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bei der Triosephosphat-Isomerase

TMS Tetramethylsilan

TNFa Tumornekrosefaktor o

TrisHCI Tris(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid

tRNA Transferribonukleinsdure

Tyr L-Tyrosin

URBAN Urban, J.

Uuv ultraviolett / Ultraviolettspektroskopie

VirF Virulenzfaktor F

VirG Virulenzfaktor G

WHO World Health Organisation

WWW world wide web

Z. mobilis Zymomonas mobilis



1 Einleitung

Als im April 2003 durch Wissenschaftler des internationalen Konsortiums des Human-
Genom-Projektes der Abschluss der Sequenzierung des menschlichen Erbgutes bekannt
gegeben wurde, lagen bis dahin iiber 98 % der genetischen Information des Menschen

mit einer Genauigkeit von 99,99 % entschliisselt vor [1].

Ein Ziel dieser Forschung war, ist und bleibt, neben der Sequenzierung der humanen
Erbinformationen, das Verstehen von Krankheiten sowie deren Heilungsmoglichkeiten.
Vor allem erhofft man sich Fortschritte bei der Diagnose und Therapie von Herzerkran-

kungen, Krebs, Diabetes und Schizophrenie.

Um eine Krankheit verstehen und in das pathologische Geschehen eingreifen zu konnen,
miissen krankheitsrelevante Gene und die von ihnen codierten Proteine identifiziert
werden. Nicht zuletzt stieg durch die Arbeit an der Sequenzierung des menschlichen
Genoms die Zahl der als pathologisch relevant identifizierten Gene bis zum Jahr 2003

auf etwa 1300 an [2].

Ein wichtiger Startpunkt fiir die Erforschung und die Entwicklung von Substanzen, die
als Arzneimittel dienen konnten, sind die von den Genen codierten, pathologisch rele-
vanten Proteine, die so genannten Targets. Vor der Entschliisselung des menschlichen
Genoms waren kaum mehr als 500 solcher Targets, die in der Arzneimittelentwicklung
eine Rolle spielen, bekannt [3]. Unter anderem durch die Arbeit am Human-Genom-

Projekt stieg die Zahl der als pathologisch interessant angesehenen Targets stetig an.

Aber auch die Suche nach neuen Targets in anderen Organismen gewinnt gerade wegen
der dramatischen Zunahme von multiresistenten Bakterienstimmen, zu denen auch

einige Zelllinien der Gattung Shigella gehdren, wieder an Bedeutung [4] [5] [6].

Ist ein geeignetes Target gefunden, beginnt die Suche nach einer Leitstruktur fiir Ligan-
den dieses Zielmolekiils. Fiir die Leitstruktursuche werden verschiedene Methoden

herangezogen:

Beim High-Throughput-Screening (HTS) werden Molekiilbibliotheken in vitro auf
Aktivitit durchmustert. Die grole Anzahl an zu testenden Verbindungen wird dazu

durch Verfahren der kombinatorischen Chemie bereitgestellt. Durch Automatisierung ist
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es moglich, in sehr kurzer Zeit sehr viele Verbindungen zu testen. Allerdings sind die
Erfolgsquoten erniichternd [7]. Sie liegen oft unter 0,1 %, gemessen an der Anzahl der

untersuchten Verbindungen [8].

Einen anderen Ansatz zum Auffinden von biologisch aktiven Substanzen stellen Do-
ckingmethoden dar. Dabei werden durch virtuelles Screening von Datenbanken unter
Angabe bestimmter struktureller Parameter, die sich aus Informationen des Aufbaus der
Bindetasche des Zielproteins ableiten, wenige Verbindungen herausgefiltert, die wahr-
scheinlich biologische Aktivitit aufweisen. Diese miissen dann synthetisiert und auf ihre
Aktivitit getestet werden. Ein Nachteil ist jedoch, dass Informationen zum Aufbau der
Bindetasche des Zielmolekiils oder die Struktur eines Liganden dieses Targets vorliegen

miissen [9].

Dem gegeniiber stellt die im Arbeitskreis von Prof. Dr. R. Matusch entwickelte Metho-
de des Ligandenfischens ein Verfahren zum Auffinden von biologisch aktiven Substan-
zen dar, bei dem das Target ganzen Substanzbibliotheken zugefiihrt werden kann, ohne
dass Informationen zum Aufbau des Zielproteins vorhanden oder die Struktur eines
Liganden bekannt sein miissen. Die Verbindungen werden hierbei dem Massenwir-
kungsgesetz folgend entsprechend ihrer Affinitdt durch das Protein aus dem Substanz-
pool ,,gefischt* [10]. Ob in dem untersuchten Substanzgemisch eine aktive Verbindung,
moglicherweise ein Inhibitor flir das Targetprotein enthalten ist, wird durch anschlie-

Bende kapillarchromatographische Vermessung der erhaltenen Proben festgestellt.

Das Ligandenfischen stellt gegeniiber dem geritetechnisch aufwendigeren HTS eine
weniger zeitaufwendige sowie kostengiinstigere Methode dar. Ein wesentlicher Vorteil
des Ligandenfischens besteht in der Mdglichkeit, biologisch aktive Substanzkombinati-
onen in Substanzbibliotheken entdecken zu konnen [10]. Solche komplexen Substanz-

bibliotheken werden insbesondere durch Naturstoffextrakte reprasentiert.

Naturstoffe spielen in der Arzneimittelforschung wieder zunehmend eine grof3ere Rolle.
Nachdem die Ergebnisse aus HTS und kombinatorischer Chemie hinter den Erwartun-
gen zurlick blieben, wurde {iber die Griinde der geringen Erfolgsquoten diskutiert. Dabei
gelangte immer mehr das Argument ,,Qualitdt statt Quantitdt” der Substanzen in den
Substanzbibliotheken in den Fokus der Debatte [11] [12]. Unter anderem stellen Natur-

stoffextrakte solch qualitativ hochwertigere Substanzbibliotheken dar [13]. Dies zeigt
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sich auch darin, dass Naturstoffe immer noch die bestdndigste Quelle zur Auffindung
neuer Leitstrukturen fiir die Arzneimitteltherapie sind. 61 % der zwischen 1981 und
2002 neu zugelassenen Arzneistoffe sind Naturstoffprodukte oder Derivate von diesen.
Betrachtet man die Gruppe der Krebstherapeutika, so liegt dieser Anteil bei 74 %; im
Falle der Antibiotika sogar bei 79 % [14]. Auch 6konomisch stellen Naturstoffe und ihre
Derivate eine wichtige Sdule in der Pharmazie dar. So reihte sich das 1994 aus der
Pazifischen Eibe isolierte Zytostatikum Paclitaxel im Jahre 2000 auf Platz 25 der welt-
weit meistverkauften Arzneistoffe ein. Aber auch auf dem Gebiet der DNA-
Topoisomerase-I-Inhibitoren, deren Leitstruktur das aus Camptotheca acuminata isolier-
te Camptothecin darstellt, wird weiter geforscht. Exatecan (Daiichi Pharmaceutical)
steht in Phase III der klinischen Priifung und fiir Rubitecan (SuperGen) wurde die Pha-
se III bereits abgeschlossen. Antibiotisch wirksame Arzneistoffe wurden dagegen bisher
vorrangig aus Bakterienstimmen isoliert. Auch diese Naturstoffquelle ist noch immer

Gegenstand der aktuellen Forschung [15].

Ein Grund fiir diesen Erfolg der Naturstoffe bzw. deren Derivate liegt sicherlich in der
Tatsache, dass Naturstoffe biologisch vorvalidierte Systeme sind, deren hohe strukturel-
le Diversitdt unter anderem auf der Bildung von Sekundirstoffen durch die Pflanze

infolge unterschiedlicher biochemischer Einfliisse beruht [13] [16].

Mittels eines detaillierten statistischen Vergleiches der chemischen Struktur von Natur-
stoffen und Synthetika konnte gezeigt werden, dass Naturstoffe durchschnittlich h6here
molekulare Massen aufweisen als synthetisch hergestellte Verbindungen. Auch hinsicht-
lich der Verteilung von Heteroatomen sowie in der Anzahl der Chiralitdtszentren, die
bei den Naturstoffen hoher ist, unterscheiden sich die Verbindungsklassen. Ebenso
besitzen Substanzen natiirlichen Ursprungs eine im Mittel hohere Anzahl an Ringen als
die synthetischen Vertreter. Naturstoffe stellen somit statistisch die rdumlich komplexe-

ren Strukturen dar [17].

Das Potential naturstoffbasierter Substanzbibliotheken ist von vielen Forschern wieder
erkannt worden. Eine Betrachtung der Statistik zeigt, dass etwa 40 % der natiirlich
vorkommenden Strukturen in einer Beispieldatenbank nicht durch synthetisch herge-
stellte Verbindungen reprisentiert sind (zugrunde gelegte Datenbank: Dictionary of

Natural Products, Chapman & Hall) [17]. Daher erscheint insbesondere eine weitere
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Untersuchung von Pflanzenextrakten und anderen Quellen biologisch aktiver Naturstof-
fe, wie z.B. Pilze, Bakterien, Tiere und marine Organismen, hinsichtlich der Entdeckung

neuer Strukturen sowie auch hinsichtlich biologischer Aktivitét bereits bekannter Natur-

stoffe an neuen Targets sinnvoll.



2 Aufgabenstellung

Viele Krankheiten scheint der Mensch dank wirksamer Arzneimittel schon ,,in den Griff
bekommen* zu haben. Doch unter anderem im Falle bakterieller Erkrankungen tauchen
neue Probleme in Form von resistenten oder sogar multiresistenten Stimmen auf. Eine

Infektion mit Bakterien solcher Staimme kann zu lebensbedrohlichen Situationen fithren.

Zu diesen multiresistenten Keimen gehoren auch einige Bakterienstimme der Gattung
Shigella [4] [6]. Deshalb gilt es nun Antibiotika zu entwickeln, die an neuen Zielstruktu-
ren angreifen, damit die schnelle Entstehung einer Kreuzresistenz zunéchst ausgeschlos-
sen werden kann. Verschiedene Arbeiten [18] [19] lassen den Schluss zu, dass ein Inhi-
bitor der tRNA-Guanin-Transglykosylase (TGT) ein selektives Antibiotikum gegen
Shigellen-Ruhr darstellen sollte, welches die natiirliche Darmflora des Menschen nicht
schidigt. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, fiir das neue Target TGT aus Pflan-
zenextrakten Inhibitoren bzw. eine neue Leitstruktur fiir Inhibitoren zu isolieren und zu
identifizieren. Dazu sollte das Ligandenfischen als Methode zur Identifizierung poten-

tieller Inhibitoren in komplexen Naturstoffextrakten dienen.

Mit derselben Methode sollten ebenfalls aus Pflanzenextrakten Inhibitoren fiir die Insu-
lin-like growth factor 1 receptor tyrosine kinase (IGF-1-RTK) gefunden, mit High Per-
formance Liquid Chromatography (HPLC)-Methoden isoliert und mit géingigen Verfah-
ren der Strukturaufkliarung identifiziert werden. IGF-1-RTK stellt dabei ein Target aus
der Krebsforschung dar, das im Proliferationszyklus der menschlichen Zelle eine wich-

tige Schaltstelle einnimmt.

Krebs ist die Ursache von ca. 12 % aller Todesfadlle weltweit. Nach den cardiovaskuld-
ren Erkrankungen stellt Krebs damit die zweithdufigste Todesursache in Industrielén-
dern dar. Jahrlich werden weltweit iiber zehn Millionen Krebsneuerkrankungen regist-
riert. Uber die Hilfte davon tritt in Entwicklungslindern auf. Die World Health Organi-
sation (WHO) schitzt, dass in den kommenden 20 Jahren die Anzahl der Neuerkran-
kungen auf 15 Millionen und die der todlich endenden Krebserkrankungen von derzeit

sechs auf zehn Millionen Fille pro Jahr steigen wird [20].






3 Pathologisches Geschehen und ausgewihlte
Targets

3.1 Shigellenruhr

Die Shigellenruhr, auch Bakterienruhr, Shigellose oder Dysenterie genannt, ist eine

durch Infektion mit Shigellen hervorgerufene Dickdarmerkrankung.

Shigellen sind unbewegliche, sporenlose, stibchenformige, fakultativ anaerobe, gram-
negative Bakterien der Gattung Shigella aus der Familie der Enterobacteriaceae. Nach
ihren biochemischen Merkmalen und spezifischen O-Antigenen werden sie in die vier
Untergruppen S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii und S. sonnei eingeteilt. Die ersten
drei der genannten Spezien kdnnen weiterhin in verschiedene Serotypen unterteilt wer-

den.

Die Pathogenitit und das geographische Auftreten der vier Spezien sind unterschiedlich.
Nur durch S. dysenteriae Serotyp 1 (,,Shiga bacillus*) wird die epidemische Form der
Shigellose hervorgerufen. Infektionen mit S. dysenteriae Serotyp 1 haben vor allem
wegen des durch ihn produzierten neurotoxischen Exotoxins (Shigatoxin) einen oft
todlichen Ausgang. Endemisch treten S. sonnei vor allem in Industrielindern und
S. flexneri vor allem in Entwicklungslindern auf. Infektionen mit S. boydii werden

dagegen meist in Vorderasien und in Nordafrika beobachtet [6] [21].

Eine Infektion mit Shigellen kann symptomlos verlaufen. In der Regel aber wird durch
die Invasion der Shigellen eine akute lokale Entziindung des Dickdarms hervorgerufen,
die mit kolikartigen Bauchschmerzen, schmerzhaften Tenesmen, Fieber sowie Erbre-
chen und starkem Durchfall mit anfangs wissrigen, spéter blutig-schleimigen Stiihlen
einhergeht. Besonders bei Kindern, alten Menschen und Menschen mit geschadigtem
Immunsystem, z.B. HIV-Infizierten, konnen schwere, zum Teil todliche Verlaufe der
Erkrankung mit Bewusstseinsverlust, Meningismus, Exikkose und hohem Fieber auftre-
ten. Durch die Schddigung der Schleimhautbarriere im Darm ist es moglich, dass zusatz-
lich andere Keime in die Blutbahn gelangen und so zu einer Sepsis fiihren. Unbehandelt
konnen die Geschwiire die Darmwand durchbrechen und dann eine lebensgeféhrliche

Peritonitis verursachen. Bei besonderer genetischer Disposition (HLA-B27 positiv) und
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chronischer Infektion ist mitunter die Ausbildung des Reiter-Syndroms (einseitige Ent-
ziindungen der grofen Gelenke, Bindehaut- und Harnréhrenentziindung) zu beobachten

[22].

Die Shigellenruhr ist weltweit endemisch. Jéhrlich erkranken etwa 165 Millionen Men-
schen, davon ca. 99 % in den Entwicklungsliandern. Jedes Jahr sterben etwa 1,1 Millio-
nen Menschen an dieser Infektionskrankheit, wobei mehr als 60 % davon Kinder bis zu

einem Alter von fiinf Jahren sind [22].

Shigellen werden oral-fékal iiber kontaminierte Lebensmittel meist infolge mangelnder
Hygiene iibertragen. Auch kontaminiertes Trinkwasser sowie Fliegen kommen fiir die
Ubertragung der Erreger in Frage [21]. Das einzige Reservoir fiir Shigellen ist der
Mensch. AuBlerhalb des menschlichen Korpers konnen die Erreger nur kurze Zeit iiber-

leben.

Shigellen sind hochinfektids. Nur 10 — 100 dieser Bakterien sind fiir den Ausbruch der

Krankheit ausreichend.

Zur Behandlung einer Shigelleninfektion wird Ciprofloxacin als first-line-
Therapeutikum empfohlen. Daneben findet Nalidixinséure noch vielfach Verwendung.
Doch steigt auch hier die Anzahl der gegen dieses Antibiotikum resistenten Stimme. Da
sowohl Ciprofloxacin als auch Nalidixinsdure zur Gruppe der Chinolone gehdren, ist
eine Kreuzresistenz gegen Ciprofloxacin bei bereits gegen Nalidixinsdure resistenten
Keimen zu erwarten. Erste Hinweise darauf ergeben Beobachtungen, nach denen die
minimale inhibitorische Konzentration (MIC) fiir Ciprofloxacin bei Nalidixinsdure-
resistenten Shigellenstimmen angestiegen ist [23] [24]. Die gidngigen Antibiotika Tetra-
cyclin und Ampicillin und sowie die Kombination von Trimethoprim mit Sulfametho-
xazol sind resistenzbedingt nicht mehr effektiv bei Shigelleninfektionen [6] [23]. Auf-
grund dieser rasanten Resistenzentwicklung ist die Entwicklung neuer, spezifischer
Antibiotika dringend erforderlich. Daneben wird derzeit an der Entwicklung von Impf-

stoffen gearbeitet [22] [25].

3.1.1  Zellulire und molekulare Betrachtungen der Pathogenese der
Shigellenruhr

Shigellen benutzen den Menschen als Wirtsorganismus fiir ihre Vermehrung. Nach

oraler Aufnahme dringen sie dazu in die Epithelzellen der Dickdarmwand ein. Dafiir
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bendtigen die Bakterien eine Reihe von Virulenzfaktoren, die hauptsdchlich auf dem
230 kb groBBen Virulenzplasmid, zum Teil aber auch auf dem bakteriellen Chromosom

lokalisiert sind.

Eingehend wurde die Pathogenese der Shigellenruhr an Shigella flexneri untersucht. Da
Shigellen nur von der basalen Seite in die Colonepithelzellen eindringen kdnnen [26],
missen sie zundchst durch das Epithel hindurch gelangen. Es wurden verschiedene

Wege gefunden, auf denen das Bakterium diese Zellbarriere iiberwinden kann:

S. flexneri ist in der Lage, die ,,tight junctions* zwischen den Epithelzellen zu manipu-
lieren und so die basale Seite des Colonepithels zu erreichen. Erste Untersuchungen zu
den dabei genau ablaufenden Vorgidngen zeigen, dass S. flexneri nach Kontakt mit den
,tight junctions® durch verschiedene Mechanismen in die Regulation von trans-

membran-assoziierten Proteinen eingreifen kann (Ziff. 1, Abb. 1) [27].

Die von S. flexneri hauptsdchlich genutzte Moglichkeit zur Basalseite der Epithelzell-
schicht vorzudringen, ist die Ausnutzung von in diesem Gewebe hdufig vorkommenden
M-Zellen. Diese besitzen eine aus ihrer basolateralen Zellmembran gebildete Tasche, in
der sich Makrophagen und Lymphozyten befinden. Die Bakterien werden in die
Makrophagen aufgenommen. S. flexneri kann sich durch IpaB-vermittelte Lyse aus der
phagozytierenden Vakuole der Makrophagen befreien. IpaB, einer der vier durch das
ipa-Operon codierten Virulenzfaktoren Ipa A-D, wird in das Zytosol der Makrophage
sezerniert und aktiviert dort Caspase-1, die ihrerseits die entziindungsférdernden Inter-
leukine IL-1P und IL-18 in ihre aktiven Formen iiberfiihrt. Dies erkldrt zum Teil die
heftige Entziindung des Darmepithels, die durch Shigellen verursacht wird. Caspase-1
wirkt weiterhin pro-apoptotisch auf den Makrophagen, der somit das Bakterium, neben
einer massiven Freisetzung von IL-1f3, wieder freigibt (Ziff. 3 u. 4, Abb. 1) [28] [29]
[30].

Ein dritter Weg, der erst in den spéteren Stadien der Infektion optimal durch das Bakte-
rium genutzt werden kann, besteht darin, die durch bereits eingetretene Bakterien ausge-
16ste Antwort des menschlichen Korpers auf die Entziindungsreaktion auszunutzen. Wie
bereits erwéhnt, werden durch die Apoptose von Makrophagen grolere Mengen von
Interleukin IL-1 freigesetzt, welches neben einer proinflammatorischen Wirkung auch

als Signal zur Anlockung von Polymorphonuklearen Leukozyten (PMN-Zellen) dient.
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Ebenso besitzt das durch Invasion von Shigellen in die Epithelzellen freigesetzte Inter-
leukin IL-8 chemotaktische Eigenschaften fiir PMN-Zellen. PMN-Zellen haben die
Aufgabe, Antigene aufzunehmen und eine Immunantwort in der Mucosa zu initiieren.
Fatalerweise bereiten sie durch die Interruption des Colonepithels den Shigellen einen
weiteren Weg, um diese Barriere durchdringen zu konnen (Ziff. 2, Abb. 1) [31]. Die
Shigellen scheinen sich durch ein Proteinsystem (virulence transcriptional regulatory
protein (PhoP)-System) vor dem Angriff des Immunsystems in Form von PMN-Zellen
zu schiitzen [32]. Weitere Untersuchungen deuten aber auch darauf hin, dass durch
S. flexneri freigesetzte Lipopolysaccharide (LPS), neben IL-8, ein Teil einer Signalkas-
kade sind, durch die diese Interruption der Epithelzellschicht durch PMN-Zellen hervor-
gerufen wird [33]. Dazu werden LPS mittels Transcytose von der apikalen zur basalen

Seite des Colonepithels transportiert [31].

Sobald die Shigellen das Epithel iberwunden haben, dringen sie in die Epithelzellen
von basaler Seite aus ein. Dazu benutzen sie vor allem Virulenzfaktoren, die durch die
mxi-spa-Gene sowie durch das ipa-Operon codiert werden. Nach Kontakt des Bakteri-
ums mit der Wirtszelle bindet sich IpaB an IpaC [34]. Dieser Komplex aus hydrophoben
Proteinen bildet in der Membran der Wirtszelle eine Pore [35], wobei die Sekretion von
IpaB und IpaC sowie die Effizienz dieser Membraninsertion durch IpaD gesteuert wird
[36]. Durch IpaC wird zudem die GTPase Cdc42 in der Wirtszelle aktiviert, die sowohl
ihrerseits, als auch tiber Aktivierung einer weiteren GTPase (Rac), eine Aktinpolymeri-
sation in der Wirtszelle fordert [37]. Durch die in der Wirtszelle gebildete Pore werden
die Invasionsproteine IpaA und IpaD mit Hilfe eines Typ III-Sekretionssystems, wel-
ches unter anderem aus Genprodukten der mxi-und spa-Gene aufgebaut ist, in diese
Zelle geschleust [38]. Auch hier scheinen nach neuesten Untersuchungen LPS bzw. die
Glykosylierungsstufe der LPS eine entscheidende Rolle zu spielen. Es konnte gezeigt
werden, dass der Grad der Glykosylierung der O-Antigen-Seitenkette der LPS, der bei
den einzelnen Serotypen der verschiedenen Shigella-Arten unterschiedlich ist, deren
Linge beeinflusst. Bei optimaler LPS-Liange kann auch das Typ-III-Sekretionssystem
seine Funktion optimal ausiiben und das Bakterium ist optimal vor dem Angriff des
menschlichen Immunsystems geschiitzt. Abweichungen von dieser optimalen LPS-
Linge resultieren entweder in verminderter Virulenz oder erhohter Eliminierung der

Bakterien durch das Immunsystem des Wirtsorganismus [39].
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Durch die oben beschriebene Einschleusung von IpaA und IpaD durch das Typ-III-
Sekretionssystem wird, unter anderem durch die Bindung von IpaA an Vinculin, eine
massive Zytoskelettumlagerung in der Zelle ausgeldst. Dabei entstehen Membranaus-
stiilpungen, die iiber dem Bakterium verschmelzen und es in einem makropinocytoti-
schen Prozess internalisieren [40] [41]. Das nun in einer phagosomalen Vakuole befind-
liche Bakterium lysiert diese wiederum mittels IpaB. Damit gelangt das Bakterium in

das Zytosol der Wirtszelle, wo es sich vom Immunsystem unbemerkt vermehren kann

(Ziff. 5, Abb. 1).

Um eine Ausbreitung der Infektion auf Nachbarepithelzellen zu ermoglichen, muss sich
das Bakterium im Zytosol zur Zellwand der Epithelzelle bewegen konnen. Dazu bildet
das Bakterium mit Hilfe des VirG (= IcsA) -Oberflidchenproteins, ausgehend von einem
der beiden Zellpole, einen F-Aktinschwanz [42]. Die Ausbildung dieser Fibrinstrukturen
scheint aber auch von Faktoren der Wirtszelle, so z.B. von N-WASP, abhéngig zu sein

[43].

An der inneren Zellmembran angekommen, wird, wiederum durch den Kontakt des
Bakteriums mit der Zellmembran, eine Membranausstiilpung erzeugt. Diese Ausstiil-
pung wird durch die Nachbarepithelzelle endocytiert. Das nun zwischen zwei Membra-
nen eingeschlossene Bakterium lysiert diese Membranen abermals mittels IpaB und

IpaC und gelangt so in das Zytosol dieser Nachbarzelle (Ziff. 6, Abb. 1) [44].

Durch Infektion der Epithelzellen mit Shigellen wandeln sich diese in proinflammatori-
sche Zellen um, die groe Mengen an TNFo und IL-8 sezernieren (Ziff. 7, Abb. 1).

Dadurch wird das Entziindungsgeschehen exponentiell verstérkt.
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3.1.1.1 Funktion der TGT in der Pathogenese

Wie schon im vorherigen Abschnitt erwdhnt, spielen verschiedene Virulenzfaktoren fiir
die Invasion der Colonepithelzellen durch Shigellen eine Rolle. Eine entscheidende
Position nimmt dabei, wie in Abb. 2 dargestellt, das Protein VirF ein, welches ebenfalls

durch ein Gen auf dem Virulenzplasmid codiert wird [46].

tot |::> TGT ie=——"> Hypermodifizierte tRNA

mRNA virF e VirF

/ \ Intra —und

. . . . interzellulire
virB |:> VirB  virG |:> VirG > [ —

\ Shigellen

e, I ™~
Genprodukte

spa [ FA-

B Genprodukte

Ipa - Operon [ T Typ-TI-
" Sekretionsapparat

|

|

v

Invasion

I:> Transkription — == Modulation — Positive Begulation ——»  3ekretion
|]|:||:> Katalyse |:"‘> Tranzlation ————+ Bildung/ Steusrung

Abb. 2: Entscheidende Funktion der TGT bei der Ausbildung eines pathogenen
Phanotyps von Shigella flexneri:

VirF ist ein iibergeordnetes Regulatorprotein, welches bei der Ausbildung des virulenten
Phénotyps eine zentrale Position einnimmt. Fiir die Translation von virF-mRNA werden mo-
difizierte tRNAs benétigt. Das Enzym TGT ist an der Biosynthese einer dieser entscheiden-
den Basenmodifikationen beteiligt.

VirF beeinflusst die Expression des virB-Gens, dessen Genprodukt VirB wiederum die
Transkription der Sequenzen des ipa-Operons sowie der mxi- und spa-Gene positiv
reguliert. Dabei werden ipaB und ipaC in weitaus stirkerem Mafle durch VirB beein-
flusst als ipaD [47]. Die Funktionen der durch das ipa-Operon codierten Virulenzprotei-

ne IpaA-D wurden bereits in Abschnitt 3.1.1 ndher beschrieben.
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VirF kontrolliert weiterhin positiv die Transkription des VirG-Proteins, welches, wie
bereits beschrieben, essentiell fiir die intra- und interzelluldre Ausbreitung der Shigellen

ist [48].

Wachstumstemperatur sowie Superhelizitit der DNA beeinflussen die Transkription von
virF’, wohingegen die Translation zu VirF und damit eine optimale Expression der Viru-
lenzgene von Shigella flexneri von der Anwesenheit modifizierter tRNA abhingig ist
[49]. Dabei muss diese Modifikation bestimmter tRNAs sowohl die hypermodifizierte
Base Queuin in der wobble position als auch die Ankniipfung von 2-Methyl-N6-
isopentenyladenosin an das 3’-Ende des Anticodons beinhalten, um die Patogenitit der
Shigellen voll ausbilden zu konnen [19] [46]. Somit sind alle Enzyme der Biosynthese
dieser Nucleoside bzw. diejenigen Enzyme, die ihren Einbau in die tRNAs bewerkstel-
ligen, mogliche Targets fiir neue Antibiotika. Eine Inhibition dieser Enzyme mit solchen
Substanzen miisste die VirF-Konzentration senken und damit wiirden die Shigellen ihre

Pathogenitit weitestgehend einbiiflen.

Die Realisierung dieser Modifikationen in der tRNA ist von den Produkten des tgt-Gens
sowie des miaA-Gens abhdngig, wobei fgr fiir die tRNA-Guanin-Transglykosylase
(TGT) codiert.

