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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Wirkstofffraktionen mit hoher antiviraler Aktivitit zur Virusinaktivierung und
Desinfektion aus Rheum-species-Arten, wobei die Wirkstofffraktionen durch Extraktion der getrockneten und gemahlenen Wurzel-
proben mit Methanol erhalten, unter vollstindiger Methanolentfernung die gebildete wissrige Phase von lipophilen Begleitstoffen
befreit, die gereinigte wissrige Phase mit Ethylacetat ausgeschiittelt und die vereinigte Ethylacetatphase in eine begrenzte Anzahl
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gefasst werden.
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Wirkstofffraktionen mit hoher antiviraler Aktivitat

Die Erfindung betrifft Wirkstofffraktionen mit hoher antiviraler Aktivitat zur Virusinakii-
vierung und Desinfektion.

Die antivirale Wirkung kondensierter Gerbstoffe wurde bereits beschrieben und auch
therapeutisch genutzt. Esquenazi, D., Wigg, M. D. u.a. (2002), Research in Microbio-
logy 153: 647-652 untersuchten die antivirale Wifkung kondensierter Gerbstoffe, die
aus den getrockneten Fasern der reifen Kokosnuss (Cocos nucifera L.) extrahiert
wurden, an infizierten HEp-2 (Kehlkopfkrebszelllinie) und VERO-Zellkulturen. Sie
konnten nachweisen, dass aus Catechinen aufgebaute Polyphenole die Aktivitat
eines Acyclovir resistenten Herpes simplex Virus Typ 1 (HSV-1-ACVr) hemmen. Es
wurden sowohl ein Gesamtextrakt als auch mehrere chromatografisch vorgetrennte
Fraktionen eingesetzt. Der Gesamtextrakt und eine Fraktion mit monomeren bis
trimeren Procyanidinen zeigten die starkste antivirale Aktivitét, die von den Autoren
mit einer Stdrung der Adsorption der Viren an den Zelllinien begrindet wird.

Cheng, H. Y., Lin, C. C. u.a. (2002), Antivir Chem Chemother. 13(4): 223-229 unter-
suchten die antiviralen Eigenschaften von Prodelphinidin B-2 -3'-O-gallat, isoliert
aus grinem Tee, auf Herpes Simplex Typ 2 kultiviert in VERO-Zellen. Die signifikante
Reduktion der Infektion wird neben der durch den Wirkstoff verursachten Stérung
der Adsorption an die Wirtszelle auch auf eine Beeintrachtigung der Penetration des
Virus zurtickgefihrt. Die gleichen Resultate wurden auch fUr die digalloylierte Verbin-
dung Prodelphinidin B-2 -3,3'-O-gallat, isoliert aus Myrica rubra, am gleichen Virus-
modell durch Cheng, H. Y., Lin, T.C. u.a. (2003) Planta Med. 69(10): 953-956 erzielt.
Antivirale Aktivitat gegen einen Adenovirus zeigten verschiedene aus grinem Tee
isolierte monomere Flavan-3-ole, insbesondere EGCG, aufgezeigt durch Weber

u. a., (2003), Antiviral Res. 58(2): 167-173 ). Die htchste Effektivitét wurde erzielt,
wenn EGCG appliziert wurde beim Ubergang von der friihen zur spéten Phase der
viralen Infektion.

Die antivirale Aktivitat bei aus Crataegus sinaica isolierten Flavonoiden und Proant-
hocyanidinen war besonders ausgepragt im Bereich der dimeren bis tetrameren PC.
Hier konnte eine vollstandige HSV-1 Titerreduktion beobachtet werden. Die antivirale
Aktivitat wurde Uber die Inhibierung cytopathischer Effekte auf mit Herpes Simplex
Virus infizierten VERO-Zellen bestimmt, beschrieben durch Shahat, A. A. u.a. (2002),
Planta Med 68: 539-541.

Die antivirale Aktivitat gegen einen Influenza-Virus von mit Polyphenolen (Tanninen,
Flavonoiden, Catechinen und Proanthocyanidinen) angereicherten Extrakten aus
Geranium sanguineum L. wurde von Sokmen, M.u. a. (2005), Life Sciences 76:
2981-2993 untersucht. Dabei wurden ein methanolischer Gesamtextrakt sowie
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daraus gewonnene Ethylacetat- und Butanol-Fraktionen eingesetzt, um die Repro-
duktion von humanen Influenza-Viren (A/Aichi Virus in MDCK= Madin-Darby canine
kidney-Zellen) in vitro zu beeinflussen. Gemessen wurde die Reduktion der cytopa-
thischen Effekte. Sowohl der Gesamtextrakt als auch die BUOH-Fraktion zeigten
eine signifikante Reduzierung der virusinduzierten cytopathischen Effekte.

