchen, Kontrolle

Die Muskelzellen mit den einzelnen Filamenten liegen dicht
nebeneinander. Der nichtkontraktile Bereich (NK) enthalt Strukturen,
wie Zellkerne, Mitochondrien (MI) und Glykogenablagerungen.

Méannchen, Kontrolle
Detailansicht des nichtkontraktilen Bereichs der Muskulatur.

Mannchen, 2 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Querschnitt durch die Muskulatur. Hypodermis (H) und der Bereich
neben der die Muskelzellen abgrenzenden Basallamina, weist
zahlreiche Vakuolen auf (Pfeile). Die Kutikula (K) erscheint

unbeschadigt.
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10. Abbildungen

Abb. 54-56

Abb. 54

Abb. 55

Abb. 56

TEM-Aufnahmen der Ultradiinnschnitte von Trichuris muris

Mannchen , 2 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Detailansicht der nichtkontraktilen Muskulatur (NK). Der intrazellulare
Raum zwischen den einzelnen Muskelzellen im kontraktilen, sowie im
nichtkontraktilen Bereich ist aufgel6st. Die Basallamina (BL) hat sich
aufgetrennt. Die Mitochondrien der nichtkontraktilen Muskulatur (NK)

erscheinen abgerundet und aufgelést.

Mannchen, 4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil
Die Hypodermis (H) ist stark vakuolisiert. Die Basallamina (BL)
zwischen den Muskelzellen (M) hat sich aufgetrennt.

Méannchen, 0,2 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Detailansicht der nichtkontraktilen Muskulatur (NK). Die Zellen sind
stark geschadigt und die Strukturen, wie Mitochondrien (MI) und
Zellkern zerstort.
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10. Abbildungen

Abb. 57-60

Abb. 57

Abb. 58

Abb. 59

Abb. 60

TEM-Aufnahmen der Ultradiinnschnitte von Trichuris muris

Mannchen, Kontrolle
Querschnitt durch die Nervenleiste. Die mit der Basallamina

umgebenen Axone liegen im engen Zellverband an den Muskelzellen.

Weibchen, 4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Querschnitt durch einen stark vergroBerten Nervenstrang. Die
Nervenzellen (NZ) sind vakuolisiert. Deutlich sichtbar hat sich ein Spalt
zwischen Hypodermisleiste und Muskulatur gebildet. Auch zwischen
den Muskelzellen haben sich Freiraume gebildet.

Weibchen, 0,2 g CHLO_1/kg KGW Gerbil
Detailansicht eines geschadigten Hypodermisstrangs. Deutlich
erkennbar sind die aufgelésten Strukturen der Basallamina (BL) und

des intrazellularen Raums zwischen den einzelnen Muskelzellen.

Mannchen, 4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Detailansicht eines stark massiv geschadigten Nervenstrangs. Die
Axone sind stark geschéadigt, die Basallamina und die intrazellulare
Matrix der Muskelzellen zerstort.
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10. Abbildungen

Abb. 61-65

Abb. 61

Abb. 62

Abb. 63

Abb. 64

Abb. 65

TEM-Aufnahmen der Ultradiinnschnitte von Trichuris muris

Weibchen, Kontrolle
Detailansicht von Spermatiden (SD).

Méannchen, 0,2 g CHLO_1/kg KGW Gerbil
Detailansicht von unbeschéadigten Spermatiden (SD)

Mannchen, 0,4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Querschnitt  durch die Samenblase. Das Epithel mit der
Ringmuskulatur (RM) ist vakuolisiert, die Basallamina (BL) hat sich in
ihre Einzelmembranen aufgeldst. Die reifen Spermien (S) erscheinen

unverandert.

Méannchen, 0,4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Querschnitt durch den Hodenschlauch. Zwischen Spermatogonien
(SG), Spermatiden (SD) und reifen den Spermien (S) haben sich
deutlich sichtbar Vakuolen gebildet.

Mannchen, 4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Querschnitt ~ durch  den Hodenschlauch. Zwischen  den
unterschiedlichen Reifestadien der Spermien haben sich groBe
Freirdume gebildet.
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10. Abbildungen

Abb. 66-70

Abb. 66

Abb. 67

Abb. 68

Abb. 69

Abb. 70

TEM-Aufnahmen der Ultradiinnschnitte von Trichuris muris

Mannchen, Kontrolle
Querschnitt durch das Darmepithel mit zum Lumen hin ausgebildeten
Mikrovillisaum (MV).

Ménnchen, 0,2 g CHLO_1/kg KGW Gerbil
Querschnitt durch das Darmepithel (DE). Mikrovillisaum (MV) und
Epithel erscheinen unveréandert.

Méannchen, 0,4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil
Querschnitt durch das Darmepithel. Mikrovilisaum (MV) und Epithel

erscheinen unverandert.

Weibchen, 2 g CHLO_ 1/kg KGW Gerbil
Deutlich sichtbar ist eine starke Vakuolisierung des Darmepithels. Die
Basallamina (BL) erscheint unveréndert.

Weibchen, 4 g CHLO 1/kg KGW Gerbil
Querschnitt durch das Darmepithel. Zellstrukturen des Epithels sind
massiv geschadigt. Die abgrenzende Basallamina (BL) erscheint

unverandert.
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10. Abbildungen

Abb. 71-76

Abb. 71

Abb. 72

Abb. 73

Abb. 74

Abb. 75

Abb. 76

TEM-Aufnahmen der Ultradiinnschnitte von Trichuris muris

Weibchen, Kontrolle

Querschnitt durch das Ovar. Die Oozyten (OZ) liegen dicht
nebeneinander und sind durch eine eng anliegende Basallamina (BL)
vom Pseudocoel abgetrennt. Auf der Oberflache der Oozyten befinden
sich Mikrotrichen.