Fiir prokaryontische TGT stellt die fiir die Hypermodifikation von bestimmten tRNAs
bendtigte Base Queuin kein Substrat dar. Prokaryonten besitzen einen mehrstufigen
Biosyntheseweg, in dem Queuosin ausgehend von Guanin und katalysiert durch ver-
schiedene Enzyme synthetisiert wird (Abb. 3). Dabei wird zunéchst aus aktiviertem
Guanin (GTP) in einer bisher unbekannten enzymatischen Reaktion die Zwischenstufe
7-Cyano-7-deazaguanin (preQp) herstellt. Aus preQp entsteht dann mittels einer
NADPH-abhéngigen Oxidoreduktase (QueF) 7-Aminomethyl-7-deazaguanin (preQ;)
[50], welches anschlieBend durch die TGT in die wobble position bestimmter tRNA’s
im Austausch gegen Guanin-34 eingebaut wird. Danach katalysiert die
S-Adenosylmethionin-tRNA-Ribosyltransferase-Isomerase (QueA) eine S-Adenosyl-
methionin (AdoMet)-abhéngige Reaktion, bei der ein 2,3-Epoxy-4,5-dihydroxy-
cyclopentanrest auf das N-Atom der Aminomethylgruppe des an die tRNA gebundenen
preQ; tlbertragen wird. Das dabei entstandene Epoxy-Queuosin (oQueuosin) wird in

einer Vitamin B12-abhéngigen Reduktion enzymatisch zu Q(34)tRNA umgesetzt [51].
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Abb. 3: Biosynthese von Queuosin in Prokaryonten

Mittels Mutationsstudien konnte festgestellt werden, dass eine Mutation des miaA-Gens
die Wachstumsrate von Escherichia coli-Bakterien, einer vorherrschenden Spezies der
natiirlichen Darmflora, verringert [52]. Hingegen konnte bei einer Mutationsstudie des
tgt-Gens eine nur unbedeutende Beeinflussung der Wachstumsrate von E. coli, aber ein
Verlust der Virulenz bei Shigellen festgestellt werden [18]. Deshalb sollte ein Inhibitor
der TGT ein selektives Antibiotikum gegen Shigellen darstellen, wobei davon auszuge-

hen ist, dass eine Schiadigung der natiirlichen Darmflora nicht erfolgt.

3.1.1.2 Katalytischer Mechanismus der TGT

Eukaryontische TGT kalalysiert den Austausch von preQ; gegen Guanin an Position 34,
der wobble position, bestimmter tRNAs ohne dabei das sogenannte Riickgrat der tRNA
zu brechen. Die Austauschreaktion folgt einer Ping-Pong-Kinetik (Abb. 4) [53]. Dazu
erkennt und bindet die TGT zunéchst an solche tRNAs, die die Nucleotidsequenz UGU
an Position 33 — 35 besitzen. Nach initialer Erkennung der tRNA-Sequenz, wahrschein-
lich durch das Uracil-Nucleotid an Position 33 der tRNA, finden wihrend der Reaktion
drastische Verdnderungen in der rdumlichen Struktur der tRNA-Schleife, nicht aber der

TGT statt [54].
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Abb. 4: Ping-Pong-Mechanismus der TGT-katalysierten Basenaustauschreaktion

Bei einem Ping-Pong-Mechanismus erfolgt die Substratbindung in einer bestimmten Reihen-
folge. In der ersten Reaktionshilfte erfolgt tRNA-Bindung an die TGT, Gunaninfreisetzung
und -dissoziation. Ist die Bindetasche dann in der zweiten Hilfte der Reaktion zugénglich,
bindet dort preQ1 und es wird eine kovalente Bindung zur tRNA ausgebildet. Dieser Schritt
bewirkt die Freisetzung von modifizierter tRNA und TGT infolge der Dissoziation des kova-
lenten Intermediats.

Zunichst erfolgt nach Bindung der tRNA durch die TGT ein nucleophiler Angriff am
C1’ des tRNA-Nucleotids an Position 34 durch die Asp 280-Seitenkette der TGT unter
Bildung eines initialen Michaelis-Menten-Komplexes (Abb. 5).
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Abb. 5: Reaktionsschema fiir die durch die TGT katalysierte Basenaustauschre-
aktion nach [55]

Die TGT bildet sequenzspezifische Kontakte zwischen Basenbindetasche und Guanin
(schwarz) bzw. preQ1 (grau) aus. R und R’ stellen tRNA-Sequenzen dar, die das Targetnuc-
leotid flankieren.

Die optimale Orientierung der Asp 280 Seitenkette fiir die Katalyse wird durch eine
Interaktion des zweiten Seitenkettensauerstoffs mit der Hydroxylgruppe der rdumlich
benachbarten Seitenkette von Tyr 258 ermoglicht. Durch das somit gebildete kovalente
Intermediat zwischen TGT und tRNA ist es mdglich, die Basen preQ; gegen Guanin
auszutauschen, wobei das Ribosegeriist der tRNA wihrend der Reaktion vollstindig
erhalten bleibt. Der Basenaustausch erfolgt in der Basensubstratbindetasche der TGT

unter Konformationsidnderung der Seitenketten von Tyr 106 und Cys 158. Diese Kon-
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formationsdnderungen dienen wahrscheinlich einer Unterbindung der Riickreaktion.
Anschlieend wird der Stickstoff N9 des Substrates preQ;, wahrscheinlich durch die
Seitenkette des Asp 102 unter Beteiligung eines gut positionierten, mit Asp 102 was-
serstoffverbriickten Wassermolekiils als Protonenakzeptor, deprotoniert. Dieser depro-
tonierte Stickstoff ermdglicht nun einen erneuten nucleophilen Angriff am C1’° der
Ribose an Position 34, welcher letztendlich zum Produkt tRNA-preQ; fiihrt (Abb. 5)
[54].

3.1.1.3 Strukturvarianten der TGT

Wie schon in Abschnitt 3.1.1.1 dargestellt, sollte die Inhibition der Shigellen-TGT keine
Nebenwirkung auf die natiirliche Darmflora besitzen [18] [48]. Auch menschliche Zel-
len besitzen ebenso wie Archebakterien TGTs. Wihrend die TGT-Aktivitét bei Pro- und
Eukaryonten letztendlich zu tRNAs fiihrt, die die hypermodifizierte Base Queuin enthal-
ten, findet bei den Archebakterien ein Basenaustausch von Guanin gegen Archaeosin (7-
Formamidino-7-deazaguanin) unter TGT-Katalyse statt. Archaeosin, Queuin, preQ

sowie preQ; sind Guaninabkoémmlinge (Abb. 6).
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Abb. 6: Chemische Struktur von Guanin sowie verschiedener Guaninderivate

Obwohl sich diese Substanzen strukturell sehr dhnlich sind, fungieren sie keineswegs
bei allen TGTs aus den unterschiedlichen Specien als Substrat. Prokaryontische TGT
katalysiert den Austausch von preQ; gegen Guanin in Position 34, der wobble position,
von tRNAs mit der Antikodonsequenz GUN. Diese tRNAs codieren fiir die Aminoséu-
ren Asp, Asn, His und Tyr. Im Gegensatz dazu ist eukaryontische TGT in der Lage,
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Queuin direkt in tRNAs einzubauen. Archebakterielle TGT unterscheidet sich sowohl
von pro- als auch von eukaryontischer TGT in Basen- und tRNA-Substrat. Diese TGT
katalysiert den Basenaustausch von preQo gegen Guanin in Position 15 der D-Schleife
verschiedener tRNAs. PreQ, wird anschlieend iiber einen bisher noch nicht bekannten

Biosyntheseweg in Archaeosin umgewandelt [51].

Neben ihren natiirlichen Basensubstraten akzeptieren diese verschiedenen TGTs auch

zusitzliche Substrate (Tab. 1).

Tab. 1: Substratspezifitit von TGTs aus den verschiedenen Reichen

Enzym Guanin preQ, preQ; Queuin
Archaebakterielle TGT X X - -
Prokaryontische TGT X X X -
Eukaryontische TGT X X X X

Die geringste Substratspezifitit besitzt dabei die eukaryontische TGT, die neben ihrem
natiirlichen Substrat ebenso die natiirlichen Substrate von prokaryontischer als auch von
archebakterieller TGT sowie Guanin selbst akzeptiert. Die hochste Substratspezifitit
besitzt archebakterielle TGT, die aufler ihrem eigenen natiirlichen Substrat nur Guanin
akzeptiert. Diese Unterschiede in der Substratspezifitit der TGTs von Organismen aus
den drei Reichen der Lebewesen sind im unterschiedlichen Aufbau der Bindetasche fiir
die Base begriindet [56]. Zusitzlich zu der Bindetasche fiir das Basensubstrat befindet
sich bei den TGTs in direkter Nachbarschaft die Bindetasche fiir das tRNA-Substrat
(Abb. 7).
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Abb. 7:  Modell der Wechselwirkungen zwischen tRNA und Z. mobilis-TGT

Abbildung entnommen aus [57].

3.1.2  Strukturelle Betrachtungen der Zymomonas mobilis-TGT

Neben den genannten Unterschieden in der Substratspezifitit gibt es innerhalb der Rei-
che zwischen den verschiedenen Gattungen der Lebewesen in weiten Bereichen keine
Unterschiede in der Aminosduresequenz der TGTs. Zudem sind die Abweichungen in
der Aminosduresequenz, abgesehen von der Basenbindetasche, bei den Lebewesen der

verschiedenen Reiche erstaunlich gering [58].

Bei der in den Untersuchungen zu dieser Arbeit verwendeten TGT handelt es sich um
die TGT aus Zymomonas mobilis, einem ebenfalls zum Stamm der Proteobacteria
gehorenden Bakterium. Diese TGT hat eine Sequenzhomologie von 55,2 % zu der von
S. flexneri und von 54,9 % zu der von E. coli. Die Bindetaschen fiir das Basensubstrat
von Z. mobilis-TGT und S. flexneri-TGT unterscheiden sich jedoch nur in einer einzi-

gen Aminosdure. Anstelle von Tyr 106 besitzt S. flexneri dort ein Phenylalanin [58].

Obwohl fiir die Inhibitorsuche mittels Ligandenfischen, wie bereits in der Einleitung
angedeutet, nicht notwendig, so ist doch bei Verwendung von Z. mobilis-TGT von
Vorteil, dass hier bereits eine mit einer Auflésung von 1,85 A bestimmte Kristallstruktur

vorliegt [59]. Somit konnen mdgliche, mit dem Ligandenfischen gefundene Inhibitoren
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im Kristall mit der Z. mobilis-TGT rontgenkristallographisch vermessen werden, um

einen Bindungsmodus zu bestimmen.

Die Z. mobilis-TGT gehort zur Familie der (B/a)s-Fassenzyme (,,TIM-barrel). Das aus
acht parallelen B-Stringen geformte Fass ist charakteristisch fiir diese Familie. Dabei
sind in der Primérstruktur aufeinander folgende Stringe auch in der Sekundérstruktur
nebeneinander liegend angeordnet. Je zwei aufeinander folgende B-Stringe sind durch
einen Abschnitt miteinander verbunden, der eine a-Helix enthélt. Die Helices liegen an

der AuBlenseite des Fasses (Abb. 8).

Abb. 8: Faltungsmuster der Z. mobilis-TGT

Grafik A: Schematische Darstellung der topologischen Struktur der TGT. Die B-Faltblatt-
Stukturen sind als Dreiecke, die a-Helices als Kreise dargestellt. Der gestrichelte Kreis ver-
bindet die acht Stringe, die das Fass formen. Abbildungen entnommen aus [60].

Grafik B: Ribbon-Darstellung. Die acht Stringe, die das Fass formen, sind in griin darge-
stellt. Die blaue Kugel markiert ein Zink-lon. Die violett eingefirbte a-Helix verbindet das
Fass mit der Zink-bindenden Doméne der TGT und geht vermutlich mit dem tRNA-Riickgrat
eine Wechselwirkung ein. Abbildungen entnommen aus [61].

Die acht das Fass formenden B/a-Einheiten folgen im Falle der Z. mobilis-TGT nicht
immer unmittelbar aufeinander. An einigen Stellen sind verschiedene Sekundérstruktur-
elemente eingefiigt (Abb. 8). Zusitzlich ist das Fass iiber eine a-Helix noch mit einer

zinkbindenden Domaéne verbunden.
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Auf der C-terminalen Seite des Fasses befindet sich die Bindetasche fiir das Basensub-
strat. Die Tasche ist in der apo-Struktur durch die Seitenkette von Tyr 106 verschlossen,
indem sie Wasserstoffbriickenbindungen zu den Aminoséduren Asp 156 und Gln 203

ausbildet. Durch die Substratbindung werden diese Wasserstoffbriicken aufgebrochen.

Das Substrat preQ; interkaliert zwischen den Seitenketten von Met 260 auf der einen
Seite und Tyr 106 sowie Cys 158 auf der anderen Seite. Durch Bildung von Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen dem Carbonylsauerstoff von Leu 231 und der aliphati-
schen Aminogruppe von preQ;, dem Amid von Gly 230 sowie der Seitenkette von Gln

203 und dem Sauerstoff an C6 sowie zwischen der Seitenkette von Asp 156 und der

1-NH-Gruppe und der 2-NH,-Gruppe von preQ; wird das Substrat spezifisch erkannt
(Abb. 9) [59].

Abb. 9: Aktives Zentrum der Z. mobilis-TGT im Komplex mit preQ;
Abbildungen entnommen aus [62] bzw. [63].

Eukaryontische TGT besitzt eine Sequenzidentitit von 44 % zur Z. mobilis TGT und
katalysiert den irreversiblen Austausch von Guanin gegen Queuin in bestimmten tRNAs
[64]. Im Gegensatz zu Prokaryonten konnen Eukaryonten Queuin nicht De novo synthe-
tisieren. Somit ist Queuin essentieller Nahrungsbestandteil von Eukaryonten. Die phy-
siologische Rolle von Queuin beim Menschen ist noch nicht vollstindig aufgeklért. Es
gibt Hinweise auf eine Beteiligung von Queuin an Differenzierungs-, Proliferations- und
Signalprozessen sowie bei der Antwort auf oxidativen Stress. In Tumorzellen wurde

festgestellt, dass dort oft eine Untermodifikation der tRNAs mit Queuin vorliegt [65]
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[66]. Ergebnis anderer Studien war dagegen die Beobachtung hoherer Expressionsraten
einer TGT-Untereinheit in leukdmischen und Colonkarzinomzellen im Vergleich zu
normalen Zellen, allerdings bei gleichzeitig abnehmenden Queuosinkonzentrationen

[67] [68].

3.2 Krebs

Die WHO erwartet bis zum Jahr 2020 einen Zuwachs der jéhrlich registrierten Krebs-
neuerkrankungen um etwa 50 % sowie der durch Krebs verursachten Todesfille um
mehr als 60 % [20]. Derzeit betreffen in der Europédischen Union die meisten der statis-
tisch erfassten Krebserkrankungen das Colon bzw. das Rektum, gefolgt vom Befall des
Brustgewebes. An dritter Stelle dieser Statistik stehen Tumorerkrankungen der Prostata

[69].

Im Laufe eines Menschenlebens finden etwa 10'® Zellteilungen im Korper statt. Ohne
Einfluss von Mutagenen treten pro Zellteilung Mutationen mit einer geschétzten Rate
von 10 Mutationen pro Gen auf. Somit miisste jedes einzelne Gen im Genom eines
Menschen bei 10" voneinander unabhingigen Ereignissen wahrscheinlich eine Mutati-
on erleiden. Doch fiir die Entartung einer normalen menschlichen Zelle ist mehr als eine
Mutation notwendig. Typischerweise miissen in einer Zelle mehr als fiinf oder sechs
unabhingige Mutationen auftreten, um eine normale Zelle in eine Krebszelle zu ver-

wandeln [70].

In den letzten Jahren wurden grof3e Fortschritte in der Diagnostik von Krebserkrankun-
gen, vor allem bei der Fritherkennung erzielt. Auch in der Therapie konnten durch die
Einfiihrung von Antikdrpern in die Therapieschemata groBle Erfolge erzielt werden.
Doch trotz all dieser Fortschritte liegen die Heilungschancen fiir die am héufigsten

auftretenden soliden Tumoren selten iiber 20 % [72].

3.2.1 Die Rolle von IGF-1 und seinem Rezeptor im Zellzyklus

Der Zellzyklus kann durch vier aktive Phasen beschrieben werden:

1. die G;-Phase, eine pra-DNA-Synthesephase, in der die Zellen auf den Eintritt in
die S-Phase vorbereitet werden, indem Protein- und RNA-Synthese sowie Zell-

wachstum und Differenzierung bestimmter Zellstrukturen stattfindet,
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2. die S-Phase, in der DNA-Synthese und Chromosomenreplikation erfolgen,
3. die G,-Phase, eine praemitotische Phase,
4. die M-Phase, in der die Mitose stattfindet.

Zellen, die nicht gerade eine dieser Phasen durchlaufen, befinden sich in der Gy-Phase.
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Abb. 10: Zellzyklus mit Angabe der Kontrollstationen

Abbildung entnommen aus [71].

Das Durchlaufen des Zellzyklus unterliegt positiven und negativen Regulatoren. Positi-
ve Regulatoren sind neben Wachstumsfaktoren insbesondere die an Cyclin-abhingige
Kinasen (cdk) bindenden Cycline. Durch negative Regulation kann der Zellzyklus an
definierten Punkten angehalten werden, um die Proliferation von Zellen zu kontrollie-
ren und notfalls zu unterbrechen. Dies geschieht typischerweise beim Ubergang von der

G -in die S-Phase sowie beim Ubergang von der G,-in die M-Phase.

Der Eintritt der Zellen von der Gy-Phase in die G;-Phase und von der G-Phase in die S-
Phase wird neben den Cyclinen vor allem durch Wachstumsfaktoren, wie z.B. dem

Insulin-like growth factor 1 (IGF1), induziert (Abb. 10).

Onkogene konnen die Aktivitdt von Wachstumsfaktoren entweder durch direkte Bin-
dung an den Rezeptor, durch Beeinflussung des Phosphorylierungsgrades oder durch

Beeinflussung der Synthese des Rezeptors modulieren. Ebenso konnen durch Mutatio-
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nen oder Deletionen von Tumorsuppressorgenen hervorgerufene Verdnderungen des

Zellzyklus die Tumorgenese beeinflussen.

Lange ist man davon ausgegangen, dass das unkontrollierte, autonome Wachstum von
Tumorzellen alleine auf einer erhohten Zellteilungsrate beruht. Aus heutiger Sicht ist
das normale (physiologische) Uberleben einer Zellpopulation vom Gleichgewicht zwi-
schen Zellreplikation und dem programmierten Zelltod (Apoptose) abhingig. Eine
unkontrollierte Erhohung der Zellzahl im Rahmen einer Tumorerkrankung kann somit
dadurch zustande kommen, dass entweder die Zunahme der Zellzahl durch Funktions-
storungen der Zellzykluskontrolle groBer ist als die Apoptoserate oder eine normal
proliferierende Zellpopulation durch Stérungen der Apoptose nur ungeniigend zum

Absterben gebracht wird [72].

Ein Wachstumsfaktor-Rezeptor, der in beide die Zellzahl regulierende Prozesse ein-
greift, ist der IGF-1-Rezeptor. Er stellt eine in vielen menschlichen Zellen vorkommen-
de transmembrane Tyrosinkinase dar und wird durch die Bindung seiner Liganden IGF1
oder dem weniger affinen IGF2 aktiviert. Unter normalen physiologischen Bedingungen
spielt der IGF-1-Rezeptor eine entscheidende Rolle in Zellzyklus und Differenzierung.
Weiterhin bewahrt eine Aktivierung dieses Rezeptors die Zelle vor Apoptose [73].

Nach Bindung von IGF1 bzw. IGF2 an den IGF-1-Rezeptor findet an den intrazelluldren
Tyrosinresten eine Autophosphorylierung statt, aus der eine Phosphorylierung der cy-
toplasmatischen Substrate resultiert. Neben den Insulin-Rezeptor-Substraten 1, 2, 3 und
4 (IRS 1 — 4) gehort das Adapterprotein She ebenfalls zu den cytoplasmatischen Sub-
straten des IGF-1-Rezeptors. Durch die Aktivierung dieser Substrate werden zwei ver-
schiedene, zum Teil miteinander verbundene Signalkaskaden in Gang gesetzt. Uber die
Phosphorylierung der IRS-Proteine wird die Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K)
aktiviert, die ihrerseits eine Reaktionskaskade in Gang setzt, bei der verschiedene anti-
apoptotische Faktoren, wie z.B. BCL 2 und BCL-X;, gebildet werden. Damit wird bei
Aktivierung des IGF-1-Rezeptors der Eintritt dieser Zelle in den Prozess des program-

mierten Zelltodes verhindert.

Auf der anderen Seite setzt die Bindung von IGF1 bzw. IGF2 an den IGF-1-Rezeptor
eine Folge von Reaktionen in Gang, bei denen durch eine Kopplung von Shc mit

Grb-2/S0OS, eine Aktivierung von RAS erfolgt. RAS aktiviert wiederum MAPK, wo-
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durch eine Reihe von mitogenen Transkriptionsfaktoren gebildet werden. Uber diese
Transkriptionsfaktoren wird die Zellproliferation positiv reguliert. Somit resultiert eine
durch Aktivierung des IGF-1-Rezeptors hervorgerufene Anhebung der Konzentration an
mitogenen Transkiptionsfaktoren in einer Steigerung der Zellteilungsrate (Abb. 11)
[74].
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Abb. 11: IGF-1 Pathway

Abbildung entnommen aus [75].

Das extrazelluldre Angebot an IGF1 und IGF2 wird durch IGF-bindende Proteine kon-
trolliert.

In vielen Tumorzellen wird der IGF-1-Rezeptor iiberexprimiert [76]. In einer Studie
wurde zudem festgestellt, dass in Burkitt-Zellen die Anzahl an IGF-1-Rezeptoren beim
Ubergang von der G;-Phase in die S-Phase ansteigt [77]. Weiterhin wurde in malignem

Brustgewebe, neben einer 14fachen Erhohung der IGF-1-Rezeptorexpression, eine
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zwei- bis vierfach erhdte Autophosphorylierung und Tyrosinkinaseaktivitit des IGF-1-

Rezeptors gefunden [78].

Der IGF-1-Rezeptor stellt somit ein wichtiges Target in der Onkologie dar.

3.2.2  Struktur und Autophosphorylierung der IGF-1-RTK

Der IGF-1-Rezeptor stellt ein Typ-1-Transmembranprotein dar. Dieses Protein besteht
aus einer ligandbindenden extrazelluldren N-terminalen Doméne, einer membrandurch-
dringenden Doméne und einer katalytischen, zytoplasmatischen Doméne, die die Binde-
stellen fiir ATP und die Tyrosinkinasedomine (IGF-1-RTK) enthélt. Durch Glykosylie-
rung und proteolytische Spaltung wird die Aminosdurekette des Rezeptors in je zwei o.-
und B-Einheiten unterteilt. Der IGF-1-Rezeptor bildet ein a,-p, Heterodimer, wobei die
o- und B-Einheiten durch verschiedene Disulfidbriicken miteinander verbunden sind.
Die ligandbindenden Dominen sind auf den extrazelluldren o.-Untereinheiten lokalisiert.
Etwa ein Drittel der p-Untereinheiten befindet sich aufBerhalb der Plasmamembran.
Diese Teile der B-Untereinheiten sind durch je eine transmembrane Doméne jeweils mit

threm intrazelluldren Teil verbunden (Abb. 12 A) [73].

Abhidngig von Alter und Gewebetyp wurden verschiedene Subtypen des IGF-1-
Rezeptors gefunden. Diese unterscheiden sich im Molekulargewicht der f-

Untereinheiten [73].

Aus der Bindung eines Liganden an die extrazelluldre a-Untereinheit des IGF-1-
Rezeptors resultieren in der Kinasedomédne der B-Untereinheiten intermolekulare Au-
tophosphorylierungen der drei Tyrosinreste der Aktivierungsschleife in der Reihenfolge
Tyr 1135, Tyr 1131 und Tyr 1136 (Abb. 12 B). Dabei findet zunéchst eine Destabilisie-
rung der autoinhibitorischen Konformation der Aktivierungsschleife statt, die dann nach
Anderung ihrer Konformation durch die Phosphorylierungen wieder stabilisiert wird.
Dadurch liegt sie nun in verdnderter Position zu den anderen Strukturen der Kinasedo-
méne vor. Jede Autophosphorylierung bewirkt daneben eine Erhdhung der Enzymakti-
vitdt bei gleichzeitiger Abnahme von Ky (Michaelis-Konstante) fiir ATP- und Peptid-
substrat [79].
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Abb. 12: Schematische Struktur des IGF-1-Rezeptors und dreidimensionale
Struktur der isolierten Tyrosinkinasedoméine

Grafik A: Schematische Darstellung der Struktur des IGF-1-Rezeptors. Abbildung entnom-
men aus [73].

Grafik B: Ribbon-Darstellung der Tyrosinkinasedoméne: Die B-Stringe sind nummeriert
und in blau dargestellt, die a-Helices sind rot eingeférbt und mit fortlaufenden Buchstaben
bezeichnet. Das Substratprotein ist in orange abgebildet, wobei das als Phosphatakzeptor
dienende Tyrosin ebenfalls in orange strukturell herausgestellt wurde. Ebenso strukturell her-
ausgestellt, jedoch in schwarz eingefirbt, wurde das Nukleotidanalogon AMP-PCP. Der un-
terbrochene graue Strang reprisentiert den ungeordneten Teil der Kinaseregion. Das N-
terminale Ende der Struktur ist mit NT gekennzeichnet. Das C-terminale Ende folgt nach oJ
und liegt hinter 8. Abbildung entnommen aus [79].

Die Tyrosinkinasedomine besteht, wie bei vielen Mitgliedern der Tyrosinkinasefamilie,
aus zwei grofleren Subdoménen: einem N-terminalen Lappen, der aus flinf antiparallel
angeordneten fB-Strdngen und einer o-Helix besteht, und einem C-terminalen Lappen,
der aus acht a-Helices und drei Paaren jeweils zueinander antiparallelen B-Strangen
aufgebaut ist. Die ATP-Bindestelle befindet sich in der Spalte zwischen diesen beiden
Lappen. Das Peptidsubstrat bindet an den C-terminalen Lappen, wobei das Tyrosin in

der kataytischen Schleife zum Liegen kommt [79].

Infolge einer Bindung von ATP und Phosphorylierung der Aktivierungsschleife voll-

zieht der N-terminale Lappen eine Rotation zum C-terminalen Lappen hin. Dadurch
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wird die katalytische Spalte geschlossen. Gleichzeitig erfolgt eine weitere Rotation, bei

der sich die a-C-Helix unabhingig von den B-Stringen ebenfalls zum C-terminalen

Ende dreht [79].

Abb. 13: Vergleich der Oberfliche der Tyrosinkinaseregion zwischen IGF-1-
Rezeptor und Insulinrezeptor im Komplex mit Peptid- und ATP-
Substrat

Abgebildet ist die Oberfliche der Tyrosinkinaseregionen beider Rezeptoren nach Ubereinan-
derlegung der Strukturen. Die hellgrau dargestellten Bereiche sind bei beiden Rezeptoren i-
dentisch. Die griin markierten Bereiche stellen die durch verschiedene Aminoséureseitenket-
ten hervorgerufenen unterschiedlichen Oberflachenregionen zwischen beiden Rezeptoren
dar. Die gelbe Fliache kennzeichnet einen Bereich der Oberflache, die Linkerregion zwischen
dem C-terminalen und dem N-terminalen Lappen, an dem sich der IGF-1-Rezeptor stark vom
Insulinrezeptor unterscheidet. Abbildung entnommen aus [79].

Die Tyrosinkinasedominen von IGF-1-Rezeptor und Insulinrezeptor weisen eine Se-
quenzidentitdt von 84 % auf, wihrend eine groBere Divergenz bei den Ligandbindedo-

ménen zwischen diesen beiden Rezeptoren besteht [79].
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Ein genauerer Vergleich der Tyrosinkinasedomidnen zwischen IGF-1-Rezeptor und
Insulinrezeptor zeigt, dass die Nucleotidbindetasche beider Rezeptoren konserviert ist.
Es bestehen aber Sequenzunterschiede in der angrenzenden Linkerregion, die die beiden
Lappen miteinander verbindet. Da diese Region innerhalb der Reichweite eines ATP-
kompetitiven Inhibitors liegt, kann die ATP-Bindetasche in Verbindung mit der Linker-
region fiir die Suche und Entwicklung selektiver Arzneistoffe gegen Krebs ausgenutzt

werden (Abb. 13) [79].