Ein ethanolischer Extrakt aus den unterirdischen Teilen von Rh. officinale zeigte in
vitro antivirale Aktivitat gegen HSV. Die minimal inhibierende Dosis lag bei 100 pg/ml,
beschrieben durch Wang, Z. W. u.a. (1996), Zhongguo Zhong Yao Za Zhi 21 (6): 364-
366.

Obwohl es eine Reihe von gut charakterisierten antiviralen Wirkstoffen und Formulie-
rungen gibt, besteht weiterhin die Anforderung nach neuen Wirksubstanzen. Zum
einen weisen die bekannten Wirkstoffe eine ungentigende Aktivitat auf oder werden
nicht gut vertragen, zum anderen werden immer mehr Virusstamme resistent.

Die bekannten Extraktformulierungen aus Rheum-species- Arten zeigen unzurei-
chende antivirale Wirkung.

Das Ziel der Erfindung besteht in der Bereitstellung von Wirkstofffraktionen aus
Rheum-species- Arten mit gesteigertem Wirkstoffpotenzial zur Herstellung antivira-
ler Formulierungen.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zu Grunde, Wirkstofffraktionen mit hoher antiviraler
Aktivitat bereitzustellen, die sich durch gute Vertraglichkeit auszeichnen.
Erfindungsgeman wird diese Aufgabe durch Wirkstofffraktionen mit hoher antiviraler
Aktivitat aus Rheum-species-Arten geldst, die dadurch gekennzeichnet sind, dass
die Wirkstofffraktionen durch Extraktion der getrockneten und gemahlenen Wurzel-
proben mit Methanol erhalten, unter vollstdndiger Methanolentfernung die gebildete
wassrige Phase von lipophilen Begleitstoffen befreit, die gereinigte wassrige Phase
mit Ethylacetat ausgeschuttelt und die vereinigte Ethylacetatphase in eine begrenzie
Anzahl von Wirkstofffraktionen séulenchromatografisch aufgetrennt und die Wirk-
stofffraktionen mit gleichem Inhaltsspektrum zusammengefasst werden.

Als auBerordentlich Uberraschend hat sich herausgestellt, dass aus dem Ethylacetat
Gesamtextrakt von Rheum-spec. durch chromatografische Auftrennung gewonne-
ne einzelne Rhabarberfraktionen eine signifikante Virusinaktivierung bewirken.

Als Viren bezeichnet man in der Biologie genetische Elemente in Form von Nukle-
insauren, die als Fremdbestandigile in Zellen von Lebewesen (Wirtszellen) unabhén-
gig von deren eigenen Nukleinsduren mit Hilfe der Replikationseinrichtungen dieser
Zellen repliziert werden. Virus-Nukleinsauren sind entweder Desoxyribonukleinséu-
ren (DNA) oder Ribonukleinsuren (RNA). Viren kénnen als Nukleinsaure in der Wirts-
zelle und als freies Partikel auBerhalb von Zellen vorkommen, wobei letztere Form als
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Virion bezeichnet wird.

Virionen bestehen aus einem Nukleinséduremolekul, das von einer Hulle (Capsid)
umgeben ist. Bei einigen Viren besitzen die Virionen auBer der Proteinhille noch
weitere Bestandteile, z.B. eine Lipoproteinhuile.

Nachfolgend werden die fUr die Untersuchung der antiviralen Aktivitét von polyphe-
nolischen Fraktionen aus Rhabarber verwendeten Viren oder entsprechende
Modellviren vorgestellt:

Parvoviren

Das porcine Parvovirus (PPV) wurde als Modellvirus fir das humanpathogene Parvo-
virus B19 verwendet. Das porcine Parvovirus zahlt zur Familie der Parvoviridae und
weist eine GroBe von 18-25 nm auf. Die Viruscapside haben einen ikosaedrischen
Aufbau.

Die Viruspartikel bestehen aus 60 Capsomeren und haben an den Ecken etwa 7 nm
lange Proteinvorspriinge. Die Virionen sind nicht von einer Membran umhdilit. Im
Inneren der Capside ist das einzelstrangige, lineare, virale DNA-Genom enthalten.

Flaviviren

Das Hepatitis-C-Virus wird der Gruppe der Flaviviren zugeordnet. Da HCV nur unter
enormen Aufwand in Zellkulturen vermehrt werden kann, ist man in Virusinaktivie-
rungsstudien auf den Einsatz von Modellviren angewiesen. Die Genomstruktur des
HCV weist auf eine Zugehdrigkeit zur Familie der Flaviviren hin. Dabei kann es, wie
das Virus der bovinen Diarrhoe (BVDV), dem Genus Pestivirus zugeordnet werden.
Die infektidsen Viren der bovinen Diarrhoe haben einen Durchmesser von 40-50 nm.
Die sphéarischen Capside sind von einer HUllmembran umgeben. Das Genom
besteht aus einzelstrangiger RNA.