Weibchen, 0,2 g CHLO_1/kg KGW Gerbil
Querschnitt durch das Ovar. Die Oozyten (OZ) liegen auseinander, die
abschlieBende Basallamina (BL) hat sich in ihre Einzelmembranen

getrennt, oder ist teilweise ganz aufgerissen.

Weibchen, 4 g CHLO 1/kg KGW Gerbil
Detailansicht eines Eies. Die Vitellinschicht und darunter liegende
Schichten erscheinen deformiert und haben sich abgeldst.

Weibchen, 0,4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Querschnitt durch das Ovar. Zwischen den Oozyten (OZ) haben sich
groBe Freirdume gebildet, in denen sich die intrazellulare Matrix
aufgelést hat. Die Mikrotrichen haben sich von der Oozytenoberflache
abgeldst.

Weibchen, 0,4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil
Detailansicht der Basallamina des Ovars. Deutlich erkennbar sind die

voneinander getrennten Einzelmembranen.

Weibchen, 4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil

Querschnitt durch den Uterus. Die Mitochondrien (MI) des
Uterusepithels (UE) erscheinen abgerundet und aufgelést. Die
aufliegende Basallamina (BL), sowie die Uterusmuskulatur (UM) sind
stark geschadigt.

Das Dokument wurde erstellt mit PDF/A Quick Master von soft Xpansion, www.soft-xpansion.de



Das Dokument wurde erstellt mit PDF/A Quick Master von soft Xpansion, www.soft-xpansion.de



10. Abbildungen

Abb. 77-80

Abb. 77

Abb. 78

Abb. 79

Abb. 80

TEM-Aufnahmen der Ultradiinnschnitte von Hymenolepis

microstoma

Hymenolepis microstoma, Kontrolle
Querschnitt durch Tegument, Muskulatur und Parenchymzellen eines
unbehandelten Cestoden.

Hymenolepis microstoma, Kontrolle
Detailansicht des Teguments mit aufliegenden Mikrotrichen (MT),
Basallamina (BL) und Muskulatur (M).

Hymenolepis microstoma, 1 mg Fraktion 4, 15 Minuten Inkubationszeit
Querschnitt durch den Bereich der Sauggruben am Scolex. Das
aufliegende Tegument ist vollstandig zerstort. Die Muskulatur und die
darunter liegenden Parenchymzellen erscheinen stark vakuolisiert.
Eine Vakuolisierung der Saugmuskulatur (SM) lasst sich ebenfalls

erkennen.

Hymenolepis microstoma, 1 mg Fraktion 4, 15 Minuten Inkubationszeit
Detailansicht des Teguments im Bereich der Sauggruben. Die
Mitochondrien der syncytialen Schicht sind abgerundet und aufgeldst.
Die aufliegenden Mikrotrichen sind vollstandig verschwunden. Die
ansonsten homogene Basallamina und die Ringmuskulatur sind
erheblich vakuolisiert.
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10. Abbildungen

Abb. 81- 84

Abb. 81

Abb. 82

Abb. 83

Abb. 84

Rasterelektonenmikroskopische-Aufnahmen der Totalpraparate

von Trichuris muris

Weibchen, Kontrolle
Dinnes Vorderende mit Mund (M) und auf der Oberflache liegenden

trichterférmigen Papillen (TP)

Weibchen, Kontrolle
Kopf mit einem schwach ausgebildeten Mund.

Weibchen, Kontrolle
Im vordern Drittel des Nematoden befinden sich die trichterférmigen

Papillen.

Weibchen, Kontrolle
Detailansicht einer trichterférmigen Papille mit einer Porenéffnung.

Das Dokument wurde erstellt mit PDF/A Quick Master von soft Xpansion, www.soft-xpansion.de



Das Dokument wurde erstellt mit PDF/A Quick Master von soft Xpansion, www.soft-xpansion.de



10. Abbildungen

Abb. 85 -88

Abb. 85

Abb. 86

Abb. 87

Abb. 88

Rasterelektonenmikroskopische-Aufnahmen der Totalpraparate

von Trichuris muris

Weibchen, Kontrolle
Detailansicht der Vulva (VU).

Weibchen, Kontrolle
Detailansicht des am Hinterende liegenden Anus (AN).

Mannchen, Kontrolle
Detailansicht des mannlichen Geschlechtssystems. Die
Spikulumscheide ist mit einem dichten Hakenkranz (HK) besetzt.

Méannchen, 0,4 g CHLO_1/kg KGW Gerbil
Deutlich sichtbar ist die Verkrampfung des gesamten Nematoden,
wodurch das Spiculum (SP) ausgestlpt ist.
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10. Abbildungen

Abb. 89 - 92

Abb. 89

Abb. 90

Abb. 91

Abb. 92

Rasterelektonenmikroskopische-Aufnahmen von Totalpraparaten

Weibchen, Kontrolle
Gesamtansicht des Vorderteils mit Geschlechtséffnung (GO).

Darmgewebe, Kontrolle
Der Nematode hat sich bis auf das hintere Drittel seines Kérpers
tunnelartig in das Darmepithel des Wirtstieres eingegraben.

Scolex von Hymenolepis microstoma. mit vier Sauggruben und

Rhostrum (RH). An den Scolex grenzt die Sprossungszone (SZ). x 60

Aufnahme von Echinostoma caproni mit Haken-bewehrten
Mundsaugnapf und Bauchsaugnapf. Die gesamte
Trematodenoberflache ist mit feinen Hakchen (HK) besetzt. x 30
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