In aktuellen Untersuchungen wurde bereits eine neue Klasse von Inhibitoren gefunden,
die diesen strukturellen Unterschied zwischen den beiden Kinasen ausnutzt [80]. Vertre-
ter der Klasse der Pyrrol-5-Carboxaldehyde zeigen eine gewisse Selektivitit beziiglich
der Bindung an IGF-1-RTK im Vergleich zur Bindung an die Tyrosinkinaseregion des

Insulinrezeptors.

Ebenso stellen Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine eine neue Klasse von Inhibitoren der

IGF-1-RTK mit Selektivitit zur Tyrosinkinasedoméane des Insulinrezeptors dar [81].

Des Weiteren konnte auch durch die Bindung von Catechol-Mimetika eine Inhibition
der IGF-1-RTK erreicht werden. Diese Inhibitoren binden an die Tyrosinregion (Tyr
1158 und 1162) und wirken als ATP-unkompetitive Inhibitoren. Untersuchungen zur

Selektivitdt wurden dabei nicht durchgefiihrt [82] [85].

Fiir die im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
wurde die in Abb. 12 B dargestellte Tyrosinkinasedoméne als Konstrukt mit einem

Fusionsprotein verwendet.
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4 Auswahl der zu untersuchenden Pflanzen

Pflanzenextrakte stellen vorvalidierte Substanzbibliotheken mit duBlert hoher Diversitét
dar. In solchen Substanzbibliotheken sollte mit der Methode des Ligandenfischens nach
potentiellen Inhibitoren der Zielproteine TGT und IGF-1-RTK gesucht werden. Zur
Anwendung kamen sowohl kommerziell erhiltliche Fertigextrakte als auch durch selek-

tive Extraktion hergestellte Extrakte traditioneller Arzneipflanzen.

4.1 Pflanzenauswahl

Aufgrund der Fiille von zur Verfiigung stehenden Arzneipflanzen musste eine Voraus-
wahl an Pflanzen getroffen werden, die an den Zielproteinen mittels Ligandenfischen
untersucht werden sollten. Als Auswahlkriterien wurden Literaturdaten und Informatio-

nen aus Datenbanken herangezogen.

4.1.1  Auswahlkriterien fiir die Untersuchungen mit TGT

Bei einer Vielzahl der derzeit in der Medizin und Volksmedizin angewandten Pflanzen
ist das wirksame Agens nicht bekannt. Das Wissen um die Wirksamkeit einer Pflanze
bei einer bestimmten Erkrankung wurde von Generation zu Generation weitergegeben.

Daher nutzen viele Forscher das Wissen der Naturvolker um die Heilkraft von Pflanzen.

Unter diesem Aspekt wurden die Datenbanken der National Germplasm Resources
Laboratory’s (NGRL) des United States Department of Agriculture [83] [84], fiir die
The Germplasm Resources Information Network Database Management Unit
(GRIN/DBMU) verantwortlich zeichnet, sowie Literatur nach Hinweisen auf Pflanzen,
die eine Wirksamkeit bei Durchfallerkrankungen, insbesondere bei Dysenterie
und / oder Shigellenruhr aufweisen, gesichtet. Aus der Reihe der erhaltenen Treffer
wurden die Gerbstoffdrogen entfernt, da hier das Wirkprinzip vermutlich auf den

adstringierenden Eigenschaften der Gerbstoffe beruht.

In das Screening mittels Ligandenfischen wurden daher Extrakte aus Passiflora incarna-
ta L., Allium sativum L. und Achillea millefolium L. sowie Urtica dioica L. bzw. Urtica

urens L. und Centella asiatica (L.) URBAN aufgenommen [86].
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Fiir die TGT wurden auf synthetischem Wege iiber die Methoden des Virtuellen Scree-
nings und des Molecular Modellings bereits Inhibitoren gefunden. Ihre mittels eines
Enzymassays (siche Abschnitt 7.1) bestimmten inhibitorischen Konstanten liegen im

mikro- bis submikromolaren Bereich [87].

Einige der Verbindungen, die aus diesen Untersuchungen als wirksam hervorgegangen
sind, weisen eine B-Carbolinon-Struktur auf (Abb. 14 A). Indolalkaloide besitzen eine
B-Carbolin-Grundstruktur (Abb. 14 B). Deshalb sollten im Rahmen dieser Arbeit auch

Monoterpen-Indolalkaloide untersucht werden.

@)
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Abb. 14: B-Carbolinon (A) und B-Carbolin (B)

Unter diesem Aspekt wurden Extrakte und isolierte Alkaloide aus Rauvolfia serpentina
(L.) BENTHAM ex KURZ sowie Extrakte aus Aspidosperma quebracho-blanco
SCHLECHT. mittels Ligandenfischen auf Wirksamkeit an der TGT untersucht.

Um eine groflere Anzahl an verschiedenen Strukturen einem Test auf Wirksamkeit zu
unterziehen, wurden weiterhin die Monoterpen-Drogen Valeriana officinalis L. s. 1. und
Vitex agnus-castus L., die Steroidalkaloid-Droge Solanum dulcamara L., die Phytoste-
rol-Droge Pygeum africana (HOOK. Fil.) KALKM. sowie die Isochinolinalkaloid-

Drogen Papaver somniferum L. ssp. somniferum und Chelidonium majus L. ausgewdhlt.

Crataegus monogyna JACQ. emend. LINDM. bzw. Crataegus laevigata (POIR.) DC.
wurden als weitere Flavonoiddrogen zur Untersuchung herangezogen, um auf eine
generelle Wirksamkeit von Flavonoiden zu priifen, nachdem in einem Extrakt der Fla-
vonoiddroge Passiflora incarnata L. Substanzen mittels Ligandenfischen als potentielle

Inhibitoren der TGT identifiziert werden konnten.
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4.1.2  Auswahlkriterien fiir die Untersuchungen mit IGF-1-RTK
Die Auswahl der Pflanzen erfolgte nach Auswertung von Literatur und der Datenban-
ken. Genutzt wurden dazu die Datenbanken der NGRL des United States Department of

Agriculture; Agricultural Research Service [83] [84].

Eine umfassende Zusammenstellung von Daten und Informationen aus wissenschaft-
lichen und ethnobiologischen Quellen zu bei verschiedensten Krebserkrankung wirk-
samen bzw. volksmedizinisch angewendeten Pflanzen lieferte J. L. Hartwell in den

Jahren 1967 bis 1971 [88] [89], die ebenfalls zur Pflanzenauswahl herangezogen wurde.

Die Pflanzen, aus deren Extrakte mit der Methode des Ligandenfischens (Kapitel 5) eine
Bindung von Substanzen an eines der beiden Targets (TGT bzw. IGF-1-RTK) festge-

stellt werden konnte, werden im Folgenden niher beschrieben.

4.2 Passiflora incarnata L.

Lange bevor die Passionsblume Einzug in den Arzneimittelschatz Europas hielt, faszi-
nierte sie als eine Entdeckung der Seefahrer die Menschen der ,,alten Welt“. Vor allem
wegen ihrer auffallenden Bliitenform und deren vielféltiger Ausgestaltung in Form und
Farbe in den etwa 500 Arten der Gattung, fanden diese Pflanzen insbesondere als Zier-
pflanzen viele Bewunderer. Es war der eigenartige Bau der weil3-violetten Bliiten, der
im frithen 17. Jahrhundert zur Namensgebung fiihrte, da die fadige Nebenkrone als
Symbol fiir die Dornenkrone, die flinf Staubblitter fiir die Wundmale, die Narben fiir
den mit Essig getrinkten Schwamm, der gestielte Fruchtknoten fiir den Kelch, die drei
Griffel fiir die Nédgel symbolisch mit dem Kreuzweg Christi verglichen wurden und die
Ranken fiir die Geiflel sowie die weile Farbe in der Bliite fiir die Unschuld Christi
standen. Diese Betrachtung schwingt im Namen noch mit: ,,Passio® — das Leiden und

»incarnata“ — die Fleischgewordene [90].

Ihre mystische Bedeutung hat die Passionsblume mittlerweile verloren. Heute wird der
methanolische oder ethanolische Extrakt aus dem Kraut von Passiflora incarnata L. als
Sedativum in Kombinationspriparaten (z.B. Kytta-Sedativum Dragees, Moradorm S,

Vivinox Day Beruhigungsdragees) eingesetzt.

Volksmedizinisch wird die Droge in Amerika auch bei Diarrhoe eingesetzt [91]. J. C.

Th. Uphof beschreibt in seinem ,,Dictionary of economic plants* ebenfalls die Anwen-
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dung der Droge bei Diarrhoe [92]. Pedro Montenegro, ein heilkundiger Missionar,
berichtete im 17. Jahrhundert in seiner ,,Materia medica misionara“ von der Anwendung
eines Extraktes der Wurzelrinde aus Passiflora incarnata L. als Trank gegen blutige

Durchfille [93].

Weitaus groBere wirtschaftliche Bedeutung hat allerdings ein anderer Vertreter dieser
Gattung, Passiflora edulis SIMS.. Wenn auch die Friichte von bis zu 60 Arten der Gat-
tung Passiflora essbar sein sollen, werden nur aus den Friichten von Passiflora edulis
SIMS., nach Abtrennung der Samen, Aromatika fiir Fruchtséfte, Konfitiiren, Milch-,
Konditorei- und Desserterzeugnisse gewonnen. Im Handel befindet sich aber auch die

ganze Frucht dieser Art.

4.2.1 Verbreitung und taxonomische Einordnung

Die Gattung Passiflora ist die groBte der zur Familie der Passifloraceae gehorenden
Gattungen. Botaniker und Sammler sorgten im 18. und 19. Jahrhundert fiir eine fast
weltweite Verbreitung in milden Klimata, so dass die verschiedenen Arten der Gattung
Passiflora heute in allen tropischen und subtropischen Gebieten anzutreffen sind. Einige

gegen Kilte resistente Arten sind auch in milderen Gegenden Europas vorzufinden.

Passiflora incarnata L. ist ein in den tropischen Regenwildern im Siidosten der USA,
auf den Bermuda-Inseln, den Antillen, in Mittelamerika, Brasilien und Argentinien

heimischer, bis zu zehn Meter hoch werdender Kletterstrauch [94].

4.2.2 Makroskopische und mikroskopische Beschreibung von Passiflorae herba

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurde ein Trockenextrakt
der Firma Finzelberg verwendet. Dieser wurde unter Verwendung von 60%igem Me-
thanol aus dem Kraut von Passiflora incarnata L. gewonnen. Passiflorae herba, das
Passionsblumenkraut, ist die im Europdischen Arzneibuch aufgefiihrte Droge dieser

rankenden Pflanze.

Die leicht aromatisch riechende Droge besteht aus bis zu fiinf Millimeter, seltener bis
acht Millimeter dicken, rundlichen, hohlen, lingsgestreiften Stingelstiicken von grau-
griiner, griiner oder braunlicher Farbe mit grobporigem Bruch. Die lang gestielten, tief
dreilappig geteilten, 6 — 15 Zentimeter langen Blitter sind unterseits fein behaart und

besitzen einen einfach gesdgten Rand sowie eine netzartige Nervatur. Am Blattgrund
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entspringen zwei 2 — 8 Millimeter lange Nebenblétter; oberseits sind zwei hockerartige
extraflorale Nektarien vorhanden. Weiterhin sind glatte, runde, aus den Blattachseln

entspringende Ranken, die am Ende korkenzieherartig eingerollt sind, zu erkennen.

Abb. 15: Passiflora incarnata L.

Abbildung entnommen aus [95].

Die Pflanze bildet bis zu neun Zentimeter grof3e, langgestielte Bliiten mit drei Hochblat-
tern mit papillosem Rand und zwei seitlich randsténdigen Hockern, einem flinfblattrigen
Kelch mit griiner AuBlen- und weiBlicher Innenseite, einer aus fiinf weillen Kronbléttern
und aus mehreren weiflen und purpurroten, fadigen Nebenkronblittern bestehenden
Korolle sowie fiinf auffillig groBen Staubbléttern. Der graugriine, behaarte Fruchtkno-
ten ist oberstindig; der Griffel triigt auf drei langen Asten kopfige Narben. Die flachge-
driickten, griinlichen bis brdunlichen Friichte enthalten zahlreiche grubigpunktierte,

braunlichgelbe Samen.

Mikroskopisch sind besonders die auf den Stingel- und Blattanteilen vorkommenden,
diinnwandigen Gliederhaare, die hiufig in einer abgerundeten, hakig gebogenen Spitze

enden, fiir die Droge charakteristisch [94] [96].
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4.2.3 Inhaltstoffe der Droge Passiflorae herba
Passiflorae herba enthidlt hauptsidchlich Flavonoide des Apigenin- und Luteolin-Typs,
die iiberwiegend als C-Glycosylverbindungen vorliegen (Tab. 2).

Tab. 2: Flavonoide vom Apigenin- und Luteolin-Typ (C-Gluc = C-glycosidisch ver-
kniipfte p-D-Glucose; C-Ara = C-glycosidisch verkniipfte a-L-Arabinose)

Apigenin-Typ OH
Flavonoid R1 R2 R3 R4
Apigenin H H H H
Vitexin H H H C-Gluc
Isovitexin H C-Gluc H H
Schaftosid H C-Gluc H C-Ara
Isoschaftosid H C-Ara H C-Gluc
Luteolin-Typ
Flavonoid R1 R4
Luteolin H H
Orientin H C-Gluc
Iso-Orientin H C-Gluc H H

Harmanalkaloide, die zunichst fiir die sedative Wirkung des Passionsblumenkrautes
verantwortlich gemacht wurden, kommen nur in Spuren vor und kénnen deshalb nicht
als alleinig wirksame Komponenten fiir die schlafansto3ende, spasmolytische und anxi-
olytische Wirkung angesehen werden. Dagegen konnte fiir die ebenfalls vorkommenden
Flavonoidaglyka Chrysin und Apigenin gezeigt werden, dass sie anxiolytische Wirk-
samkeit besitzen. Chrysin entfaltet dabei seine Wirkung durch Aktivierung des
GABA(A)-Rezeptors [94] [100].
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4.3 Aspidosperma quebracho-blanco SCHLECHT.

Der Name der Pflanze kommt aus dem Griechischen, wobei Aspidosperma, abgleitet
von zwei Wortern, die mit rundem Schild und Same iibersetzt werden, Schildsame
bedeutet. Quebracho ist an die beiden Worter quebar = brechen und hacha = Axt ange-
lehnt und wird mit Axtbrecher iibersetzt; ein Ereignis, dass beim Féllen des Baumes

aufgrund seines sehr harten Holzes oft eingetreten sein muss.

Erstmalige Erwéhnung fand die Pflanze als H. Burmeister im Jahre 1860 Teile des
Baumes zugleich mit Proben des roten Quebrachoholzes an D. F. L. von Schlechtendal
sendete. Dieser hielt die Stammpflanzen beider fiir nahe verwandt, bis A. Grisebach ihre

Verschiedenheit nachwies.

Die Rinde des Baumes gelangte zuerst 1878 durch F. Schickedanz nach Deutschland,
wo G. Fraude noch im selben Jahr das Aspidospermin und O. Hesse im Jahr 1881 weite-

re Alkaloide fand [97].

4.3.1 Verbreitung und botanische Beschreibung
Aspidosperma quebracho-blanco, der Weille Quebracho, ist ein bis zu 20 Meter hoher
Baum, der in den Trockenwéldern von Siidostbolivien, Chile, Siidbrasilien und Argenti-

nien in Hohenlagen zwischen 1400 und 1800 Metern beheimatet ist.

Der Stammdurchmesser kann bis zu 1,20 Meter betragen. Im folgenden werden die
Teile der Pflanze beschrieben, die auch in Abb. 16 zu sehen sind. Die schlanken, hin-
genden Zweige sind glatt und mit leicht ablosbarem Periderm iiberzogen. Die immer-
griinen, lederartigen, einfachen, ungeteilten, ganzrandigen, ldnglichen oder lénglich-
lanzettlichen, drei bis fiinf Zentimeter langen und etwa ein Zentimeter breiten Blitter
stehen gegenstindig oder dreizdhlig dicht gedrdngt an den Zweigen. Blattrand und
Mittelnerv vereinigen sich in einer bis zu einen Zentimeter langen Stachelspitze. Die in
ausgebreiteten, reichbliitigen Trugdolden angeordneten weillen bis gelbgriinen Bliiten
stehen achsel- oder endstindig. Die Frucht besteht zundchst aus zwei Balgkapseln.
Durch Fehlbildung der einen ist aber meist nach Ausreifung nur noch eine Kapsel vor-
handen. Die reife Frucht erscheint graugriin, kahl, warzen- und driisenlos und stark
seitlich zusammen gedriickt. Sie kann entweder eine kreisrunde Form mit einem

Durchmesser von etwa sechs Zentimetern besitzen oder oval bis schiefoval geformt
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sein. Auf einer Seite sind die stark verholzten Balgkapseln mit einer erhabenen Linie

gekennzeichnet.

HApocynaceae,
(Carisseae)

Aspidosperma Quebracho Sehlechtend.

Abb. 16: Illustration von Aspidosperma quebracho-blanco SCHLECHT.

A: Bliitentragender Zweig; B: Fruchtzweig; 1: Kelch; 2: Bliitenknospe; 3: geéffnete Corolle
von auf3en; 4: Corolle von innen; 5: Fruchtknoten, Langsschnitt; 6: Fruchtschale von innen
mit Nabelstrdngen; 7: Samen mit Nabelstrang; 8: Keimling. Abbildung entnommen aus [97].

Die Gattung Aspidosperma MART. ET ZUCC. wurde 1824 geschaffen, gehort zur
Familie der Apocynaceaen und umfasst etwa 80 Arten. Die Aspidosperma-Systematik
wird allerdings dadurch erschwert, dass verschiedene Arten, die im gleichen Gebiet
vorkommen, aufgrund von Hybridisation variieren und nicht eindeutig gegeneinander

abzugrenzen sind [94].
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4.3.2 Quebracho cortex

Fiir die im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
wurde die offizinelle Droge der Pflanze, Quebracho cortex DAC, verwendet. Die ge-
ruchlose, bitter schmeckende Droge wird aus der Rinde &lterer Stimme gewonnen. Die
ein bis drei Zentimeter flachen Rindenstiicke sind auf der Auflenseite mit einer dicken
Borke iiberzogen. Die grobwulstige, mit zahlreichen Korklamellen durchzogene Borke
zeigt tiefe Langs- und Querrisse. Thre AuBlenseite hat eine schmutziggraue oder grau-
braune Farbe und ldsst in den tieferen Schichten eine gelbrote oder ziegelrote Farbung
erkennen. Im Querschnitt hebt sich die Borke scharf von der gleichstarken, blassen
Mittel- und Innenschicht ab. Die innere Rinde ist von zwei- bis dreireihigen Markstrah-
len durchzogen. Bastfasern kommen héufig isoliert und von Kristallzellreihen umgeben
vor. Zum Teil sind Steinzellnester, zwei- bis vierfach zusammengesetzte Starkekorner
mit exzentrischem Spalt, dagegen aber keine Milchsaftrohren zu erkennen. Das Nicht-
vorhandensein der Milchsaftrohren dient neben weiteren Merkmalen als Unterschei-
dungskriterium dieser Art von anderen Aspidospermaarten. Sowohl in der Borke als
auch in der Mittelrinde zeigen sich zahlreiche, rundliche, weile Punkte, welche aus

Gruppen von Sklerenchymzellen bestehen [98].

4.3.2.1 Quebracho-Alkaloide
Die Droge enthilt 1 — 2,5 % Indolalkaloide (nach DAC 1986 mind. 1,0 % Gesamtalka-

loide, berechnet als Yohimbin) mit den Hauptalkaloiden Aspidospermin, Yohimbin,

(-)-Quebrachamin und Akuammidin (Tab. 3).
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Tab. 3: Indolalkaloide aus Quebracho cortex

Vertreter Strukturtyp Struktur
Aspidospermin Aspidospermin-Typ
N
Yohimbin Yohimbin-Typ
OH
Quebrachamin Quebrachamin-Typ
N
\
N
H
Akuammidin Sarpagin-Typ \
O O
OH
LI
N N\

Laut gaschromatographischen Bestimmungen liegt der Anteil am Gesamtalkaloidgehalt

fiir Aspidospermin bei ca. 30 %, fiir Yohimbin bei ca. 10 % und fiir (-)-Quebrachamin

bei ca. 2,5 %. Der durch préparative Diinnschichtchromatographie ermittelte Akuammi-

din-Anteil am Gesamtalkaloidgehalt betrigt ca. 10 %. Das Vorkommen von Gerbstoffen

wird kontrovers diskutiert [94] [99].
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Abgeleitet aus empirischen Beobachtungen, auch aus der Volksmedizin, wird die Droge
als Atemanaleptikum bei Asthma, Bronchitis und Affektion der Atmungsorgane ange-
wendet. Kontrollierte klinische Studien fehlen derzeit. Fiir Aspidospermin wurde am

Kaninchen nach i.v. Gabe eine deutliche Zunahme der Atemfrequenz festgestellt [94].

Quebrachorinde wird ferner auch bei Fieber, Kraimpfen sowie, wegen ihres bitteren
Geschmackes, auch zur Appetitanregung und in der Lebensmittelindustrie als
Geschmackskorrigenz eingesetzt. In der Homoopathie wird die Rinde bei Atemwegser-
krankungen verwendet (Bomapect forte Hustentropfen). Die Kommission D hat dazu
eine Monographie erstellt. Eine weitere Anwendung der Rindendroge besteht auch bei
verminderter Libido und Ejakulationsstérungen (Afrodor 2000). Aus den auf dem deut-
schen Arzneimittelmarkt befindlichen Fertigarzneimitteln ist die Quebrachorinde fast

verschwunden [99] [100].

4.4 Centella asiatica (L.) URBAN

Die Gattung Centella L. gehort zur Familie der Apiaceae (Umbelliferae) und besteht aus
etwa 20 Arten. Die drogenliefernde Art Centella asiatica (L.) URBAN ist ein an Gewais-
sern sowie feuchten und sumpfigen Stellen Siidostasiens, Indiens, Sri Lankas, in Teilen
Chinas, auf westlichen Siidseeinseln und Madagaskar, in Siidafrika, dem Siidosten der
USA sowie im Osten Siidamerikas beheimatetes Kraut. Von der Art sind unterschiedli-
che chemische Rassen bekannt. Centella asiatica (L.) URBAN ist eine kriechende, an
den Knoten bewurzelte Pflanze, dessen oberirdische Teile zur Gewinnung der Droge
Centellae asiaticae herba (asiatisches Wassernabelkraut) dienen. Die Droge enthélt etwa
0,1 % #therisches Ol, Flavonolderivate des Quercetin- und Kidmpferoltyps und Triter-

pensduren sowie Triterpensdure-Zuckerester (Pseudosaponine).

In Tierversuchen wurden fiir einen mit 50%igem Ethanol hergestellten Auszug der
Droge psycho-neuropharmakologische Wirkungen festgestellt. Fiir das in der Droge
gefundene Asiaticosid bzw. filir ein Asiaticosidgemisch werden eine am Tiermodell
untersuchte ulcus-protektive sowie eine wundheilende und venentonisierende Wirkung
beschrieben. AuBlerdem zeigt Asiaticosid antimikrobielle Wirkungen im Agardiffusi-

onstest gegen Pseudomonas pyocyaneus und Trichoderma mentagrophytes.
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Volkstiimliche Anwendung findet die Droge in Indien bei Hautkrankheiten, Syphilis
und Rheumatismus sowie als Adjuvans in der Leprabehandlung und wird weiterhin zur
Entwésserung eingesetzt. Auf Java verwendet man die Droge bei zu geringer Harnaus-
scheidung, in China bei korperlicher und geistiger Erschopfung, auf Sri Lanka und
Madagaskar gegen Lepra, auf den Fidschi-Inseln gegen Diarrhoe und Augenkrankhei-
ten, in Thailand gegen Entziindungen, Asthma und Bluthochdruck und in Indonesien bei

Harnwegsinfekten [94].

4.5 Glycyrrhiza glabra L.

Liquiritiae radix, die offizinelle Droge der bis zu 1,70 Meter hohen Staude, wird aus der
geschilten oder ungeschilten kraftigen Pfahlwurzel, ihren etwa zwei Zentimeter dicken
Nebenwurzeln und viele Meter lang werdenden unterirdischen Ausldufern gewonnen.
Sie enthilt 3 — 9 % Triterpensaponine, Flavon- und Isoflavonglykoside, Cumestan- und
Hydroxycumarinderivate sowie saure Heteropolysaccharide (Glycyrrhizane). Haupt-
komponente der Saponinfraktion ist die Glycyrrhizinsdure. Die Staude selbst gehort der
Familie Fabaceae an. Von der Art Glycyrrhiza glabra sind vier Varietiten bekannt, die

in Siid-, Stidosteuropa, dem Kaukasusgebiet, West- und Mittelasien beheimatet sind.

Uber die Droge wird berichtet, dass sie neben den spasmolytischen Eigenschaften auch
resorptionsfordernde, antibakterielle, antiinflammatorische, Ostrogene, antivirale, anti-
pyretische, antirheumatische, antihepatotoxische, diuretische, choleretische, antihyper-
cholesterdmische sowie das Wachstum von Tumoren und die Metastasenbildung hem-
mende Wirkungen besitzt. Durch die enthaltenen Saponine besitzt die Droge dariiber

hinaus auch oberfldchenaktive Eigenschaften [94] [100].

4.6 Solanum dulcamara L.

Die aus der Familie der Nachtschattengewdchse stammende Pflanze dient zur Gewin-
nung der Droge Dulcamarae stipites (Stingel des BittersiilBen Nachtschattens), die als
Adjuvans bei der Behandlung chronischer Ekzeme eingesetzt wird. Der Halbstrauch ist
in Europa, Nordafrika, Ost- und Westasien, Indien sowie in Nordamerika beheimatet.
Alle Pflanzenteile besitzen einen zunichst bitteren, dann siilen Geschmack, woraus
auch die Namensgebung der Pflanze resultierte. Als Hauptinhaltsstoffe der Droge Dul-

camarae stipites sind die Glykoalkaloide Solanin, Solasonin, Soladulcidin und Solama-
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rin zu nennen. Dies sind Steroidalkaloide, die auch als Pseudosaponine bezeichnet
werden. Ferner sind als echte Saponine Dulcamaretinsdure und Dulcamarinséure be-
kannt, die ebenso wie Gerbstoffe und Dulcamarin (glykosidischer Bitterstoff) zu dem

Inhaltsstoffspektrum der Droge gehoren [94] [100].

Aus Teilen der in diesem Kapitel ndher beschriebenen und weiteren Pflanzen wurden
verschiedene Extrakte hergestellt. Zum Teil standen auch kommerziell erhéltliche Tro-
ckenextrakte zur Verfiigung. Die Extrakte wurden mit der Methode des Liganden-
fischens auf Vorhandensein von an die TGT oder an die IGF-1-RTK bindende Substan-

zen untersucht.
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5 Ligandenfischen

In diesem Kapitel wird die Methode des Ligandenfischens néher erldutert. Im Anschluss
daran werden im selben Kapitel die Ergebnisse der Ligandenfischversuche aus den

verschiedenen Extrakten mit den beiden Targets TGT und IGF-1-RTK vorgestellt.

Wie schon in der Einleitung angefiihrt, steht mit dem Ligandenfischen eine Methode zur
Verfiigung, die es erlaubt, ein kostengiinstiges und schnelles Screening von Naturstoff-
gemischen im Hinblick auf potentielle neue Pharmaka durchzufiihren. Diese Scree-
ningmethode wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr. R. Matusch speziell zur Identifizie-
rung von Liganden in komplexen Substanzbibliotheken und im Hinblick auf Durchfiihr-
barkeit an der Hochschule entwickelt [10]. Die Umsetzung des Ligandenfischens an der
Universitdt wird gegentiber dem sonst fiir diese Zielsetzung angewendeten Hochdurch-
satzscreening (HTS) vor allem durch den geringen apparativen Aufwand ermdglicht.
Zur Durchfiihrung des Ligandenfischens ist neben iiblichen Laborgeriten, wie z.B. einer
Zentrifuge, nur die zur Vermessung der Proben benétigte analytische HPLC-Anlage mit
geeignetem Detektor erforderlich. Ebenso sind keine besonderen Anforderungen an die
Laboratorien zu stellen, da eine radioaktive oder andersartige Markierung der Liganden

nicht notwendig ist.

