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Monoterpene Derivates, Acetylcholinesterase Inhibiting Activity, Distony of Digestive Tract

Monoterpene derivatives with spasmolytic activity inhibited acetylcholinesterase (ACHE,
EC 3.1.1.7) in a dose dependent manner in vitro. The median inhibitory concentrations ranges
between 107*M and 1072 M. A significance of our finding may by the possible explanation of
effects of monoterpene derivatives seen in distony of digestive tract.

Einleitung

Zum besseren Verstindnis der Wirkungsweise
pflanzlicher Arzneistoffe ist es notwendig, ihre Wir-
kung auf molekularer Ebene zu untersuchen. Man
bedient sich dabei der sog. biochemisch-pharma-
kologischen (molekularpharmakologischen) Metho-
den [1], wohl bewuBt, daB3 durch den Einsatz solcher
Modelle (im Sinne von [2]) Resultate erzielt werden,
die unter in-vivo-Bedingungen {iberpriift werden
miissen [3]. Durch den Einsatz der Modelle ist es
jedoch moglich, im primédren pharmakologischen
Screening wertvolle Informationen zur Wirkung der
Phytopharmaka zu gewinnen [4]. In solchen Fillen,
wo die pharmakologische Wirkung auf der Beein-
flussung von Enzymen bzw. Enzymsystemen beruht,
kann die Priifung an Enzymen zum Wirkungsnach-
weis bzw. zur Aufklirung des Wirkungsmecha-
nismus herangezogen werden, wobei die Untersu-
chung an Enzymen in vitro, iber Homogenat — Zell-
kultur — Gewebeschnitt — perfundiertes Organ —
Ganztier zu stark angendherten Bedingungen in vivo
fiihren muB [5]. In der vorhergehenden Arbeit [6]
haben wir iiber die Wirkung von Rosmarinsdure auf
die Lipidperoxidation berichtet. Die Aufgabe der
vorliegenden Arbeit war, den EinfluB von pflanz-
lichen Monoterpenderivaten auf die Aktivitdt der
Acetylcholinesterase (ACHE) zu untersuchen, um
Angaben zum moglichen Wirkungsmechanismus
dieser Substanz im Magen-Darm-Trakt zu gewinnen.
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Material und Methoden

Die gepriiften Reinsubstanzen wurden von der
Fa. Fluka, Acetylcholinesterase aus Zitteraal (ACHE,
EC3.1.1.7) von der Firma Sigma bezogen. Die
dtherischen Ole wurden aus authentischen Drogen
nach der Methode des Europdischen Arzneibuches
[7] frisch destilliert und nach den entsprechenden
Monographien des Deutschen Arzneibuches kon-
trolliert. Die Priifsubstanzen wurden in einer Phos-
phatpufferlésung (pH 7,0) mit 1 mg/ml Polyoxy-
ethylensorbitan-Monooleat gelost. Das Enzym wird
von dem Solubilisator in der verwendeten Konzen-
tration nicht beeinflult. Die Bestimmung der Ace-
tylcholinesterase-Aktivitit erfolgte mit der Methode
[8]. Die Prifung der Grenzflichenspannung (o)
wurde mit der stalagmometrischen Methode [9]
durchgefiihrt. Die Substanzen (S) wurden dabei in
45-prozentigem (m/m) Ethylalkohol (LM) zu 0,5,
1,0, 1,5 und 2,0% (m/V) gelost. 1,0 ml der Losungen
wurde u 50,0 ml kiinstlichem, im Thermostat tem-
periertem Darmsaft (DS) gegeben (SL). Die Prii-
fung erfolgte bei 20 °C. Parallel wurde die Grenz-
flaichenspannung des kiinstlichen Darmsaftes mit
dem Losungsmittel gemessen, und letzteres bei der
Auswertung der MeBergebnisse in Korrektur ge-
nommen (46 = 0ps 4+ .M — 0OsL)-

Ergebnisse

Die untersuchten Monoterpenderivate weisen
eine dosisabhiangige Hemmwirkung auf ACHE auf
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Abb. 1. Hemmwirkung von Monoterpenderivaten auf die
ACHE-AKktivitait (0—o: 1,8-Cineol, e——e: Carvacrol,
*——*: (+)-Carvon, o—~0: Fenchon, =—m: Thymol).
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Abb. 2. Grenzflichenaktivitit von Monoterpenderivaten
(Zeichenerkldrung in Abb. 1) SL = Substanzlosung, LM =
Losungsmittel, DS = kiinstlicher Darmsaft.

(Abb. 1). Die Werte in der Abb.1 sind Durch-
schnittswerte aus drei Parallelbestimmungen.

Die Reproduzierbarkeit der Werte ist ausrei-
chend. Die Standardabweichung (s) liegt z. B. bei
(+)-Carvon zwischen 1,89 und 7,55. Die IDs,-Werte
(molare Konzentrationen, bei denen eine 50-pro-
zentige Hemmwirkung zu beobachten ist), liegen in
den meisten Fillen im Konzentrationsbereich von
10~* und 10~2 molar.