Togaviren

Ebenfalls als Modellvirus fur HCV wurden das Semliki-Forest-Virus (SFV), welches
zur Familie der Togaviren z&hlt, eingesetzt. Die infektidsen Partikel haben einen
Durchmesser von 60-80 nm und bestehen aus ikosaedrischen oder sphérischen
Capsiden, die von einer Membranh(lle umgeben sind. Das Genom der Togaviren
besteht aus einzelstréangiger RNA.
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Herpesviren

Durch humanpathogene Herpesviren kénnen latente Infektionen hervorgerufen
werden. Nach infektion kdnnen Herpesviren lebenslang in Leukozyten persistieren.
Das Pseudorabiesvirus (PRV) wurde fUr diese Untersuchungen als Modellvirus fir
Herpesviren verwendet.

Die Virionen der Herpesviren haben einen Durchmesser von 150-200 nm und beste-
hen aus insgesamt mehr als 30 Strukturproteinen. Das Genom liegt in den Virionen
als lineare, doppelstrangige DNA vor.

Die antivirale Wirkung von Gerbstoffen ist auf deren Interaktion mit Proteinstrukiuren
an der Virusoberflache oder der Wirtsoberflache zurlckzuflihren, was die Virenad-
sorption oder -penetration an/ in die Wirtszelle und somit die Virusvermehrung
beeintrachtigt. Dabei kann die Virusoberflache zum einen eine reine Proteinhllle
sein. Komplexe Viren sind zum anderen von einer lipidhaltigen Hulle umgeben, die
mit Glycoproteinen (Spikes) durchsetzt ist. Diese Glycoproteine sind fur die infektidse
Aktivitat des Virus mitverantwortlich. Sie werden durch Glucosidasen synthetisiert.
Gerbstoffe wirken zum einen durch die Reaktion mit Membranproteinen antiviral,
zum anderen wird ihre Toxizitat auf die Inhibierung der Glucosidasen und daraus
resultierend auf eine Verénderung der zur Infektion nétigen intakten Oberflachen-
struktur des Virus zurlckgefUhrt. Dies wiirde auch erklaren, warum umhillte Viren
wie Herpes Simplex empfindlicher gegenUber Gerbstoffen reagieren als hillenlose
Viren.

Die Erfindung wird anhand der Figuren 1 bis 7 né&her erlautert. Im Einzelnen zeigen:

Figur 1: Extraktionsschema fUr die Aufarbeitung getrockneter, gemahlener Rhabar-
berwurzeln.

Figur 2: Die chromatografische Auftrennung der sc gewonnenen Ethylacetat-Frakti-
on 4 aus Rheum palmatum MAXIM (Fraktion 4 —Variante11). Die obere Spur
zeigt jeweils die Absorption bei 280 nm, die untere bei 242 nm.

Figur 3: Die chromatografische Auftrennung der sc gewonnenen Ethylacetat-Frakti-
on 5 aus Rheum-spec. Landsorte Polen 1976 (Fraktion 5- Variante 25),
Absorption bei 280 nm.

Figur 4: Die chromatografische Auftrennung der sc gewonnenen Ethylacetat-Frakti-
on 9 aus Rheum-spec. Landsorte Polen 1976 (Fraktion 9- Variante 25),
Absorption bei 280 nm.

Figur 5: Inhibierung der Virusaktivitat von SFV, PPV, BVDV und PRV durch Rheum
Fraktion 4-Variante 11.
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Figur 6: Inhibierung der Virusaktivitat von SFV, PPV, BVDV und PRV durch Rheum
Fraktion 5-Variante 25.

Figur 7: Inhibierung der Virusakdtivitét von SFV, PPV, BVDV und PRV durch Rheum
Fraktion 9-Variante 25.

Das Extraktionsschema flr die Aufarbeitung getrockneter, gemahlener Rhabarber-
wurzeln ist in der Figur 1 dargestellt. Zur Gewinnung der Wirkstoffe wird eine
bekannte Extraktionsvorschrift, wie sie z.B. in Abb. 8 der DE 10132936A1 darge-
stellt wird, modifiziert.

Flr die Erzeugung der wassrigen Ausgangsphase wird statt Aceton/Wasser Metha-
nol als Primér-Extraktionsmittel eingesetzt, und diese methanolischen Exirakie
werden weiterverwendet. Nach der mehrstufigen extraktiven Aufarbeitung wird eine
préparative sdulenchromatographische Fraktionierung des Ethylacetat-Gesamtex-
traktes durchgefthrt.