Die zeitaufwendige und losungsmittelintensive Auftrennung eines Pflanzenextraktes
erfolgt bei Anwendung des Ligandenfischens, im Gegensatz zum HTS, erst nach mit
dieser Methode festgestellter Wirksamkeit. Zudem kann die Auftrennung des wirksa-
men Pflanzenextraktes nun gezielt im Hinblick auf die bindende(n) Substanz(en) erfol-
gen. Dies zieht eine weitere Zeit- und Kostenersparnis nach sich, da nicht notwendige

Trennungen unwirksamer Fraktionen vermieden werden.

Weiterhin besteht in der Moglichkeit, mit dieser Methode auch wirksame Substanzkom-

binationen entdecken zu kdnnen, ein wesentlicher Vorteil gegeniiber dem HTS [104].

Im Vergleich mit anderen Verfahren zur Leitstruktursuche, wie z.B. dem ,,Molecular
Modelling®, bietet das Ligandenfischen den Vorteil, dass weder die dreidimensionale
Struktur oder die Sequenz des Proteins, noch die Struktur eines Inhibitors oder des

natiirlichen Substrates bekannt sein miissen.
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In der vorliegenden Arbeit sollten verschiedene Pflanzenextrakte an einem Enzym und
an einer Untereinheit eines Rezeptors mittels des Ligandenfischens auf bindende Sub-
stanzen untersucht werden. Grofle Konzentrationsunterschiede der Inhaltsstoffe eines
Extraktes konnen dabei, wie im folgenden Abschnitt erldutert, zu ungiinstigen Bin-
dungsverhéltnissen von Protein zu potentiellem Ligand fiihren. Um das Konzentrations-
verhéltnis zwischen Protein und Ligand vorteilhafter einzustellen, konnen Experimente
mit Extraktfraktionen oder sogar Einzelsubstanzen, wie im Abschnitt 5.3 zu lesen,

sinnvoll sein.

Da mit der Bindung eines Liganden an das Zielprotein zunéchst nur ein biochemischer
Nachweis erfolgt, sollte die pharmakologische Wirksamkeit mit anderen Assays oder
durch HPLC-Analytik nach Verdringung des potentiellen Liganden durch einen be-

kannten, stirker an das Targetprotein bindenden Liganden belegt werden.

5.1 Prinzip und Durchfithrung der Bindungsexperimente

Enzyme katalysieren durch erleichterte Bildung und selektive Stabilisierung des jewei-
ligen Ubergangszustandes eines Substrates eine von verschiedenen moglichen Reaktio-
nen. Aufgabe der meisten Arzneistoffe ist, den Ablauf der durch ein Enzym katalysier-
ten oder durch Bindung an einen Rezeptor ermoglichten biochemischen Reaktion zu
verhindern. Um die Frage, in wie weit ein potentieller Arzneistoff dieser biochemischen
Anforderung gerecht wird, zu beantworten, werden Bindungsassays, wie z.B. das Li-

gandenfischen (Abb. 17), durchgefiihrt.
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Abb. 17: Schematische Darstellung zur Durchfithrung des Ligandenfischens

5.1.1  Theoretische Betrachtungen der Vorginge wihrend der Inkubation

Zunichst wird beim Ligandenfischen dem Zielprotein, z.B. einem Enzym oder Rezep-
tor, die mehr oder weniger heterogene Substanzbibliothek présentiert. Unter den fiir die
Aktivitit des Proteins optimalen Bedingungen kommt es, bei entsprechender sterischer
und elektronischer Komplementaritit, im abgeschlossenen Reaktionsraum zur Ausbil-
dung von Protein-Ligand-Komplexen. Die Bildung dieser Komplexe erfolgt nach
E. Fischers Schliissel-Schloss-Prinzip [105] und der von D. E. Koshland aufgestellten
,Induced-fit-Theorie® [106]. Aufgrund dessen sind im Reaktionsansatz wihrend der
Inkubation folgende Reaktionen zwischen dem Protein und den Substanzen aus der

zugefiigten Substanzbibliothek denkbar (Abb. 18):

Die Methodik des Ligandenfischens kann sowohl mit einer an das Target bindenden
Einzelsubstanz (Abb. 18 a), als auch mit einem Gemisch an Substanzen durchgefiihrt
werden. Bei Inkubation des Proteins mit einem komplexen Substanzgemisch, etwa

einem Naturstoffextrakt, sucht sich das Protein den passenden Liganden aus dem Ge-
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misch an Verbindungen (Abb. 18 b). Aufgrund der Vielzahl an Verbindungen, die ein
Pflanzenextrakt enthélt, kann das Targetprotein auch zu mehr als einer Substanz eine
Affinitdt besitzen. Diese Substanzen konkurrieren dann um die Bindungsstelle am Pro-
tein (Abb. 18 c). Im Gegensatz dazu konnen aber auch synergistische Effekte bei der
Ligandenbindung auftreten. So ist es moglich, dass eine wirksame Kombination von
zwei Substanzen auftritt, indem diese nur zusammen die Bindetasche optimal besetzen
(Abb. 18 d). In getrennten Bindungsexperimenten wére jede Substanz fiir sich genom-
men gar nicht oder nur in geringem Ausmall an das Protein gebunden worden. Das
Auftreten eines pharmakologischen Effektes mit nur einer der beiden Substanzen ist
unwahrscheinlich. Aber auch das Vorkommen von allosterischen Mechanismen nach
dem ,,Induced-fit-Modell* ist denkbar. Dabei bindet eine Substanz an das Protein, wo-
durch an einer anderen Stelle des Proteins eine Konformationsdnderung resultiert, die
die Bindung einer zweiten Substanz in der gednderten Bindetasche ermdglicht (Abb.
18 e). Wiren die Substanzen in getrennten Bindungsexperimenten dem Protein zuge-
fiihrt worden, hétte nur eine Substanz als biochemisch wirksam erkannt werden konnen,
ohne jedoch in weiteren Tests pharmakologische Wirkung zu zeigen. Moglicherweise
kann die Bindung einer zweiten Substanz aufgrund des Mangels eines nun passenden
Liganden bei Untersuchungen mittels Ligandenfischen nicht beobachtet werden (Abb.
18 f). Generell konnen neben den genannten Komplexierungen auch unspezifische

Bindungen von Substanzen am Protein auftreten (Abb. 18 g).
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Abb. 18: Schematische Darstellung moglicher Protein-Ligand-Interaktionen beim

Ligandenfischen wihrend der Inkubation

a) Inkubation mit nur einer bindenden Substanz, b) Inkubation mit einem Substanzgemisch,
¢) Inkubation mit einem Substanzgemisch, wobei zwei Liganden enthalten sind, d) syner-
gistischer Effekt durch optimale Bindung eines Substanzkomplexes, e) allosterische Bindung
nach der ,,Induced-fit-Theorie®, f) allosterische Bindung ohne Bindung eines zweiten Ligan-
den in der verdnderten Bindetasche, g) unspezifische Bindung an der Proteinoberflache.

In einem Pflanzenextrakt konnen, wie bereits oben erwihnt, oftmals viele hundert ver-
schiedene Verbindungen enthalten sein. Daher ist das Vorliegen mehrerer potentieller

Liganden in dem Substanzgemisch mdglich. Aus diesem Grund spielen bei der Bildung
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der einzelnen oben beschriebenen Komplexe die GroBen der Dissoziationskonstanten

sowie die Konzentrationen der moglichen Liganden eine entscheidende Rolle.

Die Bindung eines Liganden (also Substrat- oder Inhibitormolekiil) A an ein Makromo-

lekiil E in Form eines Protein-Ligand-Komplexes EA ldsst sich mit der Gleichung

k1
E+A=<——EA

K (1)

wiedergeben.

Dabei kann die Assoziationskonstante K, (2) oder deren Kehrwert, die Dissoziati-
onskonstante Ky, (3), nach dem Massenwirkungsgesetz in verdiinnten Losungen, wie sie

beim Ligandenfischen vorliegen, folgendermallen beschrieben werden:

)

C T .
k., [A]*

. ”

Bei Bindungsexperimenten sind in der Regel die Ausgangsmengen an Protein [E]y und

Ligand [A]o bekannt:
[E], = [E]+[£4] @)

4], = [4]+[E4] 5)

Abgeleitet aus diesen beiden Gleichungen entspricht in einem einfachen Reaktions-
gleichgewicht und bei dquimolaren Verhéltnissen der Anteil an gebundenem Ligand

[A]ger dem Anteil an besetzten Bindungsstellen 6 im Protein.

|[E4]=[4], -[4]=4],,, =[E], -[E]=0 (6)

Durch Einsetzen von (6) in (3) ergibt sich:
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v _EL - [Ea)*[4]
’ [£4]

(7)
Nach Einsetzen von (7) in (6) kann (8) formuliert werden:

[A]geb = [EA] M

K, Al ®

Nach Gleichung (8) gilt: je kleiner die Dissoziationskonstante oder / und je groBBer die
Konzentration des Liganden A, desto mehr Bindungsstellen konnen im Protein besetzt
werden. Ebenso verhilt sich die Inhibitionskonstante im Falle eines Inhibitors als Li-

gand.

Betrachtet man nun den Fall, dass zwei potentielle Liganden in einem Substanzgemisch
vorliegen (9), konnen sich folgende Konstellationen der Parameter Affinitdt des Proteins

zur Substanz und Konzentration der Substanzen ergeben (13):

K,
E+A—<—EA
+ K.,
B
k_21 L K,
EB 9)
_k, _[4]*[E]
Ky, = PR (10)
_k, _[B]*[£]
Kos = k,  [EB] (b

Die Gesamtmenge an Protein ergibt sich damit aus:

[E], = [E]+ [E4]+ [EB] (12)

Nach den Gleichungen (10) und (11) lassen sich [E] und [EB] durch Kp, und Kp, erset-

zen. Durch Umstellung und Kombination mit Gleichung (6) ergibt sich:
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- EL g e )

[4]+K,, *(1+m]

DB

Wie aus Gleichung (13) ersichtlich, wird diejenige Verbindung mit der kleineren Disso-
ziationskonstante Kp bzw. der hoheren Konzentration mehr Bindungsstellen belegen
konnen. Extreme Unterschiede dieser beiden Parameter zwischen zwei mdglichen Li-
ganden konnen dazu fiihren, dass nur einer der beiden vom Protein gebunden wird. Die
Bindung der schwicher affinen bzw. geringer konzentrierten Substanz wiirde also nur in
Abwesenheit der anderen erfolgen und auch dann, nach Gleichung (8), nur gering aus-
geprégt sein [107]. Folglich kann die Anwesenheit eines hoch potenten, jedoch gering
konzentrierten Liganden durch die Anwesenheit eines in groBen Mengen im Substanz-
gemisch vorkommenden, schwach potenten Liganden iiberdeckt und auch mit dem
Ligandenfischen iibersehen werden. Deshalb vermag die Durchfiihrung des Liganden-

fischens auch mit Fraktionen oder Einzelsubstanzen durchaus sinnvoll zu sein.

Des Weiteren ist aus Gleichung (13) ebenso zu erkennen, dass die Menge des eingesetz-

ten Proteins gerade entscheidend fiir die Detektion von schwicheren Liganden ist.

5.1.2  Praktischer Ablauf der Inkubation

Eine grafische Darstellung zu den in diesem und in den folgenden Abschnitten gemach-
ten Erlduterungen zur Durchfiihrung des Ligandenfischens befindet sich in Abb. 17
(Seite 47).

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche des Ligandenfischens wurde zu der in
einem Eppendorfgefil} befindlichen, gepufferten Losung des Pflanzenextraktes bzw. der
Substanz eine definierte Menge an Protein in ebenfalls gepufferter Losung gegeben. Die
Eppendorfgefdflie wurden vor Verwendung mit Methanol im Ultraschallbad behandelt,
um Weichmacher aus der Gefial3wand herauszulosen, die anderenfalls in den Chroma-

togrammen der mit dem Ligandenfischen erhaltenen Proben stéren wiirden.

Diese Ansidtze wurden zusammen mit parallel angefertigten Proben, die kein Protein
enthielten, liber eine bestimmte Zeit bei definierter Temperatur inkubiert. Die Blindpro-
ben dienen dem Ausschluss von falsch positiven Ergebnissen, die etwa durch unspezifi-

sche Bindung an die Filtermembran entstehen konnen.
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5.1.3  Filtration des Inkubationsansatzes

Die unter Gleichgewichtsbedingungen durchgefiihrten Bindungsstudien erfordern eine
Abtrennung der wihrend der Inkubation nicht gebundenen Substanzen vom Protein-
Ligand-Komplex. Diese Abtrennung erfolgte durch Anwendung einer Ultrafiltration
durch einen Filter geeigneter nominaler Ausschlussgrofle. Die Ausschlussgro3e muss so
gewdhlt werden, dass die Protein-Ligand-Komplexe auf der Membran liegen bleiben,
wihrend niedermolekulare, nichtbindende Substanzen die Membran passieren konnen.
Die Ultrafiltration wurde bis zur vollstandigen Filtration des auf den Filter aufgebrach-
ten, kompletten Volumens der Inkubationslosung betrieben. Sie stellt unter anderem
eine gingige Methode zur Konzentrierung und Entsalzung von Proben sowie zur Tren-

nung von Molekiilen unterschiedlicher Molekulargewichtsbereiche dar.

5.1.4  Waschungen

Um unspezifisch an das Protein oder an die Filtermembran adsorbierte Substanzen zu
entfernen, schlossen sich nun zwei Waschschritte an. Dazu wurden auf die auf der Fil-
termembran liegenden Protein-Ligand-Komplexe in jedem Waschschritt je 150 pl kalte
Pufferlosung gegeben und anschlieBend jeweils eine Ultrafiltration durchgefiihrt. Durch
die Verwendung von etwa 4 °C kalter Pufferlosung sollte eine Dissoziation der wéihrend
der Inkubation gebildeten Protein-Ligand-Komplexe vermieden werden. Auch hier

erfolgte die Filtration vollstandig.

5.1.5  Freisetzung

Um nun die an das Protein gebundenen Substanzen aus dem Protein-Ligand-Komplex
zu befreien, wurden auf die reinen, sich auf der Filtermembran befindlichen, Komplexe
200 pl einer Freisetzungslosung gegeben. Diese setzte sich aus Methanol, Wasser und

Trifluoressigsdure zusammen.

Mit diesem Freisetzungsreagenz lassen sich alle nicht-kovalent an das Protein gebunde-
nen Substanzen erfassen. Da das Freisetzungsreagenz aber einen sehr niedrigen pH-
Wert besitzt, sind auch Spaltungen von Bindungen kovalenter Art, etwa im Falle einer

Esterbindung, die zur Freisetzung eines kovalent gebundenen Liganden fiihren, denkbar.
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Nach zehnminiitiger Einwirkzeit der Freisetzungslosung auf die Komplexe wurden die
freigesetzten Ligandmolekiile nach abermaliger, vollstindiger Ultrafiltration im Filtrat

der Freisetzung qualitativ und quantitativ analysiert.

5.1.6 Vermessung und Auswertung der mit dem Ligandenfischen erhaltenen
Proben

Die aus den vier Ultrafiltrationen erhaltenen Filtrate sowie eine Probe der gleichen
Menge an in der Inkubation verwendeter Pflanzenextrakt- oder Substanzlosung wurden
bis zur Trockne im Vakuumkonzentrator eingeengt. Die getrockneten Proben wurden
anschlieBend in einem definierten Volumen der fiir die kapillar-HPLC-analytische

Vermessung zu verwendenden mobilen Phase geldst und vermessen.

Die Auswertung der flinf erhaltenen Chromatogramme erfolgte sowohl qualitativ als
auch quantitativ. Die Zuordnung der Peaks ein und derselben Substanz in den vier
Chromatogrammen der Filtrate aus dem Ligandenfischen erfolgte durch Vergleich der
Retentionszeiten und des mit einem Photodiodenarraydetektor (PDA-Detektor) gemes-
senen Elektronenspektrums. Zusétzlich wurden die UV-Spektren der aufsteigenden
Flanke und der absteigenden Flanke eines Peaks voneinander substrahiert (Ratio Plot),

um die Identitdt weiter zu erhérten.

Uber die Integration der Peaks einer gefischten Substanz in den einzelnen Chroma-
togrammen lassen sich Riickschliisse auf die Konzentrationsverhiltnisse dieser Substanz
in den einzelnen Proben im Verlauf des Ligandenfischens ziehen. Aus diesen Verhilt-
nissen konnen Aussagen iiber das Bindungsverhalten einer Substanz an das Protein
getroffen werden. Dabei ist jedoch ein Vergleich mit dem Verlauf der Konzentrationen

dieser Substanz in den Filtraten der Blindprobe unerlésslich.

5.1.7  AbschlieSende Bemerkungen zur Methode des Ligandenfischens

Die angegebenen Volumina, die zur Waschung der Komplexe und zur Freisetzung der
Substanzen aus den Komplexen verwendet wurden, haben sich laut den Versuchen von
J. Lenz [10] als ausreichend erwiesen. Die Zusammensetzung der Freisetzungslosung

wurde ebenfalls aus dieser Arbeit iibernommen.

Tritt wihrend des Ligandenfischens trotz der Waschungen eine starke Bindung von

Substanzen an die Filtermembran auf, konnte sie durch geeignete Absittigung der Filter
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umgangen werden. Dazu sind aus der Proteinanalytik verschiedene Verfahren bekannt,
die in diesem Fall wirksam sein kénnen [108]. AuBlerdem ist eine Bindung von Substan-
zen an die GefdBwinde der verwendeten Eppendorfcaps denkbar. Diese Substanzen

wiren der Detektion entzogen.

Um eine chemische Verdnderung der in der Substanzbibliothek enthaltenen Substanzen,
vor allem eine Umsetzung mit dem Freisetzungsreagenz ausschliefen zu kdnnen, ist ein
chromatographischer Abgleich mit der Inkubationslosung sinnvoll. Aus diesem Grund
wurde, wie im vorherigen Abschnitt erwdhnt, eine entsprechende Menge an unbehandel-
ter, lediglich in Puffer geloster Pflanzenextrakt- oder Substanzldsung getrocknet und

chromatographisch vermessen werden.

Damit eine Substanz, die wihrend der Inkubation an das Protein gebunden wurde, auch
als solche detektierbar ist, muss sie neben der chemischen Stabilitit auch die notige
Loslichkeit im Puffersystem der Inkubationslosung und im Freisetzungsreagenz sowie

in der mobilen Phase unter Anfangsbedingungen der HPLC aufweisen.

Das in dieser Arbeit verwendete kapillarchromatographische System war mit einem
PDA-Detektor ausgestattet. Deshalb konnten nur solche an das Protein gebundene Sub-
stanzen detektiert werden, die ein Chromophor besitzen, welches im ultravioletten
Bereich absorbiert. Aus diesem Grund wire fiir die Vermessung der Proben aus dem
Ligandenfischen ein kapillarchromatographisches System mit universellem Detektor,
z.B. einem Lichtstreudetektor (ELSD) oder einer Kopplung mit einem Massenspektro-
meter als Detektor (HPLC-MS-Kopplung) wiinschenswert. Damit konnten neben bin-
denden Einzelsubstanzen ohne Chromophor vor allem auch Substanzkombinationen
erfasst werden, bei denen beide oder auch nur eine Substanz bisher nicht detektierbar
war. Im ersten Fall wiren die entsprechenden Substanzbibliotheken félschlicherweise
als nicht wirksam deklariert worden. Im zweiten Fall hétte in der Substanzbibliothek
durchaus die Bindung einer Substanz nachgewiesen werden konnen. Deren Bindungsei-
genschaft wire allerdings nach Isolierung dieser Substanz aus dem Gemisch nicht oder
nur in schwécherem Ausmal reproduzierbar, da die zweite, zum synergistischen Effekt
beitragende Substanz fiir eine Bindung am Protein nun nicht zur Verfiigung stiinde. Des
Weiteren konnten mit einer HPLC-MS-Kopplung zusdtzliche Daten zur schnelleren

Identifizierung einer bindenden Substanz erhalten werden.
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Generell konnen mit dem Ligandenfischen aber nur hoch bis mifig potente Inhibitoren
erfasst werden. Der Grund liegt in der GroB3e der Dissoziationskonstante des Enzym-
Ligand-Komplexes im Vergleich zur Zentrifugationsdauer. Aber auch die Aktivitét des
verwendeten Proteins ist entscheidend. Nach A. Levitzki [114] ist die Anwendbarkeit
der Ultrafiltration auf Liganden mit einer Dissoziationskonstante kleiner als 5 nM be-
schriankt. J. Lenz konnte bei ihren Versuchen mit dem Ligandenfischen an Thrombin
den Nachweis erbringen, dass mit dieser Methode auch noch Liganden mit einer um den
Faktor 84 hoheren Dissoziationskonstante nachweisbar sind [10]. In der vorliegenden
Arbeit konnte diese Grenze bei Ligandenfischexperimenten mit der TGT nochmals um
den Faktor 48 hin zu hoheren Dissoziationskonstanten verschoben werden (siche Ab-

schnitt 5.2.5).

5.2 Ergebnisse der Ligandenfischversuche mit TGT

Im Folgenden sollen die unter Verwendung des Targets TGT mit verschiedenen Mono-
substanzen und Pflanzenextrakten erzielten Ergebnisse nédher erldutert werden. Die
genauen Bedingungen der jeweiligen Versuche sind im Abschnitt 9.1.1 des experimen-

tellen Teils aufgefiihrt.

5.2.1 Einstellung der Versuchsbedinungen fiir das Ligandenfischen mit TGT

Durch ,,Molecular Modelling* konnten in den Arbeitsgruppen von Prof. Dr. G. Klebe,
Philipps-Universitit Marburg, und Prof. Dr. F. Diederich, ETH Ziirich, bereits Inhibito-
ren der Z.mobilis-TGT gefunden werden. 3,5-Diaminophthalsdurehydrazid
(Ki= 0,2 uM) stellte zu Beginn der Versuche zu der vorliegenden Arbeit den potentes-
ten Inhibitor aus den beiden Forschungsgruppen dar [110]. Dieser sollte zur Optimie-
rung der Parameter fiir das Ligandenfischen, wie z.B. benétigte Enzymmenge und Ein-

stellung eines optimalen Enzym-Ligand-Verhéltnisses, genutzt werden.

Die Inkubationstemperatur und die Zusammensetzung des Inkubationsmediums wurden
den Versuchsbedingungen des Enzymassays (siche Abschnitt 7.1) entnommen. Als
Inkubationsdauer wurden die in den Patenten zum Ligandenfischen genannten 60 Minu-
ten gewdhlt [111] [112] [113]. Verdnderungen erfolgten bei der eingesetzten Enzym-
und Inhibitormenge (9.1.1.7.1, Methode 1). Die Protein-Ligand-Verhéltnisse variierten

dabei zwischen 1:1 und 1:40. Es wurden zwischen 2 nmol und 800 pmol TGT pro Probe
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eingesetzt. Nur bei Verwendung von 800 pmol TGT konnte eine Zunahme der Peakfla-

che des Inhibitors in der Freisetzungslosung gegeniiber der Blindprobe beobachtet

werden (Abb. 19).
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Abb. 19: Chromatogramme der Freisetzungen von Probe F und zugehoriger
Blindprobe aus dem Ligandenfischen mit TGT

Exemplarische Darstellung der kapillarchromatographisch vermessenen Proben der Frei-
setzung aus einem Ligandenfischen mit 800 pmol TGT. In diesem Fall wurden 3200 pmol
Inhibitor eingesetzt (siche Abschnitt 9.1.1.7, Methode 1, Probe F). Die Peakfldche in der
Probenfreisetzung ist grofler als die in der Blindprobe.

Das Enzym-Ligand-Verhiltnis wurde unter Verwendung von 800 pmol TGT zwischen

1:1, 1:2 und 1:4 variiert.
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Abb. 20: Darstellung der Konzentrationsverliufe der Proben des Liganden-
fischens mit 800 pmol TGT und verschiedenen Konzentrationen an
3,5-Diaminophthalsiurehydrazid

Protein-Ligand-Verhéltnisse: Probe F = 1:4; Probe E = 1:2; Probe K = 1:1. Die Konzentra-
tionsverldufe der jeweils dazu bearbeiteten Blindproben sind nicht dargestellt.

Bei Einsatz eines Inhibitoriiberschusses war eine stetige Abnahme des Konzentrations-

verlaufes wihrend des Ligandenfischens zu beobachten. Nur bei

einem
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TGT-3,5-Diaminophthalsdurehydrazid-Verhiltnis von 1:1 in Gegenwart von 800 pmol
TGT konnte der Inhibitor gefischt werden (Abb. 20).

Jedoch scheint der aus TGT und Inhibitor gebildete Komplex (Abb. 20, Probe K) schon
wihrend der zweiten Waschung an Stabilitit zu verlieren, da die Konzentration des
Inhibitors in der Losung der Probe bereits hier eine steigende Tendenz aufweist

(Abb. 21).
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Abb. 21: Abbildung des Konzentrationsverlaufes bei einem positiv verlaufenen
Ligandenfischversuch von 3,5-Diaminophthalsiurehydrazid mit TGT

Das Auftreten von Inhibitormolekiilen im Filtrat der Freisetzung der Blindprobe zeigt
eine Filterbindung an, die aufgrund der hohen Lipophilie der Verbindung auch zu ver-
muten war. Es ist aber auch moglich, dass in diesem Fall die durchgefiihrten Wasch-
schritte fiir eine vollstindige Eliminierung von unspezifisch gebundenem Inhibitor nicht

ausreichten.

Aufgrund dieser aufgetretenen Adsorption an den bisher verwendeten Filtereinheiten
mit einer aus regenerierter Cellulose bestehenden Filtermembran wurden diese mit
Filtereinheiten, die eine Polyethersulfonmembran besitzen, verglichen. Es sollte ent-
schieden werden, welches Filtersystem die gilinstigeren Eigenschaften fiir die Ultrafiltra-
tionen im Verlaufe der weiteren Ligandenfischversuche hinsichtlich einer nicht gewoll-
ten Adsorption besitzt. Dazu wurde ein definiertes Volumen an 3,5-Diamino-
phthalsdurehydrazidlosung auf beide Filter gegeben und eine Ultrafiltration durch-
gefiihrt. Danach erfolgten zwei Waschungen und die Freisetzung mit jeweils anschlie-
Bender Ultrafiltration. Die erhaltenen Filtrate wurden getrocknet, in mobiler Phase

aufgenommen und kapillarchromatographisch vermessen (9.1.1.7.1, Methode 2).
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Wie in Abb. 22 gezeigt, wird der Inhibitor von der Cellulosemembran langsamer herun-
tergewaschen als von der Polyethersulfonmembran. Die Konzentrationsunterschiede in
den Losungen nach der 1. Waschung zeigen, dass die Polyethersulfonmembran

3,5-Diaminophthalsidurehydrazid in geringerem Maf3e adsorbiert.
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Abb. 22: Vergleich von Filtereinheiten mit unterschiedlicher Filtermembran

Die Polyethersulfonmembran erscheint nach Abb. 22 infolge einer geringeren Ad-
sorptionsrate von 3,5-Diaminophthalsdurehydrazid geeigneter. Werden jedoch die durch
die Freisetzungslosung von den Filteroberflichen desorbierten 3,5-Diaminophthalsiure-
hydrazidmengen betrachtet, zeigt sich, dass die desorbierte Substanzmenge bei Verwen-

dung der Celluloseacetatmembran deutlich geringer ausfillt (Abb. 23).

@ Polyethersulfon

. W regenerierte Cellulose

0 200000 400000 600000 800000
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Abb. 23: Nach der Freisetzung desorbierte Menge an 3,5-Diamino-
phthalsiurehydrazid
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Von der Cellulosemembran wird das Hydrazid demnach zwar langsamer, aber effizien-

ter durch die Waschungen desorbiert.