Die Hemmwirkung ist unabhingig von der Grenz-
flachenaktivitdt der Substanzen. Sie setzen namlich
erst in hoherer Konzentration die Grenzflichen-
spannung der Losungen herab. Es besteht dariiber
hinaus kein Zusammenhang zwischen Enzymhem-
mung und Grenzflachenaktivitit (Abbn. 1 und 2).

Diskussion

Es wurde schon versucht, Zusammenhédnge zwi-
schen der konvulsiven und vasodilatatorischen Wir-
kung von Oleum Majoranae bzw. dem Auslosen
epileptiformer Krampfe durch Oleum Hyssopi,
Oleum Salviae und Oleum Rosmarini einerseits und
threr Hemmwirkung auf ACHE andererseits herzu-
stellen [10]. Bei der Priifung von Pestizidriickstin-
den in Extrakten aus Gemiisen wurde weiterhin
beobachtet, daB Ausziige, die dtherisches Ol oder’
Senfdl enthalten (Extr. Apii graveolentis und Extr.
Brassicae oleraceae), das ACHE zu hemmen ver-
mogen [11]. Die von uns untersuchten Terpenderi-
vate sind Bestandteile von Magen-Darm-Prépa-
raten.

Es ist allgemein bekannt, daf die glatte Musku-
latur des Magen-Darm-Kanals auf den Ubertriger-
stoff der Nervenerregung Acetylcholin (ACH) mit
Tonuszunahme und schlieBlich spastischer Kontrak-
tion reagiert. Es ist weiterhin bekannt, daB8 die Bio-
synthese und Biotransformation des ACH durch
Cholinacetylase bzw. Acetylcholinesterase enzyma-
tisch reguliert wird.

Unter physiologischen Bedingungen ist die Dauer
der Erregung durch die Enzyme geregelt. Der ge-
storte Regulationsmechanismus manifestiert sich als
Dystonie (Atonie oder Spasmus). Die Antidystonika
entfalten ihre Wirkung bei Atonie durch Motilitéts-
steigerung (Anregung der Peristaltik [12], [13] und
zitierte Literatur), bei schmerzhaftem Zusammen-
ziehen der betreffenden Hohlorgane durch Spasmo-
lyse ([14], [15] und zitierte Literatur). Diese ambi-
valente (antiatonische und spasmolytische) Wirkung
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Tab. I. Zusammenhang zwischen antidystonischer Wirkung
und ACHE-Hemmung (* ¢ = 1 mg/ml; ® ¢ = 5x 1072 molar).

Antidystonische Wirkung [19]

Fructus Carvi > Fructus Foeniculi > Fructus Anisi

ACHE-Hemmung

Oleum Carvi? > Oleum Foeniculi? > Oleum Anisi?

72% 39% 0%

(+)-Carvon® > Fenchon:Anethol® > Anethol®
(40: 60)

76% 16% 0%

konnte nun mit der beobachteten ACHE-hemmen-
den (,indirekten” cholinergischen) Wirkung einer-
seits und mit der bekannten spasmolytischen Wir-
kung der Substanzen andererseits als regulative
Wirkung erklart werden. Das gleiche Phdnomen,
Tonussteigerung und Spasmolyse, wurde schon bei
folgenden Pflanzenstoffen beobachtet: Tct. und
Extr. Teucrii scorodoniae, Extr. Echinaceae und
Populi, Oleum Menthae und Foeniculi, Chelidonin
und Sanguinarin bzw. bei einer Extrakt-Mischung
aus Rubia tinctorum, Ammi visnaga, Solidago vir-
gaurea, Taraxacum officinale und Aescin.

Die Wirkungsweise erinnert uns an die paradoxe
Wirkung der Valeriana-Praparate, die gleichzeitig
beruhigend (sedativ) bzw. mild aktivierend (toniko-
exzitativ) wirken und als Aquilantien bezeichnet
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werden [16]. Solche paradoxen Wirkungen sind
ibrigens bei den Phytotherapeutika nicht selten. Es
sei hier nur an die hyperalgetische bzw. analgeti-
sche Wirkung des Capsaicins [17] oder an die toni-
sierende bzw. tonolytische Wirkung des Theophyl-
lins [18] erinnert.

Grenzflachenaktive Substanzen zeigen bekanntlich
oft Hemmwirkungen auf verschiedenen Enzymen.
Unsere Untersuchungen zeigen, daB die Hemmwir-
kung der Monoterpenderivate auf die ACHE nicht
auf ihrer Grenzflachenaktivitit beruht.

Welche Bedeutung der beobachteten ACHE-hem-
menden Wirkung zukommen konnte, zeigt die Tat-
sache, dal die Wirksamkeit der drei in der Phyto-
therapie meist angesetzten Antidystonika [19] mit
ihrer Hemmwirkung auf ACHE parallel geht (Tab.).

Eine in vivo-Uberpriifung der Ergebnisse mit der
Darmgeriduschanalyse ist in Vorbereitung.

Der Befund unterstiitzt die Meinung von Prof.
Thaler, der festgestellt hat [13], dal bei Darmsto-
rungen pflanzliche Prdparate, die iliber eine An-
regung der Peristaltik zu wirken scheinen, mit Vor-
teil angewendet werden konnen.
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