Flr eine Extraktion des Rhabarberwurzel-Materials wurden 1 kg einer getrockneten
und gemahlenen Wurzelprobe einer flinfmaligen Wirbelextraktion mit insgesamt
etwa 8000 ml Methanol fUr je 15 min am Ultra-Turrax unterworfen. Die gesammelten
Extrakte wurden dann am Rotationsverdampfer unter Vakuum bei 35 °C eingeengt,
und nach Zugabe von 500 ml Wasser wurde das Methanol volistandig abgezogen.
Zur Ausfallung stérender lipophiler Substanzen wurde der wéssrige Exirakt Gber
Nacht unter Stickstoffoegasung im Kihlschrank bei 5 °C aufbewahrt. Die Failungen
konnten am nachsten Tag abzentrifugiert werden. Zur Abtrennung weiterer lipophiler
Begleitstoffe wurde die wassrige Losung anschlieBend noch drei Mal mit je 500 m
Petrolether ausgeschlittelt. Die so gereinigte wassrige Phase wurde daraufhin vier
Mal mit je 750 ml Ethylacetat ausgeschittelt, wonach sich in den vereinigten Ethyl-
acetat-Phasen vermehrt niedrig oligomerisierte Verbindungen befinden sollten und
in der verbleibenden wassrigen Phase Verbindungen mit hdherem Oligomerisie-
rungsgrad. Sowohl die Ethylacetat- als auch die Wasser-Phase wurden dann am
Rotationsverdampfer unter Vakuum bei 35 °C eingeengt, in wenig Wasser aufge-
nommen und anschlieend gefriergetrocknet.

Die gefriergetrockneten gerbstoffangereicherten Extrakte wurden bis zur weiteren
Verwendung unter Stickstoffatmosphére bei—-21 °C aufbewahrt.

Die séulenchromatografische (sc) préparative Auftrennung der Ethylacetat - sowie
der Wasser-Phase erwies sich als unumganglich, um das Gesamtspekirum an poly-
phenolischen Verbindungen auf eine begrenzte Anzahl an Substanzen einzuschran-
ken.

Zur praparativen Isolierung von Proanthocyanidinen wird schon seit langem die Tren-
nung an Sephadex LH-20 eingesetzt. Als Elutionsmittel haben sich Ethanol oder
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Alkohol/Wasser-Gemische etabliert. Zur Trennung polymerer Substanzen sind
Aceton/Wasser-Gemische (7 : 3; v/v) geeignet.

Die Ethylacetat-Phase wurde in Methanol bzw. Methanol/Wasser geltst, auf die
S&ule (Lange 100 cm, Durchmesser 5 cm) aufgegeben und nacheinander mit Etha-
nol, Methanol und Aceton/Wasser (7 : 3; v/V) eluiert. Hierflr wurde eine MPLC-Anla-
ge mit Probenaufgabepumpe genutzt. Nach DC Uberpriifung der erhaltenen
Reagenzglasfraktionen wurden fUr die einzelnen Genotypen die Fraktionen der Ethy-
lacetat - Phase mit gleichem Inhaltsstoffspektrum zusammengefasst.

Nach der sc Trennung der Ethylacetat-Phase resultierten z.B. beim GT 11 (Rheum
palmatum M.) 11 Fraktionen, beim GT 25 (Rheum spec. Landsorte Polen) 14 Frak-
tionen.

FUr den erfindungsgemaBen Einsatz wurden die Fraktionen 4-Variante 11 (Rheum
palmatum M.), Fraktionen 5 bzw. 9-Variante 25 (Rheum spec. Landsorte Polen)
benutzt.

FUr die Charakterisierung der durch saulenchromatografische Vortrennung gewon-
nenen und hinsichtlich ihrer Wirkung als besonders effektiv einzuschétzenden Frak-
tionen gelten folgende Bedingungen:

Chromatographie

Stationdre Phase:  Synergie 4m Polar RP 80, 250 X 2,0 mm

Mobile Phase: A 0,1 %ige Ameisensaure
B Methanol
Flow: 0,3 mi/min
Gradientenbedingungen: Time (min) %B
0 0

10 10
40 50
41 0
55 0

Detektion: DAD

Uber Kalibration mit entsprechenden Standardsubstanzen konnten folgende
Substanzen in den sc vorgetrennten Fraktionen aus der Ethylacetatphase - soweit
enthalten - quantifiziert werden:
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Epigallocatechin
Catechin

Procyanidin B1
Epicatechin
Procyanidin B2
Epigallocatechingallat
Epicatechingallat.

Die Figur 2 zeigt das Chromatogramm der wirksamsten Fraktion aus der sc Tren-
nung der Ethylacetat/Phase von Rheum palmatum MAXIM. Die obere Spur zeigt die
Absorption bei 280 nm, die untere bei 242 nm. Es wurden beide Wellenlangen zur
Quantifizierung verwendet, da die beiden Procyanidine deutlich hdhere Absorptions-
intensitaten bei 242 nm aufwiesen.

Bei Rheum palmatum MAXIM. konnten quantitativ bestimmt werden:

Catechin
Procyanidin B1
Procyanidin B2
Epicatechingallat.