Fiir die weiteren Fischversuche mit TGT wurden demzufolge Filtereinheiten mit Cellu-
losemembran (Microcon) verwendet. Zum Einsatz kamen in der Regel 800 pmol En-
zym. Die Inkubationstemperatur sowie das Inkubationsmedium wurden nicht variiert, da
sich diese im Enzymassay (siche Abschnitt 7.1) als gute Bedingungen erwiesen haben.
Als Freisetzungslosung wurde ein Gemisch aus Methanol/Wasser/Trifluoressigsdure

(TFA) im Verhiltnis von 49,5/49,5/1 angewendet.

5.2.2  Erfolgreich verlaufene Ligandenfischversuche mit TGT aus verschiedenen
Pflanzenextrakten

In einem Extrakt aus Passiflorae herba, einem Extrakt aus Centellae asiaticae herba
sowie in einem Extrakt aus Dulcamarae stipites konnten an die TGT bindende Substan-
zen mit der Methode des Ligandenfischens gefunden werden. Tab. 4 gibt einen Uber-

blick tiber die verwendeten Extrakte der genannten Pflanzen.

Tab. 4: Erfolgreich auf TGT-bindende Substanzen untersuchte Extrakte

Stammpflanze Verwendete Droge Verwendeter Extrakt
Passiflora incarnata L. Passiflorae herba Trockenextrakt
(Auszugsmittel: 60 %iger Methanol)
Centella asiatica (L.) Centellac asiaticae Dichlormethanextrakt
URBAN herba
Solanum dulcamara L. | Dulcamarae stipites Trockenextrakt
(Auszugsmittel: 45 %iger Methanol)
sowie dessen Extraktfraktionen

5.2.2.1 Ligandenfischen aus einem Passiflorae herba-Extrakt

Eine Losung des aus dem Passionsblumenkraut gewonnenen, methanolischen Trocken-
extraktes in TGT-Assay-Puffer (PL 02) diente als Extraktlosung fiir mehrere Liganden-
fischversuche. Nach einem ersten erfolgreichen Versuch wurde bei weiteren Experimen-
ten sowohl die Reproduzierbarkeit der erzielten Ergebnisse iiberpriift, als auch eine
Variation der Extraktkonzentrationen vorgenommen. Dazu wurden 0,5 bzw. 5 mg Ex-
trakt in 1 ml Pufferlosung geldst und in verschiedenen Mengen dem Protein zugefiihrt,
so dass sich unterschiedliche Protein-Extrakt-Verhdltnisse ergaben. Dieses Vorgehen

resultierte aus den bereits in Abschnitt 5.1.1 erlduterten Griinden. Zusétzlich erfolgte
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eine Variation der eingesetzten Proteinmenge, um die Ergebnisse aus den Versuchen mit
3,5-Diaminophthalsdurehydrazid zu bekriftigen. Die Inkubationszeit musste teilweise
versuchsbedingt verldngert werden, da in einigen Féllen das Freiwaschen der Filter vom
Glycerol mehr Zeit als gewohnlich in Anspruch nahm (siehe Abschnitt 9.1.1.7.1, expe-

rimenteller Teil).

Nachdem im ersten Fischversuch mit diesem Pflanzenextrakt mehrere Substanzpeaks,
bei denen eine Proteinbindung vorliegen konnte, aufgefallen waren, erwies sich in den
folgenden Experimenten lediglich das Fischen einer Substanz dieses Extraktes als re-
produzierbar (Abb. 24). Im Chromatogramm der Freisetzung ist bei der Probe im Ver-
gleich zur Blindprobe eine Flachenzunahme fiir den gekennzeichneten Peak zu sehen.
Die Substanz, die sich hinter diesem Peak verbirgt, sollte nun mittels chromatographi-

scher Methoden isoliert und im Anschluss daran identifiziert werden (siche Kapitel 6).
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Abb. 24: Chromatogramme der Freisetzungen von Probe und Blindprobe aus
dem Ligandenfischen des Passiflorae herba-Extraktes mit TGT

In der Freisetzung der Probe ist der mit einem Pfeil gekennzeichnete Peak grofer als der
entsprechende Peak in der Blindprobe (9.1.1.7.2, Probe 08 bzw. 08 Blind).

Es wurden 13 Ligandenfischversuche mit dem Trockenextrakt aus Passiflorae herba
durchgefiihrt. Bei neun der 13 Proben konnte stets dieselbe Substanz aus dem Extrakt
mit der TGT gefischt werden (Abb. 25). Die deutlichsten Fischergebnisse wurden bei
Verwendung von 800 pmol Enzym pro Probe erreicht (Proben 3, 11, und 13). Dies

bekriftigt auch die Ergebnisse der Ligandenfischversuche von 3,5-Diaminophthalsdure-
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hydrazid mit der TGT. Danach erwies sich der Einsatz von 800 pmol Enzym pro Ver-
such als geeignet (Abschnitt 5.2.1).

Mit dem verwendeten Passifloraextrakt sind auch positive Ergebnisse bei einer TGT-
Menge von nur 400 pmol erzielt worden (Abb. 25, Proben 1, 2, 5, 6 und 9). Jedoch
erscheinen die Ergebnisse bei Verwendung von 800 pmol Enzym, wie bereits erwihnt,

eindeutiger.
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Abb. 25: Vergleich der Peakflichen der aus Passiflorae herba-Extrakt mit TGT
gefischten Substanz bei verschiedenen Fischbedingungen

Von 13 durchgefiihrten Fischversuchen waren hinsichtlich eines bestimmten Peaks neun
positiv. Die deutlichsten Fischergebnisse wurden mit 800 pmol TGT (Proben 3, 11 und 13)
unabhéngig von der Inkubationsdauer erzielt (experimentelle Bedingungen siehe Abschnitt
9.1.1.7.2).

Bei Einsatz von nur einem Zehntel der sonst eingesetzten Extraktmenge und jeweils
800 pmol TGT war eine genauso deutliche Freisetzung der in den anderen Versuchen
ebenfalls gefischten Substanz zu verzeichnen (Probe 3 versus Probe 13). Dazu musste
allerdings die Einspritzmenge fiir die HPLC-analytische Vermessung verzehnfacht
werden. Bei vier der 13 Proben konnte, wie Abb. 25 zeigt, fiir die Substanz keine Bin-

dung an die TGT festgestellt werden (Proben 1, 4, 5 und 7). Dies ist durch aufgetretene
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UnregelmaBigkeiten wéahrend der Ultrafiltrationen zu erkléren. Eine Variation der Inku-

bationsdauer dagegen hatte auf das Ergebnis keinen Einfluss (Abb. 25).

5.2.2.2 Ligandenfischen aus Extrakten aus Centellae asiaticae herba

Bei der Untersuchung des aus dem Wassernabelkraut, Centellae asiaticae herba, gewon-
nenen Dichlormethanextraktes (Herstellung des Extraktes siche Abschnitt 9.2.3, expe-
rimenteller Teil) konnte eine Flichenzunahme eines Peaks im Vergleich zur Blindprobe
festgestellt werden. Die in der Freisetzung der Probe festgestellte Menge der Substanz
ist im Vergleich zur Blindprobe viermal so hoch, wihrend die Peakfldchen der anderen
detektierten Substanzen anndhernd gleich bleiben. In den Waschungen der Probe ist
diese Substanz nicht mehr nachweisbar, wohingegen in den Waschlosungen der Blind-
probe eine stetige Konzentrationsabnahme zu sehen ist (Abb. 26 A und B). Das ldsst auf

eine Bindung der Substanz an die TGT schlieen.
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Abb. 26 A: Chromatogramme des Ligandenfischens mit TGT aus dem Dichlor-

methanextrakt aus Centellae asiaticae herba

Dargestellt sind die Kapillar-HPLC-Chromatogramme der Freisetzungen von Probe und
Blindprobe.
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Abb. 26 B:  Auswertung des Ligandenfischens mit TGT aus dem Dichlormethan-
extrakt aus Centellae asiaticae herba

Aus dem Vergleich der Konzentrationsverldufe wird eine starke Bindung der Substanz
an die TGT, bei allerdings ungeniigender Ubereinstimmung der Peakflichensummen,
deutlich.

In beiden Abbildungen (Abb. 26 A und B) ist die Zunahme der Peakflidche der beobach-
teten Substanz in der Blindprobe nach Zugabe des Freisetzungsreagenzes zu sehen. Dies

kann mit einer Bindung der Substanz an den Filter erklart werden.

Wie aus dem in Abb. 26 B gezeigten Diagramm hervorgeht, ist bei Addition aller
Peakflichen der Probe sowie der Blindprobe keine gute Ubereinstimmung der Peakfli-
chensummen zu verzeichnen. Um die Bindung dieser Substanz an die TGT abzuklédren

miissen weitere Experimente durchgefiihrt werden.

5.2.2.3 Ligandenfischen aus einem Extrakt aus Solanum dulcamara L.

Finf Milligramm des Trockenextraktes aus Solanum dulcamara L. wurden in TGT-
Assay-Puffer (Abschnitt 9.1.1.2, PL 02) suspendiert. In einem ersten Versuch wurden
nicht 18sliche Bestandteile abzentrifugiert und der klare Uberstand dem Ligandenfischen

zugefiihrt. Zum Einsatz kamen verschiedene Mengen der Extraktlosung.

Wihrend bei Verwendung von 800 pmol TGT und 100 pl der Extraktldsung mehrere
Substanzen gefischt werden konnten, war bei Einsatz derselben Proteinmenge aber
150 pl der Extraktlosung keine FlichenvergroBBerung eines Peaks in der Freisetzung der
Probe im Vergleich zur Blindprobe mehr feststellbar (siche 9.1.1.7.4, Proben 16, 16
Blind, 17, 17 Blind).
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Diese widerspriichlichen Ergebnisse machten eine Wiederholung dieses Ligandenfi-
schens notwendig. In den nun folgenden Versuchen wurde die oben erwidhnte Zentrifu-
gation durch eine Filtration ersetzt, um auch hier zu einer klaren Extraktlosung zu ge-
langen. Von dieser Losung wurden wiederum unterschiedliche Mengen verwendet oder

Verdiinnungen hergestellt, um verschiedene Protein-Ligand-Verhéltnisse zu erhalten.
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Abb. 27: Konzentrationsverlauf einer Substanz aus dem Ligandenfischen mit
TGT aus einem methanolischen Trockenextrakt der Stingel von Sola-
num dulcamara L.

Obere Grafik: Ligandenfischen mit 800 pmol TGT und 5mg/ml Extrakt in TGT-Assay-
Puffer.

Untere Grafik: Ligandenfischen mit 800 pmol TGT und einer 1:1-Verdiinnung der Extrakt-
16sung mit TGT-Assay-Puffer.

Der jeweils betrachtete Peak lag bei einer Retentionszeit von etwa 29,2 min.

Sowohl bei Verwendung von 100 pl einer mit fiinf Milligramm des Extraktes hergestell-
ten Losung als auch unter Einsatz einer 1:1-Verdiinnung dieser Losung sowie jeweils
800 pmol TGT konnte eine Substanz gefischt werden. Dies ist aus den im Gegensatz zu

der Blindprobe ansteigenden Graphen erkennbar (Abb. 27). Das Fischen dieser Sub-



66 5 Ligandenfischen

stanz, deren Elektronenspektrum in Abb. 28 dargestellt ist, war schon im oben beschrie-
benen Versuch gelungen (Bedingungen siehe experimenteller Teil 9.1.1.7.4,

Methode 1).
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Abb. 28: UV-Spektrum der aus dem methanolischen Trockenextrakt aus den
Stingeln von Solanum dulcamara L. gefischten Verbindung

Das UV-Sprektrum wurde bei der kapillarchromatographischen Vermessung der Freisetzung
der Probe mit dem PDA-Detektor bei einer Auflosung von 1,2 nm und einer Zusammenset-
zung der mobilen Phase von 38 % Acetonitril - 62 % Wasser - 0,05 % TFA erhalten.

Aufgrund dieser ermutigenden Ergebnisse schien eine Fraktionierung des Extraktes zur
weiteren Charakterisierung der gefischten Substanzen sinnvoll. Dabei wurde eine
Hexan/Diethylether-, eine Chloroform/Ethanol-, eine Methanol-, eine in Wasser und
Methanol unldsliche und eine methanolisch-wéssrige Fraktion sowie ein mit Methanol
erhaltener Niederschlag gewonnen. Die sich daran anschlieBenden Ligandenfischver-
suche sollten die Zahl der aufzutrennenden Fraktionen einschridnken. Die Fraktionierung
des Trockenextraktes ist in Abschnitt 6.2 beschrieben. Genauere Erlduterungen dazu

finden sich im Abschnitt 9.4.2 des experimentellen Teils.

Die getrockneten Fraktionen wurden in TGT-Assay-Puffer, teilweise unter DMSO-
Zusatz, wieder gelost und noétigenfalls filtriert. Es wurden mehrere Ligandenfischver-
suche mit den Fraktionslosungen durchgefiihrt. Ein 10%iger DMSO-Zusatz wurde bei
unzureichender Loslichkeit der Fraktion im TGT-Assay-Puffer verwendet. Dies war

insbesondere bei der Hexan/Diethylether-Fraktion der Fall.

Die in der Hexan/Diethyletherfraktion angereicherten Substanzen zeigten keine Bin-
dungsaffinitit. Dagegen konnten aus der Chloroform/Ethanol-Fraktion zwei Substanzen

in geringen Mengen wiederholt gefischt werden (Abb. 29).
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Abb. 29: Konzentrationsverliufe fiir zwei verschiedene Substanzen wihrend des
Ligandenfischens aus der Chloroform/Ethanol-Fraktion des Dulcamara-
Trockenextraktes mit TGT mit dazugehorigen UV-Spektren

Obere Abbildung: Die betrachtete Verbindung wies eine Retentionszeit von etwa 19 min
sowie das nebenstehende UV-Spektrum auf. Aus dem Anstieg der Geraden der Blindprobe
nach der zweiten Waschung kann eine Filterbindung der Substanz abgeleitet werden. Der
Anstieg der Probengeraden im selben Abschnitt ist jedoch etwas stérker.

Untere Abbildung: Die betrachtete Substanz wies eine Retentionszeit von etwa 29,3 min

sowie das nebenstehende UV-Spektrum auf. Der Anstieg der Probengeraden nach der zwei-
ten Waschung ist zwar sehr gering, jedoch fallt im gleichen Abschnitt die Gerade der Blind-
probe merklich ab.

Die UV-Spektren wurden wihrend der kapillarchromatographischen Vermessung der Proben
mit einer Aufldsung von 1,2 nm bei einer Zusammensetzung der mobilen Phase von 27 %
Acetonitril - 73 % Wasser - 0,05 % TFA bzw. 38 % Acetonitril - 62 % Wasser - 0,05 % TFA
aufgenommen.

Diese Substanzen stimmten in ihren UV-Spektren und Retentionszeiten aber nicht mit

der aus dem Gesamtextrakt gefischten Substanz {liberein. Dies lie3 den Schluss zu, dass

bei der aus dem Gesamtextrakt gefischten Substanz ein synergistischer Effekt fiir die

Bindung an die TGT verantwortlich sein konnte. Mittels UV-Detektion war jedoch in

den Chromatogrammen aus den Ligandenfischversuchen mit dem Gesamtextrakt keine
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weitere gefischte Substanz aufgefallen. Es ist moglich, dass die mit der detektierten
Substanz gemeinsam wirkende Verbindung mit dem verwendeten PDA-Detektor nicht
erfasst werden kann. Moglicherweise wiirde in einem erneuten Ligandenfischversuch
mit einem zusétzlichen Detektionsverfahren, wie z.B. einem Massendetektor, diese
weitere Substanz identifiziert werden konnen. Durch Kombination der Fraktionen kdnn-
te auch mit dem fiir die Vermessung der Proben zu der vorliegenden Arbeit verwendeten
PDA-Detektor eine Eingrenzung der fiir eine chromatographische Auftrennung in Frage
kommenden Fraktionen vorgenommen werden. Die die synergistisch wirkenden Ver-
bindungen enthaltenden Fraktionen sind dann gefunden, wenn aus deren Kombination

die bereits aus dem Gesamtextrakt gefischte Verbindung erneut gefischt werden kann.

Ein erstes Ligandenfischen mit einer 1:1-Mischung der Hexan/Diethyletherfraktion mit
der Chloroform/Ethanolfraktion war dahingehend nicht erfolgreich. Dagegen konnte
wiederum eine der beiden Substanzen gefischt werden, die auch bei alleiniger Verwen-
dung der Chloroform/Ethanol-Fraktion eine Bindung an die TGT gezeigt hatte
(Abb. 30). Im Chromatogramm der Freisetzung der Probe zeigen mehrere Peaks eine
Flachenvergroferung im Vergleich zur zweiten Waschung. Bei dem Vergleich mit den
entsprechenden Chromatogrammen der Blindprobe fillt diese Zunahme ebenfalls auf.
Dabher ist bei diesen Verbindungen davon auszugehen, dass hier lediglich eine unspezifi-
sche Bindung vorlag. Bei dem mit dem Pfeil gekennzeichneten Substanzpeak ist jedoch
im Chromatogramm der Probenfreisetzung eine, wenn auch nur geringfiigige, Zunahme
zu beobachten, wahrend gleichzeitig in der Blindprobe deutlich eine Abnahme der

Peakfldache von der zweiten Waschung hin zur Freisetzung zu erkennen ist.
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Abb. 30: Chromatogramme der zweiten Waschung und der Freisetzung von
Probe und Blindprobe aus dem Ligandenfischen mit TGT aus einem
1:1-Gemisch der Hexan/Diethylether- und der Chloroform/Ethanol-
Fraktion

Der mit dem Pfeil gekennzeichte Peak représentiert die gefischte Substanz. Der Peak im
Chromatogramm der Probenfreisetzung ist geringfiigig grofer als der in der zweiten Wa-
schung. In der Blindprobe ist dagegen deutlich eine Abnahme der Peakfliche von der zwei-
ten Waschung hin zur Freisetzung zu sehen.

Abb. 31 verdeutlicht noch einmal, aufgrund der gegensdtzlichen Verldufe der Geraden
von Probe und Blindprobe, dass diese Substanz an die TGT gebunden hat. Jedoch wird
nur eine geringe Menge der Verbindung freigesetzt (geringer Ansieg der Probengeraden
nach der zweiten Waschung), was auf eine eher schwache Bindung hindeutet, da die

Substanz in der Inkubationslésung durchaus in groBeren Mengen vorhanden war.
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Abb. 31: Vergleich der Peakflichen von Probe und Blindprobe wihrend des Li-
gandenfischens des in Abb. 30 gekennzeichneten Peaks mit zugehorigem
UV-Spektrum

Zu beobachten ist ein gegensitzlicher Verlauf der Geraden von Probe und Blindprobe. Der
Anstieg der Probengeraden von der zweiten Waschung hin zur Freisetzung ist gering. Die
Gerade der Blindprobe dagegen fillt im gleichen Abschnitt deutlich ab.

Die zweite bereits in der Chloroform/Ethanol-Fraktion gefischte Verbindung lie sich in
den Chromatogrammen der Kombination nicht eindeutig identifizieren. Um eine Aussa-
ge zur Bindung dieser Substanz an die TGT treffen zu kénnen, wére eine Wiederholung

des Versuchs notwendig.

Der Grund dafiir, dass die Substanzen aus der Chloroform/Ethanol-Fraktion sowie aus
der Kombination dieser Fraktion mit der Hexan/Diethyletherfraktion, jedoch nicht aus
dem Gesamtextrakt gefischt wurden, konnte in der durch die Fraktionierung hervorgeru-
fenen Konzentrationserhohung dieser Verbindungen liegen (siche Abschnitt 6.2). Es ist
daher anzunehmen, dass diese Substanzen schwichere Bindungen mit der TGT einge-

hen, als die aus dem Gesamtextrakt gefischte Substanz.

In den anderen Fraktionen (Methanol- und methanolisch-wéssrige Fraktion sowie in

dem mit Methanol erhaltenen Niederschlag) konnte keine Substanz gefischt werden.
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5.2.3 Ligandenfischversuche mit TGT aus verschiedenen Pflanzenextrakten
ohne Feststellung einer Proteinbindung

Fiir die in Tab. 5 aufgefiihrten Extrakte konnte unter den im Abschnitt 9.1.1.7 angege-
benen Bedingungen keine Bindung einer Substanz aus dem jeweiligen Extrakt an die

TGT festgestellt werden.

Tab. 5: Ubersicht iiber die verwendeten Pflanzenextrakte

Stammpflanze Verwendete Droge Verwendeter Extrakt
Achillea millefolium L. Millefolii herba Trockenextrakt
(Auszugsmittel: Wasser)
Allium sativum L. Allii bolus Mazerat aus dem getrockneten
Zwiebelpulver
(Auszugsmittel: 50 %iger Ethanol)
Extrakte aus der frischen Zwiebel
(Auszugsmittel: 50 %iger Ethanol
bzw. Wasser)
Aspidosperma Quebracho cortex selektiver Methanolextrakt und
quebracho-blanco selektiver Dichlormethanextrakt
SCHLECHT. (jeweils analytischer Maf3stab
(siche Abschnitt 5.3.4))
Chelidonium majus L. Chelidonii herba Trockenextrakt
(Auszugsmittel: Methanol)
Crataegus monogyna Crataegi folium cum Trockenextrakt
JACQ. emend. flore (Auszugsmittel: Ethanol)
LINDM. bzw. Cratae-
gus laevigata (POIR.)
DC.
Papaver somniferum L. | Getrockneter Milchsaft Opiumtinktur
ssp. somniferum der angeschnittenen,
unreifen Friichte
Rauvolfia serpentina Rauwolfiae radix Selektiver Methanolextrakt
(L.) BENTHAM ex
KURZ
Urtica dioica L. bzw. Urticae folium Trockenextrakt
Urtica urens L. (Auszugsmittel: Wasser)
Vitex agnus-castus L. Agnus castus fructus Fertigarzneimittel: Castufemin

5.2.4 Ligandenfischen mit verschiedenen Einzelsubstanzen

Die aus dem methanolischen Trockenextrakt aus Passiflorae herba gefischte Substanz
konnte als Isovitexin-2’’-O-B-glucosid (1) identifiziert werden (sieche Kapitel 6). Diese
Verbindung stellt ebenso wie Vitexin (3) ein Apigeninderivat dar. Beim Vitexin (3) ist

im Gegensatz zum Isovitexin-2’’-O-B-glucosid (1) der Zucker C-glykosidisch an C-8
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gebunden, wihrend an C-6 lediglich ein Proton positioniert ist (Abschnitt 7.1.2, Tab. 8).
Apigenin (Abschnitt 4.2.3, Tab. 2) wurde als Einzelsubstanz fiir ein Ligandenfischen
herangezogen, um eine generelle Bindung von Flavonoiden an die TGT aufgrund des
Grundgeriistes auszuschlieBen. Wie aus Abb. 32 klar ersichtlich ist, konnte fiir Apigenin
mit dem Ligandenfischen keine Bindung an die TGT nachgewiesen werden. Aus dem
abfallenden Verlauf beider Geraden kann abgeleitet werden, dass Apigenin hier ledig-

lich vom Filter heruntergewaschen wurde.

Somit miissen die an dem gefischten Flavonid stehenden Substituenten des Apige-

ningrundgeriistes fiir die Bindung an die TGT ausschlaggebend sein.

1400000
1200000 .\
1000000 \\
800000 - —&— Apigenin mit TGT
—— Apigenin ohne TGT

AUC

600000 -
400000 -
200000 —=

0 T T
Filtrat 1. Waschung 2. Waschung Freisetzung

Abb. 32: Konzentrationsverlauf fiir Apigenin wihrend des Ligandenfischens mit
TGT

Zwar enthilt die Freisetzung der Probe mehr Apigenin als die der Blindprobe, doch zeigt sich
in beiden Proben ein abnehmender Verlauf. Dieser Verlauf ist auBerdem in der Probe mit
TGT von der zweiten Waschung hin zur Freisetzung starker abnehmend als in der Blindpro-
be.

Aufgrund der Ergebnisse wurde das substituierte Apigenin Vitexin, ein Hauptinhalts-
stoff von Passiflora-Arten, einem Ligandenfischen unterzogen. Mit diesem Versuch
sollten erste Hinweise auf eine mogliche Struktur-Wirkungsbeziehung erhalten werden.
Es sollte gepriift werden, ob die Position der Glykosylierung einen EinfluB auf die
Bindung der Substanz an die TGT hat. Da beim Ligandenfischen mit TGT unter den
gewihlten Testbedingungen keine Bindung von Vitexin an die TGT festgestellt werden
konnte, ist das Substitutionsmuster von erheblicher Bedeutung. Dieses negative Ergeb-
nis konnte mit einem radioaktiven Assay, der in Kapitel 7 besprochen wird, bestdtigt

werden.
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Die Monoterpen-Indolalkaloide Ajmalin, Yohimbin, Reserpin und Rescinnamin wurden
aus den bereits in Abschnitt 4.1.1 genannten Griinden zum Ligandenfischen herangezo-
gen (Abb. 33). Fiir alle vier Alkaloide konnten mit den im experimentellen Teil angege-

benen Bedingungen keine Beweise fiir eine Bindung an die TGT gefunden werden.
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Abb. 33: Alkaloide mit p-Carbolin-Struktur
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Neben einer anderen Positionierung der Protonen- und der Elektronenpaardonatoren
konnte ein Grund fiir die fehlende Affinitit in der GroBe der untersuchten Substanzen
im Vergleich zu den von R. Brenk [87] beschriebenen Inhibitoren der TGT liegen
(Abb. 34).

MeO
NH NH
N MeO N
H H
0] o]
Ki [uM] =9.8 Ki [uM] =2,7

Abb. 34: Inhibitoren der TGT (Strukturformeln und K;-Werte aus [87])

Mit Pegenon und seinem Desoxyderivat, Desoxypeganin, wurden Ligandenfischversu-
che durchgefiihrt, da Pegenon eine Chinazolin-4-on-Grundstruktur aufweist, die bereits

als Leitstruktur identifiziert worden ist (Abb. 35) [87].

O
N
H,N
N/ 6 NH
Desoxypeganin N)z\ NH,
S
O
N
—
N 2,6-Diamino-8-phenylsulfanylmethyl-3H-chinazolin-4-on
Pegenon Ki [uM] = 0,1
(Affinste Verbindung aus der Chinazolin-4-on-Reihe nach
Literatur [87])

Abb. 35: Chinazolin-4-one und ein Desoxyderivat

Bei der Aufstellung der Leitstruktur war allerdings festgestellt worden, dass eine Ami-
nogruppe an Position 6 des Grundgeriistes als essentiell fiir eine starke Bindung in der
Basensubstratbindetasche der TGT anzusehen ist. Somit ist es auch nicht verwunderlich,
dass die fiir die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Ligandenfischversuche mit Pegenon

und Desoxypeganin nicht erfolgreich verliefen.
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5.2.5 Ergebnisse im Hinblick auf eine Verbesserung der K;-Wert-Grenze

MaBgeblich fiir die Anwendbarkeit der Ultrafiltration zur Separation von gebundenem
und ungebundenem Ligand ist die Temperatur- und Zeitabhéngigkeit der Dissoziations-
rate des Protein-Ligand-Komplexes. Da der Verlust von gebundenem Ligand innerhalb
der ersten Halbwertzeit nahezu linear erfolgt, muss eine Trennung innerhalb von 0,15
Halbwertzeiten abgeschlossen sein, um maximal 10 % des gebundenen Liganden zu
verlieren [109]. Diese Separationszeit setzt sich aus der Filtrationszeit und der Zeit fiir

die Waschungen zur Entfernung von unspezifisch adsorbierten Substanzen zusammen.

Gleichzeitig tragt die wihrend des Versuchs abnehmende Aktivitidt des Proteins zur

Erh6éhung der Dissoziationsrate des Protein-Ligand-Komplexes bei.

Tab. 6 gibt den Zusammenhang zwischen Dissoziationskonstante und mdglicher Separa-

tionsdauer wieder.

Tab. 6: Zusammenhang zwischen Dissoziationskonstante Kp und der moglichen Sepa-
rationszeit (Kalkulation bei Assoziationsrate = 10°M's™)[109]

KD[II\;[] Mogliche Separationszeit (0,15 t;,)
107 1,2d
1o 29h
101 17 min
107 1,7 min
10 10s
107 0,1s
10 0,01 s

Die Anwendbarkeit der Ultrafiltration sollte sich damit auf Protein-Ligand-Komplexe
mit einer Dissoziationskonstante von maximal 5 nM beschrianken [114]. J. Lenz konnte
jedoch in ihrer Arbeit die Anwendbarkeit dieser Filtrationstechnik zur Separation von
gebundenen und ungebundenen Liganden fiir eine Dissoziationskonstante von 420 nM

nachweisen [10].