Diese Daten wurden durch gleichzeitige Aufnahme des Totalionenstroms Uber
Massenspektrometrie abgesichert. Die Identifizierung der Substanzen erfolgte
auBerdem (ber den Vergleich der Massenspektren der Standardsubstanzen mit den
Massenspektren der bei den Standardretentionszeiten detektierten Peaks. ‘
Im Vergleich mit allen anderen Fraktionen wies die Fraktion 4 isoliert aus Rheum
palmatum MAXIM sowohl in der Summe die héchsten Gehalte an quantifizierbaren
Substanzen auf als auch insbesondere die htchsten Gehalte an Epicatechingallat.
Die Abbildungen 3 und 4 zeigen die Chromatogramme der wirksamsten Fraktionen
aus der sc Trennung der Ethylacetat/Phase von Rheum spec. Landsorte Polen 1976
(Fraktionen 5 bzw. 9- Variante 25). Diese Art konnte nicht naher spezifiziert werden.
Die Chromatogramme stellen die UV-Spur bei 280 nm dar.

Bei Rheum spec. Landsorte Polen 1976 konnten in Fraktion 5 quantitativ bestimmt
werden:

Procyanidin B1
Procyanidin B2
Epicatechingallat.
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In Fraktion 9 waren die als Standards zu Verflgung stehenden Substanzen nicht
mehr enthalten. Uber Massenspektrometrie wurden héher oligomere polyphenoli-
sche Verbindungen, wie digalloylierte dimere Procyanidine und trimere Procyanidine,
mit unterschiedlichem Galloylierungsgrad neben weiteren fir Rhabarber beschrie-

benen Verbindungen, wie z.B. Stilbenderivate, detektiert.

Rheum species ist eine Pflanze, die weltweit vorzufinden ist und sich in verschiede-

nen Arten seiner Umwelt angepasst hat.

Nachfolgend angefiihrtist eine Liste mit allen Rhabarberarten flr die erfinderische

Ldsung.

Variante 01: Rh. officinale BAILL.; Dolomiten (MUnster)
Variante 02: Rh. officinale BAILL.; Vacrutot (Ungam)
Variante 03: Rh. officinale BAILL.; Kirovsk (UdSSR)

Variante 04: Rh. officinale BAILL.; Medicinal Rhubarb, Wisley (England)

Variante 05: Rh. officinale BAILL.; Dolomiten (Minster)
Variante 09: Rh. palmatum L..; Petersburg (UJdSSR)
Variante 10: Rh. rhabarbarum L..; The Sutton

Variante 11: Rh. palmatum L.f. florc rubro MAXIM. Petersburg (UJSSR)

Variante 12: Rh. rhabarbarum L.; Holsteiner Blut

Variante 13: Rh. rhabarbarum L.; Utrecht (Holland)
Variante 14: Rh. rhabarbarum L.; Uppsala (Schweden)
Variante 15: Rh. rhabarbarum L.; KVDR 1986

Variante 16: Rh. rhaponticum L.; Kirovsk (UdSSR)
Variante 17: Rh. rhaponticum L.; Dnepropetrovsk (UASSR)
Variante 18: Rh. rhaponticum L.; Kirovsk (UdSSR)
Variante 19: Rh. rhaponticum L.; Uppsala (Schweden)
Variante 20: Rh. rhaponticum L.; Petrograd (UdSSR)
Variante 21: Rh. rhaponticum L.; Taplozek (Finnland)
Variante 22: Rh. rhabarbarum L.; Kirovsk (UdSSR)
Variante 23: Rh. rhabarbarum L.; China 1956

Variante 24: Rh. rhabarbarum L..; KVDR 1987

Variante 25: Rh. spec. Landsorte Polen 1976

Variante 26: Rh. alexandra VEITCH.; Kirovsk (UdSSR)
Variante 27: Rh. wittrockii LUNDSTR.; Petrograd (UJSSR)
Variante 29: Rh. emod. WOLL.; Petrograd (UJSSR)
Variante 30: Rh. leucorum; Wroclaw (Polen)
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Variante 31: Rh. leucorrhizum PALL.; Bukarest (Ruménien)
Variante 32: Rh. maximowiczii LOSINSK.; Petrograd (UdSSR)
Variante 33: Rh. tataricum .. lasi (Rumé&nien)

Variante 34: Rh. undulatum L.; Pruhonice (CSSR)

Variante 35: Rh. altaicum LOSINSK.; Petrograd (UdSSR)
Variante 36: Rh. altaicum LOSINSK.; Moskau (UdSSR)
Variante 37: Rh. alte Landsorte (Deutschiand)

Variante 38: Rh. alte Landsorte (Deutschland)

Variante 39: Rh. alte Landsorte (Polen)

Variante 40: Bastard Rh. rhab. x Rh. raponticum

Variante 41: Rh. alexandra VEITCH.; Petrograd (UJSSR)
Variante 42: Rh. officinale BAILL.; Landsorte, Slovakisches Erzgebirge.