Fiir die aus dem methanolischen Extrakt aus Passiflorae herba gefischte Substanz konn-
te mit dem in Kapitel 7.1 beschriebenen Verfahren ein K;-Wert von 20 uM bestimmt
werden. Die hier experimentell ermittelte Nachweisbarkeit von Substanzen mit einem
Ki-Wert von 20 uM ist somit um den Faktor 4000 giinstiger als der in der Literatur
angegeben Wert (5 nM) [114] und um den Faktor 48 giinstiger als der von J. Lenz er-
mittelte Wert [10].
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In einer anderen Arbeitsgruppe gelang der Nachweis einer Ligandenbindung mit einem
Ki-Wert des Liganden von 600 uM. Die dazu durchgefiihrte Ultrafiltration erfolgte bis
zu einem Restvolumen von 40-60 ul, wodurch wihrend der Ultrafiltration eine Stérung
der Gleichgewichtsbedingungen vermieden werden sollte [115]. Allerdings kann auf-
grund fehlender Waschschritte eine unspezifische Bindung des Liganden an das Target
nicht ausgeschlossen werden. Bei neueren Untersuchungen mit Ultrafiltrationskammern
gelang per online-Kopplung mit einem HPLC-MS-Gerit die Bestimmung von Dissozia-

tionskonstanten von maximal 5 pM [116].

5.3 Ergebnisse der Ligandenfischversuche mit IGF-1-RTK

Im Folgenden sollen die unter Verwendung des Targets IGF-1-RTK mit verschiedenen
Pflanzenextrakten erzielten Ergebnisse des Ligandenfischens ndher erldutert werden.
Die Versuchsbedingungen fiir das Ligandenfischen mit diesem Target wurden bereits

durch E. Wichter optimiert [104].

In den folgenden fiinf Abschnitten werden zunéchst die Versuche beschrieben, bei
denen Substanzen aus dem jeweiligen Extrakt gefischt werden konnten. Die genauen
Bedingungen der jeweiligen Versuche sind im experimentellen Teil (Abschnitt 9.1.1.8)

aufgefiihrt.

5.3.1 Ligandenfischen aus Extrakten aus Liquiritiae radix

Sowohl das Ligandenfischen mit dem methanolischen Extrakt aus der Wurzel von Gly-
cyrrhiza glabra L. (Abb. 36 und Abb. 37) als auch unter gleichen Bedingungen durchge-
fiihrte Ligandenfischversuche mit dem Dichlormethanextrakt der Droge (Abb. 38 und

Abb. 39) verliefen erfolgreich. Es konnte jeweils eine Substanz gefischt werden.
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Abb. 36: Chromatogramme der Freisetzungen von Probe und Blindprobe des
Ligandenfischens mit IGF-1-RTK aus dem Methanolextrakt aus Liquiri-
tiae radix

Bei der mit einem Pfeil gekennzeichneten Substanz erkennt man deutlich den Flidchenunter-
schied zwischen Probe und Blindprobe.

Ifd_prob_nr_1506a 1488 (24.908) Sm (Mn, 10x5.00); Cm (1477:1501-(1476+1502))

100+ 754
%7
i 277
O T T e e e e e . M
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Abb. 37: UV-Spektrum der aus dem Methanolextrakt aus Liquiritiae radix ge-
fischten und in Abb. 36 gekennzeichneten Substanz

Abb. 38 zeigt Ausschnitte der Chromatogramme, die durch kapillarchromatographische
Vermessung der Proben aus dem Ligandenfischen mit dem Dichlormethanextrakt aus

der SiiBholzwurzel, Liquiritiae radix, erhalten wurden.
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Abb. 38: Chromatogramme von Probe und Blindprobe des Ligandenfischens mit
IGF-1-RTK aus dem Dichlormethanextrakt aus Liquiritiae radix

Mit einem Pfeil ist jeweils der Peak der gefischten Substanz gekennzeichnet. In den Chroma-
togrammen der zweiten Waschung der Probe und der Freisetzung der Blindprobe war die
Verbindung nicht mehr nachweisbar. Im Chromatogramm der Freisetzung der Probe kann
man deutlich die aus der Proteinbindung freigesetzte Verbindung erkennen, da im Vergleich
dazu der entsprechende Peak im Chromatogramm der Freisetzung der Blindprobe fehlt.

Beim Ligandenfischen wird stets der Anteil an freien, nicht an das Protein gebundenen
Substanzen gemessen. Daher muss, wie auch in Abb. 39 zusehen, bei der Bindung einer
Substanz an das Target die Konzentration im Filtrat der Probe entsprechend niedriger
sein als in der Blindprobe. Da die Konzentration dieser Substanz in der Freisetzungslo-
sung der Probe, nicht aber in der der Blindprobe wieder ansteigt, muss die Substanz an

IGF-1-RTK gebunden haben.

Abb. 39 zeigt den Konzentrationsverlauf fiir die in Abb. 38 markierte Verbindung wih-

rend des Ligandenfischens aus dem Dichlormethanextrakt aus Liquiritiae radix.
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Abb. 39: Graphische Darstellung des Konzentrationsverlaufes der gefischten und
in Abb. 38 gekennzeichneten Verbindung mit dazugehorigem UV-
Spektrum

Wihrend die Konzentration der Verbindung in der Blindprobe stetig abnimmt, steigt sie nach
Zugabe der Freisetzungslosung in der Probe an. Deutlich wird auch der Konzentrationsunter-
schied zwischen Probe und Blindprobe im Filtrat.

Im Anschluss an die durchgefiihrten und oben beschriebenen Experimente miisste eine
Extraktion von Liquiritiae radix mit Dichlormethan und Methanol in groBerem Malstab
erfolgen, um die gefischten Verbindungen in fiir eine Strukturaufkldrung ausreichenden

Mengen zu erhalten.

5.3.2 Ligandenfischen aus Extrakten aus Lichen islandicus

In einem ersten Ligandenfischversuch mit dem methanolischen Extrakt der Droge konn-
te bei mehreren Peaks in den Chromatogrammen der Freisetzung eine Zunahme der
Flache im Vergleich zur Blindprobe festgestellt werden (Abb. 40). Diese Substanzen
diirften also an IGF-1-RTK gebunden haben. Bei dem mit einem kurzen Pfeil markier-
ten Peak konnte in der Inkubationslosung kein entsprechender Peak mit gleichem UV-
Spektrum bei dieser Retentionszeit gefunden werden. Auch tritt dieser mit dem kurzen
Pfeil markierte Peak nur in der Freisetzung der Probe, dagegen nicht in der der Blind-
probe auf. Es ist moglich, dass diese Substanz nicht aus dem Extrakt stammt. Anderer-
seits kann diese Substanz bei der chromatographischen Vermessung der Inkubationslo-
sung auch mit einer anderen, nicht an IGF-1-RTK bindenden Substanz koeluiert worden
sein. In diesem Fall wire das UV-Spektrum in der Inkubationslosung eine Kombination

der UV-Spektren beider Substanzen. Nach Entfernung der nichtbindenden Substanz
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durch die Waschungen wihrend des Ligandenfischens, wére in der Freisetzung nur noch
die an IGF-1-RTK bindende Substanz im Chromatogramm zu sehen. Diese zeigt dann

folglich ein von der Kombination verschiedenes UV-Spektrum.
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Abb. 40: Abbildung der Chromatogramme der Freisetzungen von Probe und
Blindprobe des Ligandenfischens aus dem methanolischen Extrakt aus
Lichen islandicus mit IGF-1-RTK

Mit Pfeilen sind die Peaks markiert, die in der Freisetzung der Probe vorhanden sind, in der
Freisetzung der Blindprobe dagegen nicht.

Wihrend dieses erste Ligandenfischen mit dem methanolischen Extrakt erfolgreich
verlaufen ist, ergaben sich aus dem Ligandenfischen mit dem Dichlormethanextrakt
keine exakt auswertbaren Daten. Fiir beide Extrakte sollten gegebenenfalls Wiederho-
lungsmessungen durchgefiihrt werden, um die Ergebnisse der ersten Messungen zu
bestitigen bzw. um eine erste Aussage hinsichtlich an IGF-1-RTK bindender Substan-

zen machen zu konnen.

5.3.3 Ligandenfischen aus Extrakten aus Passiflorae herba

Mit dem methanolischen Extrakt der Droge wurde ein erstes Ligandenfischen durchge-
fiihrt. Nach kapillarchromatographischer Vermessung der Proben konnte bei mehreren
Peaks im Chromatogramm der Freisetzung eine Flichenzunahme im Vergleich zur
Blindprobe festgestellt werden. Auch hier werden noch Wiederholungsversuche von

Noten sein, um dieses Ergebnis zu bestitigen.
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Abb. 41: Abbildung der Chromatogramme der Freisetzungen der Probe und der
Blindprobe des Ligandenfischens aus einem methanolischen Extrakt aus
Passiflorae herba mit IGF-1-RTK

Mit Pfeilen markiert sind jeweils die Peaks, deren Fldche in der Probe im Vergleich zur
Blindprobe deutlich groBer sind.

5.3.4 Ligandenfischen aus selektiven Extrakten aus Quebracho cortex
Im Allgemeinen zeichnen sich die Inhaltsstoffe von pflanzlichen Drogen durch ein
hohes Mal} an Biodiversitit aus, die sich in einer enormen Vielfalt an unterschiedlichs-

ten Verbindungen dufert.

Fiir ein Screening der in der Rindendroge Quebracho cortex enthaltenen Substanzen
mittels der Methode des Ligandenfischens wurde zunéchst eine Vorfraktionierung hin-
sichtlich der Polaritdt der Inhaltsstoffe in analytischem Malstab vorgenommen. Dies
war vorteilhaft, da so die Anzahl der im Chromatogramm erscheinenden Peaks bei der
sich an das Ligandenfischen anschlieBenden, HPLC-analytischen Vermessung auf ein
iiberschaubares Mal3 reduziert werden konnte. Zur Herstellung der Extrakte wurden
Losungsmittel steigender Polaritdt (n-Hexan, Dichlormethan, Methanol, ein Methanol-
Wasser-Gemisch im Verhiltnis 1:1 sowie reines Wasser) eingesetzt. Genaue Angaben
zur Extraktion sind dem experimentellen Teil, Abschnitt 9.2.2.1 zu entnehmen. In Abb.
42 sind die Extraktausbeuten in Bezug auf das jeweils verwendete Losungsmittel, die
dazu bendtigte Losungsmittelmenge sowie die Ausbeute der Extraktion in Bezug auf die
Gesamtmenge an eingesetzter Droge dargestellt. Bei dieser Extraktion konnten mit

Methanol und dem 1:1-Gemisch aus Methanol und Wasser die grof3ten Extraktmengen
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erzielt werden. Die so erhaltenen fiinf verschiedenen Extrakte der Rindendroge wurden

dem Screening mittels Ligandenfischen zugefiihrt.

1400 3
1200 155
1000 +
\1\ |
800
\ + 1,5
600
+ 1
400 +
200 + 1 9%
0 f f f f -0
n - Hexan Dichlormethan Methanol Methanol / Wasser Wasser
[ Extraktmenge (mg)
N | 6sungsmittelverbrauch (ml)
—a#A— Anteil des Extraktes an Gesamtdroge (%)

Abb. 42: Selektive Extraktion von Quebracho cortex im analytischen Mal3stab

Die in Prozent angegebenen Werte beziehen sich auf den jeweiligen Massenanteil in Bezug
auf die eingesetzte Masse an Quebrachorinde.

Aus dem wissrigen Extrakt sowie aus dem Dichlormethanextrakt konnte keine Substanz
identifiziert werden, die an IGF-1-RTK bindet. Aus dem methanolischen sowie aus dem
methanolisch-wissrigen Extrakt konnte jeweils eine Substanz gefischt werden (Abb. 43
und Abb. 44). Da die jeweils gefischte Verbindung in den Chromatogrammen der Pro-
ben aus den Ligandenfischversuchen mit den beiden Extrakten dieselbe Retentionszeit
sowie dasselbe UV-Spektrum aufweist, handelt es sich sehr wahrscheinlich um dieselbe

Substanz.
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Abb. 43: Chromatogramme des Ligandenfischens aus dem selektiven Methanol-

extrakt (analytischer Maf}stab) aus Quebracho cortex mit IGF-1-RTK
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Abb. 44: Konzentrationsverlauf fiir die in Abb. 43 mit Pfeilen gekennzeichnete

Substanz wihrend des Ligandenfischens aus dem selektiven Methanol-
extrakt (analytischer Maf}stab) aus Quebracho cortex mit IGF-1-RTK

Dieses Ergebnis konnte durch mehrfache Wiederholungen der Versuche bestitigt wer-

den. Um diese Resultate weiter zu untermauern, wurden insgesamt etwa 50 mg des

Methanol-Extraktes analytisch chromatographiert und dabei in acht Fraktionen getrennt.

Die Auswaagen der getrockneten Fraktionen betrugen zwischen 0,02 und 0,17 mg. Fiir

die nun folgenden Ligandenfischversuche wurde jeweils die gesamte Menge der Frakti-

on eingesetzt.
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Abb. 45 zeigt die Chromatogramme der Inkubationslosungen der Fraktionen 4 — 7.
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Abb. 45: Chromatogramme der Inkubationslosungen des Ligandenfischens aus
den Fraktionen 4 — 7 des selektiven Methanolextraktes (analytischer
Malfstab) aus Quebracho cortex mit IGF-1-RTK

Obere Abbildung: Gesamtdarstellung der Chromatogramme. Die beiden ersten Peaks
kommen aufgrund der verwendeten Pufferlosung PL 03, die zum Ldsen der Fraktionen ver-
wendet wurde, zustande.

Untere Abbildung: VergroBerung eines Ausschnitts aus den Chromatogrammen.
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5.3.4.1 Ligandenfischen aus Fraktionen des selektiven Methanolextraktes aus
Quebracho cortex

Besonders interessant erschienen die Fraktionen 4 — 7, da die enthaltenen Substanzen in
einem Polarititsbereich der mobilen Phase liegen, in dem auch die aus dem Methanol-

oder methanolisch-wéssrigen Extrakt gefischte Verbindung eluiert wurde (Abb. 45).

Aus den Fraktionen 4 und 5 konnte jeweils ein Peak bei dhnlicher Retentionszeit und
identischem UV-Spektrum, im Vergleich mit der aus dem Methanolextrakt an IGF-1-
RTK bindenden Substanz, gefischt werden (Abb. 46 und Abb. 47).
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Abb. 46: Chromatogramme von Probe und Blindprobe des Ligandenfischens aus
Fraktion 5 mit IGF-1-RTK
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Abb. 47: Konzentrationsverlauf des in Abb. 46 gekennzeichneten Peaks wihrend
des Ligandenfischens mit IGF-1-RTK aus Fraktion 5



86 5 Ligandenfischen

1000000
900000
800000 -

700000 -

600000 -
5 500000 . —e— Fraktion 4 (mit IGF-1-RTK)

—m=— Fraktion 4 (ohne IGF-1-RTK)
400000 - /:
300000
200000 - v
100000

(o]

T T T
Filtrat 1. Waschung 2. Waschung Freisetzung

Abb. 48: Konzentrationsverlauf wiahrend des Ligandenfischens mit IGF-1-RTK
aus Fraktion 4

Ein Vergleich der Abbildungen Abb. 47 und Abb. 48 zeigt, dass die Ergebnisse des

Fischversuchs aus Fraktion 5 aussagekriftiger sind.
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Abb. 49: UV-Spektren der aus dem Methanolextrakt aus Quebracho cortex ge-
fischten Substanzen

Alle drei Peaks, aus denen die Spektren generiert wurden, besitzen dhnliche Retentionszeiten.
Obere Abbildung: A: UV-Spektrum der aus Fraktion 5 gefischten Substanz. B: UV-
Spektrum der aus Fraktion 4 gefischten Substanz. C: UV-Spektrum der aus dem selektiven
Methanolextrakt gefischten Substanz.

Untere Abbildung: durch Ubereinanderlegen der drei Spektren aus der oberen Abbildung
erhaltene Grafik.
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Die UV-Spektren der aus Fraktion 4 und 5 gefischten Verbindung sind identisch mit der
aus dem selektiven Methanol- und dem selektiven methanolisch-wéssrigen Extrakt

(analytischer Maf3stab) gefischten Substanz bei gleicher Retentionszeit (Abb. 49).

Beim Ligandenfischen aus der Fraktion 6 konnte eine weitere an IGF-1-RTK bindende
Substanz identifiziert werden. In Abb. 50 ist in der Freisetzungslosung der Probe eine
deutliche Flichenzunahme eines Peaks verglichen mit dem entsprechenden Peak der
Blindprobe zu sehen. Dieses wird in Abb. 51 nochmals durch den Anstieg der Proben-
geraden von der zweiten Waschung hin zur Freisetzung unterstrichen. Im Gegensatz
dazu ist im gleichen Abschnitt des Versuchs in der Blindprobe (ohne IGF-1-RTK) sogar
ein leichtes Abfallen des Graphen zu beobachten. Abb. 52 zeigt das zu der betrachteten
Verbindung gehorige UV-Spektrum.
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Abb. 50: Chromatogramme des Ligandenfischens mit IGF-1-RTK aus Fraktion 6
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Abb. 51: Konzentrationsverlauf der in Abb. 50 gekennzeichneten Substanz
wihrend des Ligandenfischens mit IGF-1-RTK aus Fraktion 6

Der Anstieg der Probengeraden ist fiir die betrachtete Substanz im letzten Geradenabschnitt
grofer als der der Blindprobengeraden im entsprechenden Abschnitt.
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Abb. 52: UV-Spektrum der mit IGF-1-RTK gefischten Verbindung aus Fraktion 6
des Methanolextraktes der Quebrachorinde

Der Grund, dass das Fischen dieser Substanz aus der Fraktion, nicht aber aus einem der
selektiven Extrakte gelang, liegt sicherlich in der durch die Fraktionierung hervorgeru-
fenen Anreicherung. Damit findet gegeniiber dem Protein im Vergleich zum Fischen aus
einem der Extrakte eine Konzentrationserhhung statt. Da die Bindung eines Liganden
dem Massenwirkungsgesetz folgt, konnen bei Konzentrationserhohung auch weniger
stark bindende Liganden gefischt werden. Ndhere Erlduterungen dazu wurden bereits im

Abschnitt 5.1.1 dargelegt.

An diesem Beispiel wird deutlich gezeigt, dass auch ein Ligandenfischen aus bereits

fraktionierten Extrakten sinnvoll sein und zu neuen Ergebnissen fiihren kann.

Aus Fraktion 7 konnte keine Substanz gefischt werden.
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5.3.5 Ligandenfischversuche mit IGF-1-RTK aus verschiedenen

Pflanzenextrakten ohne Feststellung einer Proteinbindung
Fiir die in Tab. 7 aufgefiihrten Extrakte konnte unter den im Abschnitt 9.1.1.8 angege-
benen Bedingungen keine Bindung einer Substanz aus dem jeweiligen Extrakt an die

IGF-1-RTK festgestellt werden. Bei den in eckigen Klammern aufgefiihrten Extrakten

kann erst nach Wiederholung des Versuches eine Aussage getroffen werden.

Tab. 7: Ubersicht iiber die verwendeten Pflanzenextrakte

Stammpflanze Verwendete Droge Verwendeter Extrakt
Centella asiatica (L.) Centellac asiaticae Dichlormethanextrakt
URBAN herba [Methanolextrakt]
Papaver somniferum L. | Getrockneter Milch- Opiumtinktur

ssp. somniferum

saft der angeschnitte-
nen, unreifen Friichte

Prunus afrikana
(HOOK. F.) KALKM.

Cortex

Selektiver Dichlormethanextrakt

Aspidosperma
quebracho-blanco
SCHLECHT.

Quebracho cortex

Selektiver Dichlormethanextrakt
Selektiver wissriger Extrakt
(jeweils analytischer Mal3stab
(siche Abschnitt 5.3.4))

Solanum dulcamara L.

Dulcamarae stipites

Trockenextrakt
(Auszugsmittel: 45 %iger Methanol)







91

6 Isolierung und Identifizierung der gefischten
Substanzen

In Kapitel 5 wurden unter anderem die positiv verlaufenen Ligandenfischversuche aus
Passiflorae herba mit TGT und Quebracho cortex mit IGF-1-RTK vorgestellt. Ziel der
weiteren Vorgehensweise war es, die in den Ligandenfischversuchen aus dem methano-
lischen Passiflorae herba-Extrakt gefundene, an die TGT bindende Substanz zu isolieren
und zu identifizieren. Ebenso sollten die an IGF-1-RTK bindenden Substanzen aus dem
methanolischen Quebracho cortex-Extrakt bzw. dessen Fraktionen isoliert und identifi-

ziert werden.

Die Isolierung und Identifizierung dieser und weiterer Substanzen aus den genannten

Extrakten wird in den folgenden Abschnitten dieses Kapitels beschrieben.

6.1 Bearbeitung des methanolisch-wissrigen Extraktes aus
Passiflorae herba

Um die aus dem Trockenextrakt gefischte Substanz in fiir eine Strukturaufkldrung aus-
reichender Menge und Reinheit zu erhalten, wurde der Extrakt in mehreren Stufen
mittels priparativer HPLC aufgetrennt. Dazu musste zundchst eine Optimierung der
Trennparameter in analytischem Malstab erfolgen, um den Losungsmittelverbrauch
gering zu halten. Die Trennung sollte auf einer RP-Phase bei niedrigem pH-Wert durch-
gefiihrt werden, da die Hauptinhaltsstoffe aus Passiflorae herba, Flavonoide und deren
Glykoside, phenolische OH-Gruppen und damit saure Eigenschaften besitzen. Der
Saurezusatz bewirkt eine Verschiebung des Dissoziationsgleichgewichtes von Substan-
zen mit sauren Eigenschaften zur undissoziierten Form der Verbindung. Zunéchst wurde

eine Trennung auf Nucleodur-Material ausgearbeitet (Abb. 53).
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Abb. 53: Chromatogramm der analytischen Trennung des methanolischen
Trockenextraktes aus Passiflorae herba auf Nucleodur-Material

Der Pfeil markiert die Fraktion, die isoliert werden soll.

Nach erfolgreichem Upscaling auf eine grolere Sdulendimension musste jedoch festge-
stellt werden, dass die verwendete priparative Trennsdule nur mit verhéltnismaBig
kleinen Probenmengen beladen werden konnte. Nach ersten Trennungen und anschlie-
Bender weiterer Aufreinigung von zwei der erhaltenen 15 Fraktionen wurde klar, dass
die erhaltenen Substanzmengen fiir eine Strukturaufkldrung nicht ausreichen. Aus die-
sem Grund wurde das Trennsystem auf Lichrospher 60 RP select B als stationédre Phase

umgestellt (Abb. 54).

-1 ——— .8 An

Abb. 54: Chromatogramm der analytischen Trennung des methanolischen
Trockenextraktes aus Passiflorae herba auf Lichrospher-Material

Der Pfeil markiert die Fraktion, die isoliert werden soll.
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Das Lichrospher-Material unterscheidet sich von dem zuvor verwendeten Nucleodur-
Material in Porengrofe, Korngrofle und Anteil an nicht derivatisierten Silanolgruppen.
Es ist im Vergleich zum Nucleodur-Material etwas polarer und grobkorniger, aber

engporiger.

Auf Grund der dadurch erreichten Verbesserung der Auflésung der Trennung konnte der
Extrakt praparativ nun in 15 statt vormals 12 Fraktionen getrennt werden (Abb. 55). Die
aus 60 identisch verlaufenen Trennungen erhaltenen Fraktionen wurden kapillar-
chromatographisch durch Vergleich mit den Chromatogrammen aus dem Liganden-
fischen auf Anwesenheit der aus dem Gesamtextrakt gefischten Substanz iiberpriift.

Dabei konnte Fraktion 12 als die relevante Fraktion identifiziert werden.
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Fraktion 11 | Fraktion 12 enthielt

Isovitexin-2’’-0O-B-

glucosid (1)

Fraktion 6 | Fraktion 7 \

¥ /\W/\ﬂ~~ N

e b A+ =

Abb. 55: Chromatogramm der priaparativen Trennung des methanolischen
Trockenextraktes aus Passiflorae herba auf Lichrospher-Material

Die Saule wurde dabei pro Trennung mit 250 mg Extrakt beladen.

Abb. 56 zeigt die Massenverteilung auf die 15 Fraktionen, die bei der prédparativen
Trennung des Trockenextraktes aus Passiflorae herba auf Lichrospher-Material gewon-

nen wurden.
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Abb. 56: Massenverteilung auf die Fraktionen der priparativen Trennung des
Trockenextraktes aus Passiflorae herba auf Lichrospher-Material

MengenméBig stellt Fraktion 1 die GroBte der Fraktionen dar. Um die unterschiedliche
Verteilung auf die anderen Fraktionen besser erkennen zu kénnen, wurde die VergroBerung
eines Ausschnitts der Darstellung mit abgebildet.

6.1.1 Isolierung der wirksamen Substanz aus Fraktion 12

Die zu isolierende Substanz stellte zwar die Hauptsubstanz der Fraktion 12 dar, jedoch
waren noch weitere Substanzen vorhanden, die mittels praparativer RP-HPLC abge-
trennt werden sollten. Nach Optimierung der dafiir notwendigen Parameter im analyti-
schen Maf3stab konnte die Substanz, die spéter als Isovitexin-2’’-O-p-glucosid (1) iden-
tifiziert wurde, in ausreichender Menge mit relativ hoher Reinheit isoliert werden. An-
schlieBend wurde nochmals eine RP-HPLC durchgefiihrt, um eine fiir die Strukturauf-
klarung hochreine Verbindung zu erhalten. Dabei diente eine Mischung aus Acetonitril
und Wasser als mobile Phase. Der Wechsel der mobilen Phase bei gleich bleibender
stationdrer Phase fiihrte zu einer Selektivititserhohung. Die Auswaage an Isovitexin-2’’-

O-B-glucosid (1) betrug nach Abziehen des Losungsmittels 19,9 mg.
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6.1.2  Isolierung weiterer Substanzen aus den Fraktionen 6, 7, 11 und 14
Neben der Isolierung der aus dem methanolischen Trockenextrakt aus Passiflorae herba
mit TGT gefischten Substanz sollten aus den durch priparative RP-HPLC gewonnenen

Fraktionen des Trockenextraktes weitere Substanzen isoliert werden.

Nachdem fiir Fraktion 6 ein geeignetes chromatographisches Trennsystem im analyti-
schen Malstab ermittelt worden war, wurde mit diesen Parametern eine priparative

Trennung mittels HPLC durchgefiihrt (Abb. 57).

=9 . \ . PR L N . e 290 . . T

270 nm -]

= Unterfraktion 14 = Isoschaftosid (5)

Abb. 57: Chromatogramm der priparativen Trennung von Fraktion 6 des
methanolischen Extraktes aus Passiflorae herba

Nach Umkristallisation der aus dieser praparativen Trennung gewonnenen Unterfraktion
14 der Fraktion 6 aus einem Methanol/Wasser-Gemisch konnten 18,56 mg einer Sub-

stanz erhalten werden, die spéter als Isoschaftosid (5) identifiziert wurde.

Auch Fraktion 7 wurde nach analytischer Optimierung aller Parameter einer HPLC-

Trennung in praparativem Mafstab unterzogen (Abb. 58).
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Abb. 58: Chromatogramm der priparativen Trennung der Fraktion 7 des metha-
nolischen Extraktes aus Passiflorae herba

Im Chromatogramm ist zusétzlich eine vergroBBerte Abbildung der Trennung angegeben.

Die erhaltene Unterfraktion 14 wurde, um die Substanz in moglichst hoher Reinheit zu
gewinnen, nach einer Umkristallisation nochmals einer préparativen Trennung unterzo-
gen. Die dabei als Unterfraktion 12 der Unterfraktion 14 erhaltene Substanz konnte mit
den gingigen Methoden zur Strukturaufkldrung (NMR-Spektroskopie und Mas-
senspektrometrie) und Vergleich mit Literaturdaten als Schaftosid (4) identifiziert wer-

den.