Der Einsatz der erfindungsgemaBen Wirkstofffraktionen wird an folgendem
Ausflhrungsbeispiel néher erklart:

Fur die Versuchsdurchfiinrung wurden folgende Materialen und Methoden zur Virus-

inaktivierung eingesetzt.
Viren und Zellen

Modellviren fir humanpathogene Viren: PPV, BVDV, SFV, PRV

Die in nachfolgender Tabelle aufgeflihrten Viren wurden fUr die Inaktivierungsexperi-

mente verwendet. Ebenfalls aufgelistet sind die Zellkulturen, in denen die Viren
vermehrt und titriert wurden.
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Virus Familie Modellvirus | Genom GroRe | Zelllinie
fur [nm]
PPV Parvoviridae B19 ssSDNA 18 - 26 PKI3
Porcines
Parvovirus
BVDV Flaviviridae | Hepatitis C | ssSRNA | 40-50 | MDBK
Bovine Viral
Diarrhea Virus
SHV Togaviridae | Hepatitis C | sSRNA 60 - 80 Vero
Semliki Forest
Virus
PRV Herpesviridae | Herpesviren | dsDNA | 150 - 200 ML
Pseudorabies (human)
Virus

Tabelle 1:  Auflistung der flr die Experimente eingesetzten Viren, deren Eigen-
schaften sowie die fUr die Vermehrung und Titration entsprechenden
Zelllinien

Folgende Teilschritte wurden flr die Virusinaktivierungsversuche durchgefihrt:

Kultivierung der Zellen

Bei den verwendeten Zelllinien (Indikatorzellen, siehe Tabelle 2) handelt es sich um
adharente, d.h. in Monolayern wachsende Zellen. Die Zellen unterliegen einer
Kontaktinhibition und stellen das Wachstum ein, sobald sie konfluent sind, d.h. ein
dichter Zellrasen gewachsen ist. Daher wurden die Zellen subkultiviert, als die Kultur
70 % konfluent war. Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C,

5 % Kohlendioxid und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit. Alle Arbeiten fanden unter
sterilen Bedingungen statt. Die Medien wurden vor Gebrauch mit den entsprechen-
den Zusatzen versehen (siehe Tabelle 2). Alle Zus&tze wurden bei - 20 °C aufbe-
wahrt. Das fetale Kélberserum (FKS) wurde zusatzlich vor der Verwendung 30 min
bei 56 °C im Wasserbad Hitze inaktiviert, um vorhandene Komplementfaktoren zu
zerstoren.
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Zelllinie Medium Medienzusétze Kultivierung in
MDBK DMEM |04 % (v/v) NSP 75 cm?2 Zellkulturflaschen
Vero | % (viv) L-Glutamin
ML 5 9 (V) FKS
PK13 DMEM 0,4 % (v/v) NSP 75 cm?2 Zellkulturfiaschen
| % (V) L=Glutamin
10 % (V) FKS

Tabelle2:  Zelllinien zur Vermehrung der Viren
WST-Assay zur Bestimmung der Zytotoxizitat

Mit dem Cell-Proliferation Reagent WST-1 kann die metabolische Aktivitat lebender,
wachstumfahiger Zellen bestimmt werden. Der Test basiert auf der intrazellularen
Reduktion von im WST-Reagenz enthaltenem Tetrazoliumsalz in den dunkelroten
Farbstoff Formazan durch mitochondriale Dehydrogenasen. Die Farbstoffmenge
kann daher direkt mit der Zah! stoffwechselaktiver Zellen korreliert werden.

Eine zytostatische Wirkung lasst sich durch eine verminderte Zellproliferation nach-
weisen. Die Absorption wurde mit dem WallacVictor bei einer Welleniénge von

450 nm bestimmt. In je einer Mikrotiterplatte (96 Kavitdten) wurden pro Kavitat 8000
Zellen der Zelllinien PK13, MDBK, Vero und ML ausgesét. Die letzte Spaite (Spal-

te 12) enthielt nur Medium und diente als Nullprobe. Weiterhin wurden eine Positiv-
kontrolle (nur Medium und Zellen) sowie zwei weitere Kontrollen, in denen das Medi-
um 5 bzw. 10 % Ethanol enthielt, mitgeflnrt. Dies war erforderlich, da die zu untersu-
chenden polyphenolischen Fraktionen zur besseren Loslichkeit mindestens einen
Anteil von 5 % Ethanol im Losungsmittel bendtigten.