Die priparative Trennung von Fraktion 11 zur Isolierung der darin enthaltenen Haupt-
substanz war leider nicht ausreichend, wie eine HPLC-analytische Vermessung der
Hauptfraktion dieser Trennung zeigte (Abb. 59). Das Chromatogramm weist einen
groflen Peak bei 12 min und einen etwas kleineren bei 24 min auf. Beide Substanzen
unterscheiden sich somit deutlich in ihren Retentionszeiten. Daher sollten auch die
Loslichkeiten dieser beiden Verbindungen unterschiedlich sein. Dieses konnte zur Tren-

nung der beiden Substanzen mittels fraktionierender Kristallisation aus Metha-
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nol/Wasser ausgenutzt werden. Somit konnte Vitexin (3) als eine der beiden Substanzen
isoliert werden. Die Substanz wurde durch Vergleich der aus NMR-Messungen und
mittels Massenspektrometrie gewonnenen Daten mit Werten aus der Literatur identifi-

ziert.
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Abb. 59: Chromatogramm der analytischen Uberpriifung der Hauptfraktion aus
der priparativen Trennung von Fraktion 11

Nach Optimierung der Trennparameter im analytischen Maf3stab konnte durch préipara-
tive HPLC in der Unterfraktion 4 Isovitexin (2) als die Hauptsubstanz von Fraktion 14
der préparativen Trennung des Trockenextraktes aus Passiflorae herba isoliert und

identifiziert werden (Abb. 60).
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e

Abb. 60: Chromatogramm der priparativen Trennung der Fraktion 14 des me-
thanolischen Trockenextraktes aus Passiflorae herba

6.1.3  Strukturaufklirung der aus Passiflorae herba isolierten Substanzen

Alle aus Passiflorae herba isolierten Substanzen stellen Flavonoide des Apigenin-Typs
dar. Die in der Literatur aufgefiihrten '"H-NMR-Daten der Flavonoide sind liickenhaft.
Insbesondere ist die Interpretation der Spektren im Bereich der Zuckersignale schwierig.
Bisher wurde eine Identifizierung der Flavonoide durch NMR-Techniken iiber die Ver-
messung der Trimethylsilyletherderivate vorgenommen [117]. Durch die Entwicklung
hoherfeldiger NMR-Spektrometer konnen nun auch im Zucker-Bereich ohne vorherige
Derivatisierung besser aufgeloste 'H-Spektren erhalten werden. Die zusitzliche Ent-
wicklung zweidimensionaler NMR-Methoden macht es heute mdglich, eine direkte
Identifizierung von Flavonoiden vorzunehmen. Dies hat den Vorteil, dass die isolierten
Substanzen ohne Derivatisierung weiteren Messungen zur Verfiigung stehen. Fiir vier
der fiinf im Rahmen der vorliegenden Arbeit aus Passiflorae herba isolierten Flavonoide
konnten die in der Literatur vorhandenen Daten hinsichtlich der Interpretation der 'H-

NMR-Spektren erweitert werden.

6.1.3.1 Isovitexin-2’’-O-B-glucosid (1)
Von Isovitexin-2’’-O-B-glucosid sind keine Zuordnungen der einzelnen Protonen zu den
im '"H-Spektrum erhaltenen Signalen in der Literatur zu finden. Die Zuordnung der

Signale erfolgte in dieser Arbeit iiber das 'H-Spektrum und zweidimensionale NMR-
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Techniken (H-H-COSY, HMQC, HMBC). Abb. 61 zeigt die Strukturformel dieses

Flavonoids.

Abb. 61: Isovitexin-2’’-O-B-glucosid (1)

Das gesamte 'H-NMR-Spektrum der Verbindung ist in Abb. 62 zu sehen. Die Verwen-
dung von D,0O-freiem DMSO-D6 fiihrte zur Sichtbarkeit von OH-Gruppen-Signalen.
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Abb. 62: 1H-NMR-Spektrum von Isovitexin-2’’-0-B-glucosid (1) als Ubersicht
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Nach Variation der Temperatur konnte bei 50 °C dieses gut aufgeloste Spektrum erhal-
ten werden. Bei weiterer Temperaturerh6hung wurde mit 80 °C eine Temperatur nahe
der Koaleszenztemperatur erreicht, wodurch es zu einer Verbreiterung der Signale bei

gleichzeitig schlechterer Auflosung kam (Spektrum nicht abgebildet).

Das sehr tieffeldig liegende Signal bei 13,60 ppm wurde dem Proton der OH-Gruppe an
C-5 zugeordnet, da es aufgrund einer Wasserstoffbriickenbindung mit der Carbon-
ylgruppe an C-4 sehr stark entschirmt ist. Die Signale bei 10,60 ppm und 10,24 ppm

sind den Protonen der phenolischen OH-Gruppen an C-7 und C-4’ zuzuordnen.

Die beiden Dubletts bei 7,9 ppm und bei 6,93 ppm mit Kopplungskonstanten von 8,7
bzw. 8,9 Hz gehdren einem AA’BB’-System an. Dieses entsteht durch den an C-2 ge-
bundenen, parasubstituierten Phenylring. Das Integral jedes dieser beiden Dubletts
entspricht zwei Protonen. Aufgrund der aus dem HMQC abgelesenen Kopplungen kann
das Signal bei 7,9 ppm den Protonen an C-2’ und C-6’, das bei 6,93 ppm denen an C-3’
und C-5’ zugeordnet werden (Abb. 63).
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|| 2 C-3'-H; |
. || ceH . ' .
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Abb. 63: Ausschnitt aus dem in Abb. 62 gezeigten 'H-NMR-Spektrum

Da fiir die Protonen an C-3 und C-8 keine koppelnden Protonen an benachbarten
Kohlenstoffatomen existieren, miissen sie als Singuletts erscheinen. Durch die Kopp-
lungen im HMQC- und im HMBC-Spektrum konnte das Singulett bei 6,72 ppm dem
Proton an C-3, das bei 6,48 ppm dem an C-8 zugeordnet werden (Abb. 63).
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Das sehr breite Signal bei 5,34 ppm ist zwei nicht ndher bestimmbaren OH-Gruppen des

Zuckerrestes zuzuordnen (Abb. 62).

C-1"-H C-6"’-Hb;
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Abb. 64: Ausschnitt aus dem in Abb. 62 gezeigten 1H-NMR—Spektrum

Mit einer Kopplungskonstante von 9,85 Hz spaltet das Proton an C-2’” das Signal des
Protons am anomeren Kohlenstoffatom (C-1") bei 4,68 ppm in ein Dublett auf. Da die
Kopplungskonstante vom Diederwinkel abhéngig ist, miissen die Protonen an C-1"" und

C-2”’ axial-axial zueinander stehen.

Das nicht aufgespaltene Signal bei 4,41 ppm konnte aus den Kopplungen in den zwei-

dimensionalen NMR-Spektren dem Proton an C-2’” zugeordnet werden.

Ein weiteres, jedoch nicht vollstindig aufgespaltenes Dublett erscheint bei 4,19 ppm
und entspricht dem Proton am anomeren Kohlenstoffatom des zweiten Zuckers (C-1""").
Die Kopplungskonstante kann hier mit 7,55 Hz angegeben werden. Wéhrend alle ande-
ren Signale im 'H-Spektrum von Isovitexin-2’-O-B-glucosid (1) bei 50 °C eine bessere
Aufspaltung zeigen, konnte fiir dieses Signal bei 35 °C eine deutlichere Aufspaltung

erzielt werden. Die Kopplungskonstante wurde dort mit 9,85 Hz bestimmt.

Das Dublett bei 3,69 ppm ist einem der beiden Protonen am Kohlenstoffatom der gluko-
sidischen CH,OH-Gruppe (C-6’-Ha) zuzuordnen. Die Aufspaltung entsteht durch die
Kopplung mit dem Proton an C-5"".
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Das Integral fiir das Multiplett bei 3,43 ppm entspricht zwei Protonen. Uber hetero- und
homonukleare Kopplungen konnte dieses Signal je einem der beiden Protonen an C-6’

und C-6""" zugeordnet werden (Abb. 64).

Abb. 65 zeigt den Ausschnitt zwischen 3,3 und 2,6 ppm des in Abb. 62 dargestellten 'H-

Spektrums von Isovitexin-2’’-O-B-glucosid (1).
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Abb. 65: Ausschnitt aus dem in Abb. 62 gezeigten 'H-NMR-Spektrum

Ein Multiplett zeigt sich bei 3,19 ppm mit einem Integral, das drei Protonen entspricht.
Aufgrund der Kopplungen in HMQC-, HMBC- und H-H-COSY-Experimenten konnten
diesem Signal das Proton an C-4"’, das Proton an C-5"" und eines der Protonen an C-6""’

zugeordnet werden.

Das Integral fiir das Signal bei 3,06 ppm entspricht zwei Protonen. Diesem Signal kon-
nen die Protonen an C-3"" und C-4""" zugeordnet werden. Es erscheint als Triplett mit

Kopplungskonstanten von 8,70 Hz und 8,95 Hz.

Das Proton an C-3”"" wird durch das Triplett bei 2,99 ppm représentiert. Die Aufspal-
tung mit Kopplungskonstanten von 9,15 Hz und 9,4 Hz resultiert aus der Kopplung mit
den Nachbarprotonen an C-2’"” und C-4"".

Das Triplett bei 2,87 ppm konnte dem Proton an C-2°” zugeordnet werden. Die Auf-
spaltung entsteht durch die Nachbarprotonen an C-1""" und C-3""".
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Das breite Signal bei 2,66 ppm entspricht dem Proton an C-5""". Die Aufspaltung durch
das Proton an C-4’"’ kann nur in Anséatzen erkannt werden. Berechnet man dennoch eine

Kopplungskonstante, so hat sie eine Grof3e von 9,6 Hz (Abb. 65).

Alle Kopplungskonstanten der Zuckerprotonen sind groBer als 7 Hz. Daraus folgend
miissen alle Protonen jeweils axial-axial zueinander stehen. Deshalb kann der an C-6
des Apigeningrundgeriistes gebundene Zucker als B-D-Glukose und der an C-2°° der
Glukose gebundene Zucker ebenfalls als B-D-Glukose charakterisiert werden. Das aus
zwei 1,2-O-verkniipften B-D-Glukosemolekiilen bestehende Disaccharid wird auch als

Sophorose bezeichnet.

Durch Zugabe eines Tropfens D,O konnte die Zuordnung hinsichtlich der OH-Gruppen
bestitigt werden. Diese erscheinen dann, infolge des Austausches von H gegen D, nicht

mehr im 'H-Spektrum.

Die Angaben in der Literatur [118] [119] [120] beziiglich der Zuordnung der Kohlen-
stoffatome im *C-NMR-Spektrum fiir Isovitexin-2’-O-B-glucosid (1) sind unterschied-
lich. Durch A. Proliac und J. Raynaud [120] ist im Gegensatz zu den anderen beiden
Quellen ein vollstindig aufgelostes *C-Spektrum fiir Isovitexin-2’’-O-B-glucosid (1)
beschrieben worden. Jedoch weichen Zuordnung und Verschiebung stark von den durch
H. Geiger und K. R. Markham [118] sowie durch B. Zerihun et al. [119] gemachten

Angaben und den hier erhaltenen Daten ab.

Durch die Vermessung der Substanz in DMSO-D6 bei 80 °C und die Verwendung eines
500 MHz-NMR-Spektrometers konnte ein vollstindig aufgelstes *C-NMR-Spektrum
erhalten werden (Abb. 66). Die Zuordnung der Kohlenstoffatome erfolgte iiber die
Angaben in der Literatur sowie iiber HMQC- und HMBC-Spektren. Entgegen der Zu-
ordnung durch H. Geiger und K. R. Markham [118] muss das Signal fiir C-7 aufgrund
einer starkeren Entschirmung durch die direkte Bindung einer phenolischen OH-Gruppe
tieffeldiger als das fiir C-2 liegen. Die an C-5 gebundene OH-Gruppe bildet mit der an
C-4 gebundenen Carbonylgruppe eine Wasserstoffbriicke. Deshalb ist C-5 stdrker ent-
schirmt. Das Signal dieses Kohlenstoffatoms muss daher tieffeldiger liegen, als das von
C-4’. Aus den zweidimensionalen Spektren konnen die Kohlenstoffatome an C-5"" und

C-2>’ entgegen der Literatur in umgekehrter Reihenfolge zugeordnet werden.
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6.1.3.2 Isovitexin (2)
Die von M. Krauze-Baranowska und W. Cisowski [121] gemachten Angaben beziiglich
der Verschiebungen der Kohlenstoffatomsignale von Isovitexin (2) (Abb. 67) im "*C-

NMR-Spektrum stimmen sehr gut mit den hier gemessenen Verschiebungen iiberein.

Abb. 67: Isovitexin (2)

Fiir die Zuordnung der Signale des 1H—Spek‘[rums konnten in den Quellen [121] [122]
nur die Verschiebungen und Kopplungen fiir die Protonen des Aglykons und des Pro-

tons am anomeren Kohlenstoffatom gefunden werden.

Die Protonen an C-3 und an C-8 miissen aufgrund nicht vorhandener Nachbarprotonen
als Singuletts erscheinen. Die Verschiebungen aus dem 'H-Spektrum sowie die Kopp-
lungen aus dem HMBC-Spektrum fiir diese beiden Protonen wurden mit denen aus den
Quellen [121] [122] verglichen. Aufgrund der Kopplungen im HMQC-Spektrum kann
eine eindeutige Zuordnung der Protonen erfolgen. Demnach entspricht das Singulett bei
6,76 ppm dem Proton an C-3 und das bei 6,50 ppm dem an C-8. Folglich miissen die
Angaben dieser beiden Verdffentlichungen korrigiert werden. Demgegeniiber nehmen
K. R. Markham und H. Geiger in einer fritheren Veroffentlichung [117] die Zuordnung
dieser Signale richtig vor. Jedoch kann die Ansicht dieser beiden Autoren iiber die
Zuordnung der Zuckerprotonen nicht vollstindig geteilt werden. Zudem sind fiir die
Protonen an C-6"" keine Kopplungskonstanten angegeben. Fiir diese Protonen kann
aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit angefertigten Spektren eine Kopplungskonstante
angegeben werden. Beide Protonen spalten mit einer Kopplungskonstante von 11,45 Hz

auf. Das hoherfeldige dieser Protonen zeigt aufgrund der geminalen Kopplung zusitz-
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lich eine Aufspaltung von 5,3 Hz. In Abb. 68 ist das Protonenspektrum von Isovitexin

(2) dargestellt.
. C-3-H
C-3’-H, C-8-H
C-5-OH
= C-5-H
- C-2’-H,
2] C-6’-H Zucker
7 .
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Abb. 68: '"H-NMR-Spektrum von Isovitexin (2)
| C-6"-Ha
C-6"’-Hb
g C-17-H |:
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Abb. 69: Bereich der Zuckersignale des 1H-NMR-Spektrum von Isovitexin (2)

Die VergroBerung zeigt die Protonen an C-6"’.

Abb. 69 zeigt in einem Ausschnitt des 'H-NMR-Spektrums die Zuckersignale von

Isovitexin (2).
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Die Zugabe eines Tropfens D,0O provozierte den Austausch von Protonen gegen Deute-

rium und bestétigte die Zuordnung der OH-Protonen.

Ein Vergleich mit dem auf Seite 477 in ,,The Flavonoids — Advances in Research since
1986 [117] abgebildeten 'H-NMR-Spektrum zeigt fiir das hier gemessene 'H-Spektrum

eine wesentlich bessere Auflosung der genannten Signale.

6.1.3.3 Vitexin (3)
Das Vorhandensein von Vitexin (3) (Abb. 70) in Passiflorae herba ist ebenso wie das

der anderen im Rahmen der Versuche zu dieser Arbeit isolierten Flavonoide bekannt.

OH HO

Abb. 70: Vitexin (3)

Ein Vergleich der Messwerte aus 'H-, "C-NMR und Massenspektrometrie mit den

Daten aus Literatur [123] erbrachte eine sehr genaue Ubereinstimmung.

Als Erginzung zu den dort gemachten Angaben konnte das Signal bei 4,57 ppm im 'H-
Spektrum aufgrund der Aufspaltung zu einem Triplett der OH-Gruppe an C-6"" zuge-
ordnet werden (Abb. 71 A).

Die Aufspaltung kommt durch die ebenfalls an C-6’" gebundenen Protonen zustande.
Dass es sich bei diesem Signal tatsdchlich um eine OH-Gruppe handelt, konnte durch
erneute Messung der Probe unter Zusatz eines Tropfens DO bestétigt werden. Durch
diesen Zusatz erfolgt ein Austausch der Protonen gegen Deuterium, so dass im Proto-
nenspektrum das entsprechende Signal verschwindet. Der Austausch findet bevorzugt
und schnell an den OH-Gruppen statt, da hier das Proton aufgrund der hohen Elektrone-

gativitdt des Sauerstoffs weniger fest gebunden ist.
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Abb. 71: 1H-NMR-Signale aus dem Protonenspektrum von Vitexin (3)

Abbildung A: Signal des Protons an C-1"’(sowie einer OH-Gruppe) und das der OH-Gruppe
an C-6"".
Abbildung B: Signal eines der beiden Protonen an C-6".

Weiterhin konnte das Signal eines der beiden Protonen an C-6’" bei 3,52 ppm in seiner
Aufspaltung ndher charakterisiert werden. Das Kopplungsmuster entsteht durch Auf-
spaltung dieses Protonensignals durch das an Position C-5"" gebundene Proton zu einem
Dublett. Dieses Dublett wird dann durch das magnetisch nicht dquivalente geminale
Proton an C-6" in ein Dublett eines Dubletts aufgespalten. Jede der entstandenen vier
Linien wird dann durch die ebenfalls an C-6’" gebundene OH-Gruppe in wiederum zwei
Linien aufgespalten. Aufgrund der Uberlagerung einiger Linien entsteht dann das in

Abb. 71 B gezeigte Kopplungsmuster.

Auch fiir das an Position C-4’’ befindliche Proton konnte ein gut aufgespaltenes Signal
bei 3,36 ppm erhalten werden (Abb. 72). Hier spaltet eines der beiden chemisch nicht
dquivalenten Nachbarprotonen an C-5’" bzw. C-3”’ das Signal zunéchst in ein Duplett
auf. Die Linien werden dann durch das zweite Proton an C-5"" weiter zu einem Dublett
vom Dublett aufgespalten. Letztendlich wird durch das Proton der OH-Gruppe an C-4"’
jede dieser vier Linien nochmals in je ein Dublett aufgespalten. Leider ist ein Teil des

Kopplungsmusters durch ein Signal von Wasser tiberdeckt.
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Abb. 72: Signal des Protons an C-4’’ aus dem 1H-NMR-Spektrum von Vitexin (3)

6.1.3.4 Schaftosid (4)

Die Zuordnung der Signale aus dem 'H- und dem "*-C-NMR-Spektrum von Schaftosid
(4) (Abb. 73) erfolgte durch Vergleich mit Literaturangaben. Die Angaben aus den
verschiedenen Quellen zeigten Differenzen fiir die darin aufgefiihrten Verschiebungen

der Kohlenstoffatome.

Die Verschiebungen der Signale im Bereich des Aglykons des erhaltenen *C-NMR-
Spektrums stimmten mit denen aus Literatur [124] sehr gut iiberein. Eine weniger gute
Ubereinstimmung dieser Signale trat dagegen im Vergleich zu Literatur [125] auf. Im
Bereich der Zuckersignale waren die Abweichungen der erhaltenen Messwerte zu [125]
geringer als zu den von Osterdahl [124] erhaltenen Werten. Die in Literatur [126] ge-
machten Angaben betreffen vor allem die Signale der Kohlenstoffatome der beiden

Zucker, die mit den gemessenen Werten nahezu iibereinstimmen.
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Abb. 73: Schaftosid (4)

Das ebenfalls in Deutero-Dimethylsulfoxid aufgenommene 'H-Spektrum stimmte mit

den Literaturwerten iiberein [126] [128].

6.1.3.5 Isoschaftosid (5)
Die neuesten NMR-Daten fiir Isoschaftosid (5) konnten in Literatur [126] gefunden
werden. Die darin gemachten Angaben zu den Verschiebungen der Signale im "*C-

Spektrum stimmen mit den gemessenen Werten {iberein.

Jedoch sind groBe Abweichungen der Verschiebungen der Protonensignale aus dem 'H-
NMR-Spektrum im Vergleich zur oben genannten Quelle zu verzeichnen. Die Recher-
che in ilterer Literatur nach vollstindigen 'H-NMR-Daten fiir diese Verbindung blieb
erfolglos. Darin sind lediglich Angaben zu Verschiebungen der Protonensignale des
Apigeningrundkorpers sowie des Protons an den anomeren Kohlenstoffatomen der

Zucker enthalten [126] [127] [128].

Aufgrund eigener NMR-Messungen war das komplette 'H-Spektrum von Vitexin (3)
bekannt. Vitexin (3) (Abb. 70) ist strukturell dem Isoschaftosid (5) (Abb. 74) sehr &hn-
lich.
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OH HO
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Abb. 74: Isoschaftosid (5)

Die Verbindungen unterscheiden sich nur an der C-6-Position, an der im Vitexin statt
des Zuckers lediglich ein Proton gebunden ist. Damit unterliegt die in beiden Substan-
zen an C-8 gebundene Glukose in beiden Fillen derselben chemischen Umgebung.
Somit sollten auch in den unter gleichen Bedingungen gemessenen 'H-NMR-Spektren
der beiden Verbindungen die Verschiebungen der Protonensignale gleich sein und das

gleiche Kopplungsmuster aufweisen.
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Abb. 75: Darstellung des 1H-NMR-Spektrums von Isoschaftosid (5)
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Uber einen Vergleich der beiden Spektren konnte diese These bestitigt werden (Abb. 75
und Abb. 76 zeigen das Protonenspektrum von Isoschaftosid (5); Abb. 77 das von Vite-
xin (3)).
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Abb. 76: Ausschnitt des Bereichs der Zuckersignale aus dem in Abb. 75 gezeigten
"H-NMR-Spektrum
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Abb. 77: Ausschnitt des Zuckersignalbereichs aus dem '"H-NMR-Spektrum von
Vitexin (3)

Die verbliebenen Signale im 'H-Spektrum von Isoschaftosid sind somit der a-L-

Arabinose zuzuordnen. Die Zuordnung der Signale konnte durch Aufnahme eines
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HMQC-Spektrums bestdtigt werden. Die eindeutige Identifizierung der Zucker erfolgte
iiber die Kopplungskonstanten, wobei eine Kopplungskonstante von °J = 7 — 12 Hz fiir
eine axial-axiale Anordnung der Protonen zueinander und eine Kopplungskonstante von
3] = 2 — 5 Hz fiir eine axial-equatoriale oder equatoriale-equatoriale Anordnung steht.
Die bisher bekannten Verschiebungen der Protonen im 'H-NMR-Spektrum miissen
demnach korrigiert werden. Zusitzlich konnten durch die erhaltenen Spektren die Daten
um die Angabe von Kopplungskonstanten erweitert werden (siche Substanzverzeichnis,

Abschnitt 9.5.5).

6.2 Bearbeitung des Trockenextraktes aus Solanum dulcamara L.

Unter Riithren wurden im Ultraschallbad 20 g des Trockenextraktes (siche Abschnitt 9.3)
mehrfach mit Wasser ausgezogen. Die nach Zentrifugation vereinigten, klaren, hell-
braunen Uberstéinde wurden wiederholt mit einem 1:1-Gemisch aus Hexan und Diethyl-
ether ausgeschiittelt. Die organische Phase farbte sich dabei griin. Nachdem die organi-
sche Phase abgetrennt war, wurde der pH-Wert der verbliebenen wéssrigen Phase mit
Kaliumcarbonat auf 9,5 eingestellt. Die nun basische Wasserphase wurde erneut einer
mehrfachen Ausschiittelung unterzogen. Als organische Komponente diente hierbei eine
2:1-Mischung aus Chloroform und Ethanol. Bei Kontakt der wéssrigen mit der organi-
schen Phase entstand eine Triibung, die jedoch mit steigender Anzahl vollzogener Aus-
schiittelungsvorgéinge geringer wurde. Die organische Phase farbte sich gelb. Die Aus-
schiittelung wurde so oft vorgenommen, bis die organische Phase nur noch eine leichte

Gelbfarbung annahm.

Da die Pflanze zu den alkaloidhaltigen Drogen zéhlt [100], wurden sowohl die nach
dieser Ausschiittelung verbliebene wéssrige, als auch die chloroformhaltige Phase mit
Dragendorff-Reagenz auf die Anwesenheit von Alkaloiden iiberpriift. Beide Phasen
erbrachten ein positives Ergebnis. Deshalb sollte die wissrige Phase weiter in einen
Dragendorff-positiven und einen Dragendorff-negativen Anteil fraktioniert werden.
Dazu wurde die wiéssrige Phase mehrfach mit Methanol versetzt. Es entstand ein Nie-
derschlag, der abfiltriert und anschlieBend wieder in Wasser gelost wurde. Die verblie-
bene wissrige Phase zeigte im Gegensatz zum Niederschlag keine positive Dragendorff-

Reaktion mehr.



114 6 Isolierung und Identifizierung der gefischten Substanzen

Der anfangs in Wasser unlosliche Anteil des Trockenextraktes wurde wiederholt mit
Methanol ausgezogen. Nach Abzentrifugieren der folglich in Methanol und Wasser
unldslichen Bestandteile des Extraktes wurde der braungriine Uberstand dekantiert.
Dieser Uberstand wird im Folgenden als Methanol-16slicher Anteil bezeichnet. Abb. 78

gibt einen Uberblick iiber die oben beschriebene Fraktionierung.

Methanolischer
Trockenextrakt aus den Stangeln von Solanum dulcamara L:

[Wasser-léslicher Anteil] [Wasser-unli’)slicher Anteil ]

[ Methanol-1&slicher Anteil ] [Methanol-unlc‘islicher Anteil]

| 1
[Hexaeriethylether-lfjslicher Anteil} HexanfDlelflyI?the.r-unlésllcher Aoeed]
= wissrige Phase

[ Chloroform/Ethanol-1aslicher Anteil ] ‘ChlorofonwEthanol-unl('jslicher Anteil ‘

= wissrige Phase

[ Methanolisch-wissrige Phase ] [Niederschlag mit Methanol]

Abb. 78: Fraktionierung des Trockenextraktes aus Solanum dulcamara L.

Die Hexan-Diethylether-Phase, die Chloroform-Ethanol-Phase, der Methanol-16sliche
Anteil, der sowohl in Wasser als auch in Methanol unlésliche Anteil des Extraktes, der
mit Methanol erhaltene und in Wasser 16sliche Niederschlag sowie die verbliebene
methanolisch-wéssrige Phase wurden bis zur vollstindigen Trockne eingeengt und

gewogen (Abb. 79).
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Wasser und Hexan-Diethylether Chloroform- Methanol-
Methanol unléslich 1% Ethanol Ausfallung
1% 11% 239%,

Wasserloslich Methanol-Auszug
61% 3%

Abb. 79: Prozentuale Anteile der aus dem Solanum dulcamara L.-Trockenextrakt
gewonnenen Fraktionen

Die so gewonnenen Fraktionen des Trockenextraktes aus Solanum dulcamara L. wurden
in TGT-Assay-Puffer (sieche Abschnitt 9.1.1.2, PL 02), teilweise wegen schlechter Los-
lichkeit unter Anwendung von DMSO, gelost und dem Ligandenfischen unterworfen
(5.2.2.3, Bedingungen siehe Abschnitt 9.1.1.7.4, Methode 2). Insbesondere die He-
xan/Diethyletherfraktion sowie die Chloroform/Ethanolfraktion erschienen viel verspre-
chend, da hier durch die Fraktionierung Anreicherungen von Substanzen im Bereich der
Retentionszeit der bereits aus dem Gesamtextrakt gefischten Substanz vorlagen. Diese
Substanzen wiesen das gleiche UV-Spektrum auf, das auch die gesuchte Substanz aus
dem Gesamtextrakt vorwies, wie vergleichende Betrachtungen der kapillar-HPLC-

analytischen Chromatogramme zeigten (Abb. 80 und Abb. 81).