Es wurden drei Rhabarber-Fraktionen getestet: Fraktion 4 isoliert aus der Rheum
Variante 11, Fraktion 5 und Fraktion 9 isoliert aus der Rheum Variante 25 in den
Konzentrationsstufen 0,0025 %, 0,005 %, 0,01 %, 0,05 %, 0,1 % und 0,5 %. Je

50 pl der jeweiligen Konzentrationsstufe wurden je Fraktion als Doppelbestimmung
zu den verschiedenen Zellen pipettiert (ausgenommen der Kontrolien) und diese flr
24 Stunden inkubiert. Dann wurden pro Kavitét 20 pl WST-1-Reagenz hinzu pipet-
tiert und sofort die Absorption gemessen. AnschlieBend erfolgte die Messung der
Absorption alle 30 min fur die Zeit von 240 min.
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Bestimmung des Virustiters von PPV, BVDV, SFV und PRV

Die Bestimmung des Virustiters erfolgte mittels Endpunkttitration. Hierzu wurde das
virushaltige Material so lange verdinnt, bis kein cytopathischer Effekt (CPE) mehr
erkennbar war. Die Bestimmung des Virustiters gliedert sich in die nachfolgenden 4
Arbeitsschritte.

1. Aussaat der Zellen

Die Bestimmung des Virustiters erfolgte durch Infektion der entsprechenden Zellen
(Tabelle 3) mit verschiedenen Verdiinnungen der jeweiligen Virusprobe. FUr jede
entnommene Probe wurde eine Mikrotiterplatte bendtigt. Am Tag vor der Behand-
lung des jeweiligen Virus mit den Polyphenolen wurden die Zellen in die Mikrotiter-
platten eingesét. FUr eine Mikrotiterplatte wurden 15 ml Zellsuspension bei einer
Einsaat von 150 pl pro Kavitat benttigt. Die Platten wurden im Brutschrank (37 °C,
5% CO2, 95 % relative Luftfuchtigkeit) aufbewahrt.

2. Herstellung der VerdUnnungsreihen fUr die Titration

Es wurden serielle 1 : 5 Verdinnungen in DMEM (1 % Glutamin, 0,4 % NSP, kein
FKS) von den zu untersuchenden Virusproben hergestellt. In einem 96er Proben-
réhrechen-Rack (8 x 12 Réhrchen) wurden je 600 ul DMEM in den Rdhrchen (auBer
Reihe 1) vorgelegt. Reihe 1 enthielt 1 ml der zu untersuchende Virusprobe bzw. 500
pl Virus plus 500 pl der jeweiligen Konzentrationsstufe der polyphenolischen Fraktio-
nen. Von Reihe 1 ausgehend, wurden mit einer Mehrkanalpipstte je 150 pl in die
zweite Reihe pipettiert, dreimal gut durchmischt und daraus wiederum 150 pl in die
dritte Reihe pipettiert usw. Bei jedem Verdinnungsschritt erfolgte ein Wechsel der
Spitzen. Die 12. Reihe enthielt nur Medium und diente als Negativkontrolle.

3. Titration

Die Titration erfolgte in den am Vortag eingeséten Mikrotiterplatten. Es wurden je

50 pl der einzelnen Verdtinnungsstufen aus dem 96er Probenréhrchen-Rack auf die
Mikrotiterplatten aufgetragen. FUr jede Verdinnung wurden 8 Replikate getestet. Die
Platten wurden 2 - 5 Tage inkubiert, abhangig von der Inkubationszeit des behandel-
ten Virus. AnschlieBend erfolgte die mikroskopische Untersuchung auf cytopathi-
sche Effekte (CPE).
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4., Bestimmung der Tissue Culture Infective Dose; TCID50/m

Die Platten wurden nach der Inkubationszeit mikroskopisch auf cytopathische Effek-
te (CPE), die durch Virusinfektionen hervorgerufen wurden, untersucht. Positive
Reaktionen in den einzelnen Kavitaten der Mikrotiterplatten wurden im Protokoll
vermerkt.

Die Berechnung wurde computergestUtzt auf der Basis der Probitanalyse durchge-
fuhrt, Vereinfacht kann flr die Bestimmung des Virustiters die Formel nach Spear-
man und Kérber angewendet werden:

l0g4o TCIDsy/Volumen =X, - d/2 + d/n = 3 X

= Logarithmus der kleinsten Verdlinnung, bei der alle Testobjekte positiv
reagieren
d= derDosis (verdiinnungs) abstand in 10949
n= die Zahl der pro Verdlinnung eingesetzten Testobjekte
X = die Summe aller auf die Infektion positiv reagierender Testobjekte ab und
einschlielich X,

Der Virustiter wurde fir das Volumen 1 Milliliter berechnet. Da zur Endpunktbestim-
mung ein Volumen von 50 pl (= 1/20 ml) eingesetzt wurde, musste das Ergebnis
noch mit log,, 20 addiert werden. Ebenfalls war bei der Berechnung zu bericksichti-
gen, dass die Viren durch die Zugabe der Polyphenole 1:1 verdinnt waren.

Ergebnisse der Virusinaktivierung

Die in den Ausgangssuspensionen vorhandenen Mengen infektidser viraler Partikel
wurden wie unter 3. beschrieben im klassischen Titrationsverfahren gemessen.
Dabei wird jeweils die hdchste Verdlinnung der Virussuspension ermittelt, die in der
Kultur der Indikatorzellen zu 50 % einen zytopathologischen Effekt (CPE) verursacht
(50% tissue culture infective doses pro mi (log TCIDg,/ml)). In den nachfolgenden
Abbildungen sind die log TCIDsy/ml —Werte der Virensuspensionen, der Kontrollen
(Positivkontrolle: Virus in Medium mit 5 % Ethanol) sowie der mit den unterschiedli-
chen Konzentrationsstufen der Rheum-Fraktionen behandelten Viren dargestellt.
Es werden jeweils nur die Konzentrationsstufen gezeigt, bei denen keine Zytotoxi-
zitat gegenliber den Indikatorzellen VERO, PK 13, MDBK und ML beobachtet wurde
(diese Ergebnisse sind hier nicht aufgefuhrt).
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Wie in Figur 5 dargestellt, werden alle Modellviren bei einer Konzentration von 0,05 %
durch die Fraktion 4-Variante11 signifikant gehemmt. Dabei scheinen PRV und PPV
die empfindlicheren Viren zu sein, da bereits bei 0,01 % eine signifikante Hemmung
gegenUber der reinen Virussuspension zu beobachten ist.

Fraktion 5-Variante 25 wirkt am stérksten inhibierend auf PPV und BVDV. Alle darge-
stellten Konzentrationen von 0,05 bis 0,0025 % (Figur 6) zeigen eine Virus inhibieren-
de Wirkung im Vergleich zum Virustiter. Auf PRV wirkt nur die Konzentration 0,01 %
Virus inhibierend.

Die antivirale Wirksamkeit der Fraktion 5-Variante 25 ist bei dem Virusmodell SFVim
Konzentrationsbereich 0,05 bis 0,005 % zu beobachten.

Die Fraktion 9-Variante 25 wirkt generell schon ab einer Konzentration von 0,05 %
zytotoxisch. Die stérksten antiviralen Effekte fir diese Fraktion sind bei PRV zu
sehen. Wie in Figur 7 dargestellt, tritt bereits bei der niedrigsten eingesetzten
Konzentration eine Reduktion der viralen Aktivitat um ca. 40 % auf. Bei der hochsten
nicht zytotoxischen Konzentration wird eine Reduktion auf ca. 70 % der Ausgangs-
aktivitat erreicht.

Bei PPV und BVDV tritt bei den Konzentrationen 0,01 % bis 0,0025 % eine
Hemmung der viralen Aktivitat auf, die bei den hochsten eingesetzten Konzentratio-
nen um ca. 65 bis 70 % gesenkt wird. FUr SFV wirkt nur die Konzentration 0,01 %
signifikant Virustiter reduzierend.
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Patentansprtche

1. Wirkstofffraktionen mit hoher antiviraler Aktivitat zur Virusinaktivierung und Desin-

fektion aus Rheum-species-Arten, erhaltlich durch ein Verfahren, umfassend die

folgenden Schritte:

a) Extraktion der getrockneten und gemahlenen Wurzelproben mit Methanol,

b) Befreiung der gebildeten wassrigen Phase von lipophilen Begleitstoffen unter
vollstandiger Methanolentfernung nach Zugabe von Wasser,

c) AusschUtteln der gereinigten wassrigen Phase mit Ethylacetat,

d) sulenchromatografische Aufirennung der vereinigten Ethylacetatphase in eine
begrenzte Anzahl von Wirkstofffraktionen,

e) Zusammenfassung der Wirkstofffraktionen mit gleichem Inhaltsstoffspektrum,

f) Abtrennung einzelner Wirkstofffraktionen zur Verwendung nach DurchfOhrung
eines Wirksamkeitsnachweises der Wirkstofffraktionen.

. Wirkstofffraktionen nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,

dass in Schritt b) die Befreiung der gebildeten wassrigen Phase von lipophilen
Begleitstoffen durch Ausfaliung der lipophilen Begleitstoffe bei 5 °C unter Stick-
stoffbegasung erfolgt.

. Wirkstofffraktionen nach Anspruch 1 oder 2,

dadurch gekennzeichnet,
dass in Schritt b) die wassrige Phase mit Petrolether ausgeschittelt wird.

. Wirkstofffraktionen nach einem der Anspriche 1 bis 3,

dadurch gekennzeichnet,

dass nach dem Ausschitteln der gereinigten wassrigen Phase mit Ethylacetat die
vereinigten Ethylacetatphasen unter Vakuum eingeengt, in wenig Wasser aufge-
nommen und anschlieBend gefriergetrocknet werden.

. Wirkstofffraktionen nach einem der Anspriiche 1 bis 4,

dadurch gekennzeichnet,
dass in Schritt d) zur séulenchromatografischen Auftrennung als Elutionsmittel
Ethanol, Methanol und ein Gemisch aus Aceton und Wasser eingesetzt werden.
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