Eine weitere Auftrennung der gewonnenen Fraktionen wurde nicht vorgenommen.
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Abb. 80: Vergleich der Fraktionen aus dem Dulcamara-Trockenextrakt

Abgebildet sind die Inkubationslésungen aus den Ligandenfischversuchen.

Obere Abbildung: Darstellung der Chromatogramme in gleicher Vergréferung.

Untere Abbildung: Darstellung der Chromatogramme in jeweils groftmdglicher Darstel-
lung.
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Abb. 81: Chromatogramme von zwei Dulcamarafraktionen

Abgebildet sind die Chromatogramme der Inkubationslosungen des Ligandenfischens
(5.2.2.3). Die mit Pfeilen markierten Peaks entsprechen Substanzen mit dem gleichen UV-
Spektrum, wie die bereits aus dem Gesamtextrakt gefischte Substanz im relevanten Retenti-
onszeitenbereich.

6.3 Herstellung selektiver Extrakte aus Quebracho cortex im
priparativen Maflstab

Mit dem Ligandenfischen konnte eine Bindung von Substanzen aus dem in analyti-
schem MaBstab hergestellten methanolischen und dem methanolisch-wissrigen Extrakt
an das Target IGF-1-RTK festgestellt werden (siche Abschnitt 5.3.4). Deshalb sollte das
im Abschnitt 5.3.4 beschriebene Verfahren der selektiven Extraktion in einem fiir den
priaparativen Maflstab modifizierten Aufbau angewendet werden, um die wirksamen

Substanzen in fiir eine Strukturaufkldrung ausreichenden Mengen isolieren zu kdnnen.

Dazu wurde die geschnittene Rinde mit Hilfe einer handelsiiblichen Kaffeemiihle auf
feinster Stufe gemahlen und anschlieend in Portionen von je ca. 500 Gramm in je ca.
1,5 Litern n-Hexan unter Eiskiihlung mit einem Ultra-Turrax weiter zerkleinert. Der
Zerkleinerungsgrad wurde mikroskopisch tiberpriift. Die erhaltene Suspension wurde

dann in ein beidseitig mit Stahlfritten verschlossenes Stahlchromatographierohr gefiillt.
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Die anschlieend durchgefiihrte Durchflussextraktion erfolgte unter Zuhilfenahme einer
HPLC-Pumpe mit Losungsmitteln steigender Polaritdt. Mit n-Hexan, Dichlormethan,
Methanol, einem 1:1 Methanol-Wasser-Gemisch und schliefSlich Wasser wurde in dieser
Reihenfolge jeweils erschopfend extrahiert und die so gewonnenen Extrakte bis zur
Trockne eingeengt (genaue Angaben zur Extraktion befinden sich im experimentellen

Teil in Abschnitt 9.2.2.2).

Dieses preisgiinstige und schnelle Verfahren zur Gewinnung von groBeren Extraktmen-
gen wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr. R. Matusch entwickelt und mehrfach erfolg-
reich angewendet [101] [102] [103]. Die Kosten der Extraktion mit diesem Verfahren
werden vor allem durch den niedrigen Losungsmittelverbrauch gering gehalten, da bei
dieser Durchflussextraktion das bereits abgezogene LoOsungsmittel wiederverwendet
werden kann. Durch Anwendung dieses duBerst schonenden Extraktionsverfahrens
konnte eine Belastung der Inhaltsstoffe durch Temperaturerhohung sowie durch direkte
Licht- und Sauerstoffeinwirkung weitestgehend vermieden werden. Die somit in grof3e-
rem Mafstab gewonnenen und durch die selektive Extraktion nach Polaritét vorsortier-
ten Inhaltsstoffe erlaubten nun eine schnelle chromatographische Isolierung der im

Bindungsassay (Ligandenfischen) wirksamen Substanzen.

Abb. 82 zeigt die in Bezug auf die jeweils eingesetzte Losungsmittelmenge erhaltenen
Extraktmengen, die mit der selektiven Extraktion der Quebrachorinde im préiparativen

Mafstab erhalten wurden.

Ein Vergleich der Abb. 42 (Abschnitt 5.3.4, Seite 82) und Abb. 82 zeigt, dass die im
analytischen Maflstab durchgefiihrte Extraktion nicht erschopfend war. Dies fiihrte zu
der in den Grafiken erkennbaren Verschiebung der Ausbeuten mit den Extraktions-
mitteln Dichlormethan und Methanol. Fiir die selektive Extraktion im priparativen
Malfistab musste die dazu benotigte Menge an Rindendroge neu beschafft werden. Der
damit in dieser frischeren Droge hohere Wassergehalt kann zur Verschiebung des In-

haltstoffspektrums der selektiven Extrakte beigetragen haben.
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Abb. 82: Selektive Extraktion aus Quebracho cortex im priparativen Malistab

Die in Prozent angegebenen Werte beziehen sich auf den jeweiligen Massenanteil in Bezug
auf die eingesetzte Masse an Quebrachorinde.

6.4 Bearbeitung der selektiven Extrakte aus Quebracho cortex

Wie schon im vorangegangenen Abschnitt festgestellt, trat bei der Herstellung der selek-
tiven Extrakte im préparativen MaBstab im Vergleich zu den in analytischem Maf3stab
hergestellten Extrakten aus der Quebrachorinde eine Verschiebung der Ausbeuten auf.
Mit dem préparativen Verfahren konnte eine groBere Menge an selektivem Dichlor-
methanextrakt erhalten werden. Mit dieser Verschiebung der Ausbeuten ging auch eine
Verschiebung des Inhaltstoffspektrums einher, wie Abb. 83 zeigt. Dies zeigte sich bei
Vermessung jeweils gleicher Mengen an Extrakt. Dadurch konnte direkt auf die Kon-
zentrationsverhéltnisse der Substanzen in dem jeweiligen selektiven Extrakt riickge-

schlossen werden.
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Abb. 83: Chromatogramme der selektiven Extrakte aus Quebracho cortex

Zur Vermessung diente jeweils 1 mg des Extraktes. Die Aufnahme der Chromatogramme
erfolgte unter den Bedingungen, die auch bei der Vermessung der Proben aus dem Liganden-
fischen angewendet wurden. Eine besonders starke Anreicherung von Substanzen im Bereich
der Retentionszeiten der aus dem Methanolextrakt des analytischen Ansatzes mit IGF-1-RTK
gefischten Verbindungen ist hier im Gegensatz zur in analytischem Maf3stab durchgefiihrten
Extraktgewinnung beim Dichlormethanextrakt zu erkennen.

Durch die kapillarchromatographische Vermessung der Extrakte aus dem préparativen
Malstab zeigte sich, dass die gefischten und zu isolierenden Substanzen im selektiven
Dichlormethanextrakt zu finden waren (Abb. 84). Die Griinde dafiir wurden im voran-
gegangenen Abschnitt erldutert. Die Identifizierung der relevanten Substanzen erfolgte
durch Vergleich der Retentionszeiten der Peaks sowie der UV-Spektren der Substanzen
(Abb. 85) mit denen, die aus den Ligandenfischversuchen erhalten worden waren (Ab-

schnitt 5.3.4).
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Abb. 84: VergroBierter Ausschnitt aus dem in Abb. 83 dargestellten Chroma-

togramm des selektiven Dichlormethanextraktes

Mit Pfeilen sind die Peaks gekennzeichnet, die in Retentionszeit und UV-Spektrum den aus
dem selektiven Methanolextrakt des analytischen Ansatzes mit IGF-1-RTK gefischten Sub-
stanzen entsprechen.
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Abb. 85: UV-Spektren der in Abb. 84 gekennzeichneten Peaks

Die UV-Spektren dieser beiden Peaks sind identisch mit denen der aus dem selektiven
Methanolextrakt (analytischer MaB3stab) mit IGF-1-RTK gefischten Verbindungen (sieche
Abb. 49 und Abb. 52).

Aufgrund dieser Messergebnisse mussten nun aus dem selektiven Dichlormethanextrakt
die im Ligandenfischen an IGF-1-RTK wirksamen Substanzen isoliert werden. Dabei

sollten verschiedene Trennverfahren angewendet werden, da eine Kombination unter-
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schiedlicher Trennmethoden, wie selektive Extraktion, Normal- und Umkehrphasen-
chromatographie, Niederschlagsbildungen und Ausschiittelungen, die Anzahl an Frak-

tionierungsschritten und damit den zeitlichen Aufwand reduziert.

Die folgenden Abschnitte beschéftigen sich mit der gezielten Fraktionierung des selek-
tiven Dichlormethanextraktes aus Quebrachorinde hinsichtlich der Isolierung der ge-

fischten Substanzen.

6.4.1 Extrographische Fraktionierung des selektiven Dichlormethanextraktes

Das Verfahren der Extrographie wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr. R. Matusch in
Anlehnung an ein von . Halasz entwickeltes Verfahren zur Fraktionierung von Erdol-
destillationsriickstdnden [129] [130] fiir die Naturstoffanalytik weiterentwickelt und
schon viele Jahre erfolgreich angewendet. Es dient auch hier der priparativen Gruppen-
trennung komplexer Stoffgemische mit breiter Polaritdtsskala. Der Vorteil der Methode
gegeniiber vergleichbaren Verfahren besteht in der Moglichkeit, in kurzer Zeit grof3e
Probenmengen bei gleichzeitig wesentlich geringerem Ldésungsmittelverbrauch trennen

zu konnen.

6.4.1.1 Analytische Entwicklung einer Normalphasen-Gradientenextrographie

Aufgrund der recht hohen Lipophilie des zu trennenden selektiven Dichlor-
methanextraktes sollte zunédchst eine Chromatographie auf Normalphase durchgefiihrt
werden. Eine Trennung auf Reversed-Phase-Material erfordert eine gewisse Wasserlds-
lichkeit der Probe und kam daher nicht in Frage (vgl. priparative Trennung des metha-
nolischen Extraktes aus Passiflorac herba, 6.1). Die Normalphasenchromatographie
erlaubt auBBerdem den Einsatz von leicht verdamptbaren organischen Losungsmitteln,
was im priparativen Mallstab einen bedeutenden Vorteil darstellt. Fiir die chroma-
tographische Trennung des selektiven Dichlormethanextraktes aus Quebracho cortex auf

Normalphase wurde das Verfahren der Extrographie angewendet.

Bei der Extrographie handelt es sich um ein Sdulenchromatographieverfahren, bei dem
die zu trennenden Substanzen erst nach und nach das chromatographische Trennbett
erreichen. Dies wird dadurch realisiert, dass die Probe — in diesem Fall der selektive
Dichlormethanextrakt — nicht wie bei der klassischen Saulenchromatographie in geldster

Form auf das chromatographische Trennbett aufgebracht wird. Der Extrakt wird viel-
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mehr zunéchst auf ein geeignetes Sorbens aufgezogen und dann in trockener Form der

eigentlichen Chromatographie zugefiihrt.

Zur Beladung des Sorbens mit dem Extrakt wird dieser zundchst in einem geeigneten
Losungsmittel gelost. Zu der klaren Extraktldsung wird dann die fiinffache Menge (des
eingesetzten Extrakttrockengewichtes) an Sorbens gegeben und dieser Ansatz einer
Ultraschallbehandlung unterzogen. Als Sorbens dient hierbei ein grobkorniges Kiesel-
gel. Anschlieend wird, bei guter Durchmischung, das Losungsmittel am Rotationsver-

dampfer langsam entfernt, bis ein trockenes, rieselfdhiges Material zuriickbleibt.

Kieselgelpartikel polareSubstanzen
Pare weniger polare Substanzen
Silanelgruppen apolare Substanzen
B' loH [ Diffusionsraum

60 A

Abb. 86: Schematische Darstellung der Vorsortierung von Substanzen abhiingig
von ihrer Polaritiat beim Aufziehen eines Extraktes auf Kieselgel

Die OH-Gruppen stellen die Kieselgeloberfliache in der Pore dar, an die sich die polarsten
Verbindungen aus dem Extrakt adsorptiv anlagern. Zur Porenmitte hin werden die angelager-
ten Substanzschichten immer apolarer. Ein verbleibender Porenhohlraum ist entscheidend fiir
das Eindringen der Elutionsmittel.

Dabei kommt es an der Innenwandung der Kieselgelporen zu einer Vorsortierung der
Probenmolekiile. Das aufgrund der Silanolgruppen an der Oberfldche polare Sorbens
adsorbiert zunéchst die polarsten Molekiile aus der Probe. An dieser neu entstandenen

Oberfldche etwas geringerer Polaritdt werden nun die weniger polaren Probenmolekiile
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adsorbiert, die ihrerseits wiederum noch weniger polare Substanzen aus der Probe ad-
sorbieren. Der verbleibende Diffusionsraum einer Kieselgelpore grenzt somit an die
unpolarsten Bestandteile des Extraktes (Abb. 86). Das Kieselgel mit dem aufgezogenen
Extrakt wird nun in die Trennsdule vor das chromatographische Trennbett gepackt,
welches aus feinem Kieselgel besteht. Durch die Vorsortierung der Probenmolekiile
beginnt man nun die chromatographische Gradiententrennung sinnvollerweise mit
einem lipophilen Eluenten. Dabei werden zunéchst nur die lipophilen Substanzen von
der Oberflache geldst und in dem sich anschlieBenden chromatographischen Trennbett
aufgetrennt. Im Verlauf des Gradienten werden durch allméhliche Steigerung der Polari-
tit des Eluenten nach und nach auch stirker polarere Probenmolekiile von der Kieselgel-
oberflache abgelost und der Chromatographie zur Verfiigung gestellt. Durch diese Vor-
gehensweise ist es moglich, groBe Probenmengen in einem Extrographiedurchgang
trennen zu konnen, ohne die stationidre Phase zu {iberladen, da die Probenmolekiile nicht
auf einmal, sondern aufeinander folgend in Gruppen steigender Polaritit ins Trennbett

gelangen.

Der selektive Dichlormethanextrakt wurde zum Aufziehen auf Kieselgel in Dichlor-
methan geldst. Das ausgewihlte Kieselgel hatte einen mittleren Porendurchmesser von
60 A (Merck Si 60, 63 — 200 um). Das fiir die Extrographie als stationdre Phase ver-
wendete Kieselgel besall einen wesentlich kleineren Partikeldurchmesser bei gleichem
Porendurchmesser (Macherey & Nagel Kieselgel 60, 15 — 25 um). Die Sdule wurde
trocken gepackt. Durch zusitzliches Anpressen des Materials konnte ein dichtes und

homogenes Trennbett erhalten werden.

Fiir eine selektive Abtrennung der Substanzen voneinander ist ein geeigneter Losungs-
mittelgradient essentielle Voraussetzung. Das Verfahren wurde dahingehend fiir den
selektiven Dichlormethanextrakt aus Quebracho cortex mit Extraktmengen von bis zu
600 mg im analytischen Maf3stab optimiert. Der Losungsmittel-, Sorbentien- und Ex-
traktverbrauch kann dabei gering gehalten werden. Aufgrund der Lipophilie des Extrak-
tes war flir den Beginn des Gradienten ein unpolares Losungsmittel erforderlich. Hierbei
fand n-Hexan Verwendung. Als nichst polarere Komponente wurde langsam Diethyl-
ether zugemischt. Da es sich bei Quebracho cortex um eine Alkaloiddroge handelt,
wurde jedem Eluenten ein Anteil von 0,1 % Diethylamin (DEA) zugesetzt, um eine

Protonierung dieser basischen Komponenten des Extraktes wihrend der Trennung zu
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verhindern. Daraus resultierte eine Erhohung der Peakschérfe und damit auch der Auf-
16sung. Diethylether sollte wegen der dhnlichen Polarititsindizes anstelle von Dichlor-
methan und aufgrund seines basischen Charakters die Bedingungen hinsichtlich eines
optimalen pH-Wertes fiir die Trennung unterstiitzen. Aulerdem wiirde Dichlormethan
aufgrund seines ausgeprigten Dipolcharakters mit dem freien Elektronenpaar des
Diethylamins in Wechselwirkung treten und somit die bendtigte Basizitdt des Amins
herabsetzen. Dies ist dagegen beim Diethylether nicht der Fall, jedoch sind bei dessen
Verwendung im priparativen Mal3stab besondere MaBnahmen beziiglich der Sicherheit
zu treffen. Langsames Zumischen des polaren Methanols provozierte die Elution der im
Extrakt enthaltenen gefischten Verbindungen. Der Gradient wurde gerade in diesem
Abschnitt der Trennung (zwischen 250 und 700 Minuten) durch mehrere Versuche
optimiert (Abb. 87).

254 en

284 nm

-.3 === 2 AU

T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900  (min

Abb. 87: Chromatogramm der optimierten Extrographie in analytischem Mal3-
stab

Abgebildet ist dieselbe Trennung bei zwei verschiedenen Wellenlédngen.
Obere Abbildung: A =254 nm.
Untere Abbildung: A =284 nm.

Zur Uberpriifung der Trennung wurden wihrend der analytischen Extrographieversuche

Fraktionen im 10-Minuten-Rhythmus gesammelt, das Losungsmittel abgezogen, die
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Fraktionen in mobiler Phase wieder geldst und kapillarchromatographisch auf Vorhan-
densein der relevanten Peaks iiberpriift. Durch den im Verlauf der Trennung auf 100 %
steigenden Methanolanteil im Eluenten und schlieBlich mit der Verwendung von Wasser
zum Ende der Trennung konnten auch sehr stark an das Kieselgel adsorbierte Ver-

bindungen eluiert werden.

Wihrend in der Reversed-Phase-Chromatographie meist Gradienten mit linearer Veran-
derung der Eluentenzusammensetzung angewandt werden, hat sich bei der Normalpha-
senchromatographie ein konkaver, nicht-linearer Gradient bewihrt. Dabei wird der
starkere Eluent am Anfang nur langsam zugemischt, so dass die im Anfangsbereich der
Saule unter relativ unpolaren Bedingungen eben gerade getrennten Substanzen nicht vor
Verlassen des Trennbettes durch eine nachfolgend zu polare mobile Phase wieder zu

einer Fraktion zusammengeschoben werden.

6.4.1.2 Préaparative Durchfiihrung der Gradientenextrographie
Das Upscaling der analytischen Extrographie in den prédparativen Malstab erforderte
eine Anpassung der Sdulendimension und der Flussrate des Eluenten bei ansonsten

gleichen, im analytischen Maf3stab optimierten Parametern.

Als Sdule diente eine mit Kieselgel und aufgezogenem Extrakt befiillte Edelstahlkartu-
sche (Merck Prepbar 40 x 10 cm). Die Fiillung wurde mit Hilfe eines Presswerkzeuges,
einer Ansaugvorrichtung und eines variablen Sidulenkopfes verdichtet. Da sich die Pro-
benzone am unteren Ende der Sdule befand, wurden die Eluenten von unten nach oben
durch das Trennbett gepumpt, wodurch gleichzeitig Lufteinschliisse vermieden werden.
Die Flussrate wurde entsprechend der Saulendimension auf 100 ml/min angepasst. Die
Fraktionen der praparativen Extrographie wurden bis zur Trockne eingeengt und gewo-

gen (Abb. 88).

Aufgrund der Verwendung von solch grolen Mengen an Diethylether, wie sie hier
benotigt wurden, war wegen der auftretenden Reibung und dem niedrigen Flammpunkt
des Ethers aus Sicherheitsgriinden eine Erdung aller verwendeten Geridtschaften aus
Metall (wie Vorratsbehéltnisse, Pumpenkopfe, Kapillaren und Chromatographiesiule)

zwingend notwendig.
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Abb. 88: Darstellung der Massenverteilung des selektiven Dichlormethanextraktes
auf die einzelnen Fraktionen nach der priparativen Extrographie

Die obere Abbildung zeigt einen vergrofierten Ausschnitt aus der unteren Abbildung, um die
Unterschiede in der Massenverteilung zwischen den Fraktionen 1 — 34 deutlich zu machen.

Die Grafiken zeigen, dass sich die Hauptmasse des Extraktes immer noch auf wenige
Fraktionen konzentriert (vor allem auf die Fraktionen 36 und 37). Jedoch konnte durch
die Extrographie mit nur einem Trennschritt eine sehr genaue Auftrennung des die
gefischten Verbindungen enthaltenen Anteils des Extraktes erzielt werden. Die relevan-
ten Fraktionen wurden dabei in einer flir eine Nachtrennung und Strukturaufkldrung der
gefischten Substanz ausreichenden Menge erhalten. Zudem wiesen diese Fraktionen

beziiglich der zu isolierenden Verbindung bereits eine hohe Reinheit auf.

6.4.2  Analytik der erhaltenen Extrographiefraktionen
Die Fraktionen 12 — 18 und 33 — 35 konnten durch Vergleich ihrer Kapillarchroma-

togramme mit den Chromatogrammen aus den Fischversuchen als diejenigen identifi-
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ziert werden, die die an IGF-1-RTK bindenden Substanzen enthielten (Abb. 89 und
Abb. 90). Die Fraktionen 14 — 16 sowie 34 zeichneten sich schon zu diesem Zeitpunkt
durch eine hohe Reinheit beziiglich dieser Substanzen aus. In den Fraktionen 14 — 16
kristallisierte die spdter als Aspidospermin (6) identifizierte Substanz schon beim Ab-

ziehen des Losungsmittels aus.
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Abb. 89: Chromatogramme der Extrographiefraktionen 12 — 18

Die Chromatogramme wurden unter denselben Bedingungen wie die Proben aus dem Ligan-
denfischen mit IGF-1-RTK vermessen. Die mit Pfeilen markierten Peaks besitzen die gleiche
Retentionszeit und dasselbe UV-Spektrum wie eine der mit IGF-1-RTK gefischten Verbin-
dungen. Die Fraktionen 14, 15 und 16 zeichnen sich beziiglich dieser Verbindung als beson-
ders rein aus und werden deshalb zur weiteren Bearbeitung herangezogen.
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Abb. 90: Chromatogramme der Extrographiefraktionen 33 — 35

Die Chromatogramme wurden unter denselben Bedingungen wie die Proben aus dem Ligan-
denfischen mit IGF-1-RTK erstellt. Die mit Pfeilen markierten Peaks besitzen die gleiche
Retentionszeit und dasselbe UV-Spektrum wie eine der mit IGF-1-RTK gefischten Verbin-
dungen. Die Fraktion 34 zeichnet sich beziiglich dieser Verbindung als besonders rein aus
und wurde deshalb zur weiteren Bearbeitung herangezogen.

Bei Betrachtung der Kapillarchromatogramme aller weiteren Fraktionen der
extrographischen Trennung zeigte sich, dass auch bei anderen Fraktionen eine starke
Anreicherung einer Substanz erzielt werden konnte. Durch nur einen Trennschritt konn-
ten demnach mehrere Fraktionen mit besonderer Reinheit im Bezug auf die jeweilige

Hauptkomponente gewonnen werden.

6.4.3  Isolierung der durch Ligandenfischen gefundenen Substanzen aus den
Extrographiefraktionen

Da die Fraktionen 14 — 16 beziiglich der aus dem selektiven Methanolextrakt (analyti-
scher Mallstab) gefischten Substanz eine hohe Reinheit aufwiesen, wurden sie vereinigt

und zusammen einer weitergehenden Aufreinigung unterzogen.

Von den drei Fraktionen 33, 34 und 35 weist Fraktion 34 die hochste Reinheit beziiglich
der zu isolierenden Verbindung auf. Daher wurde nur diese Fraktion in weiteren Schrit-

ten bearbeitet.
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6.4.3.1 Bearbeitung der Fraktionen 14 — 16

Bei Losungsversuchen der vereinigten Fraktionen konnte eine vollstdndige Loslichkeit
der Probe in Dichlormethan, aber nur eine unvollstindige in Acetonitril beobachtet
werden. Deshalb wurde die gesamte Probe der Fraktionen 14 — 16 in einer geringen
Menge Acetonitril gelost. Dabei bildete sich ein dunkelbrauner Uberstand iiber in Ace-
tonitril nicht 16slichen Bestandteilen. Der nach Filtration erhaltene Riickstand war von
beiger Farbe. Dieser wurde mit Dichlormethan von der Filteroberflache gespiilt und das
Losungsmittel anschlieBend am Rotavapor entfernt. Dabei bildeten sich Kristalle der
gleichen Form, wie sie schon nach der Extrographie in den Fraktionen 14 — 16 beobach-
tet werden konnten. Dem Filtrat wurde ebenfalls das Losungsmittel entzogen. Riick-
stand und Filtrat wurden in mobiler Phase geldst und kapillarchromatographisch ver-
messen. Dabei zeigte sich, dass der Riickstand fast keine Verunreinigungen mehr ent-
hielt. Der Peak, der der Hauptsubstanz entsprach, konnte im Filtrat ebenfalls identifiziert
werden. Jedoch ist hier vor allem eine Anreicherung der in den Fraktionen 14 — 16 in

geringen Mengen enthaltenen Substanzen zu erkennen (Abb. 91).
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Abb. 91: Chromatogramme des Filtrats und des Riickstandes der Fraktionen
14 — 16 der priparativen Extrographie

Die Proben wurden kapillarchromatographisch auf ihre Reinheit iiberpriift. Das Chroma-
togramm des Filtrates zeigt, dass die interessierende Substanz nicht vollstdndig abgetrennt
werden konnte (mit Pfeil gekennzeichneter Peak).

Die erste Trennung, die die unterschiedlichen Loslichkeiten von Haupt- und Nebensub-

stanzen ausgenutzt hatte, war also unvollstindig. Ein gewisser Anteil der Hauptsub-
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stanz, die spiter als Aspidospermin (6) (Abb. 92) identifiziert wurde, ist folglich auch in
Acetonitril 16slich. Um eine hohe Ausbeute des in diesen Fraktionen enthaltenen Aspi-
dospermins (6) zu erhalten, wurde das vom Losungsmittel befreite Filtrat erneut mit
Acetonitril versetzt und der entstandene Riickstand abfiltriert. Dieser Vorgang wurde
insgesamt viermal wiederholt, bis auch nach Stehenlassen iiber zehn Stunden keine
nennenswerten in Acetonitril unldslichen Bestandteile mehr zu sehen waren. Die Riick-

stinde wurden vereinigt und gewogen.

Abb. 92: Aspidospermin (6)
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Abb. 93: UV-Spektrum von Aspidospermin (6) aus dem in Acetonitril unloslichen
Riickstand der Fraktionen 14 - 16

Das UV-Spektrum der Substanz wurde im Rahmen der kapillarchromatographischen Ver-
messung von Filtrat und Riickstand (sieche Abb. 91) bei einer FleiBmittelzusammensetzung
von Acetonitril-Wasser-TFA = 39,5:60,5:0,05 erhalten.

Das Aussehen der erhaltenen Aspidosperminprobe liel noch eine geringfiigige Menge
an Verunreinigungen vermuten, die eventuell spéter bei der Strukturaufklidrung storen
konnten. Deshalb wurde die Probe einer fraktionierenden Kristallisation aus Acetonitril

und Dichlormethan {iber zehn Tage unterzogen. Das gegeniiber dem Acetonitril auf-
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grund seines geringeren Dampfdruckes und Siedepunktes sehr leicht fliichtige Dichlor-
methan verdampfte in dieser Zeit sehr langsam. Das in Acetonitril nur schwer 16sliche
Aspidospermin (6) fiel langsam in dem MaB in hellbeigen Nadeln aus, in dem der Anteil
an Dichlormethan in der Losung abnahm. Die Nadeln wurden durch Filtration abge-
trennt, getrocknet und gewogen. Anhand dieser Kristalle konnte die Identitét der Sub-
stanz durch "H-NMR, "“C-NMR, '"H-'H-COSY, HMQC, HMBC, MS, einschlieBlich
hochauflosender MS und Schmelzpunktbestimmung im Vergleich mit Literaturwerten
als Aspidospermin (6) bestimmt werden [131]. Die Ausbeute an hochreinem Aspi-
dospermin (6) betrug 64 mg. Dies entspricht, bezogen auf die Menge an fiir die

Extrographie eingesetzten selektiven Dichlormethanextrakt, 0,4 %.

6.4.3.2 Bearbeitung der Fraktion 34

Mit den Erfahrungen aus der Aufreinigung der Fraktionen 14 — 16 iiber unterschiedliche
Loslichkeiten wurde auch hier versucht, ein dhnliches Vorgehen anzuwenden. Auch bei
Fraktion 34 konnte mit Dichlormethan eine vollstdndige Losung aller Bestandteile der
Fraktion erreicht werden. Mit Acetonitril jedoch ging nur ein Teil der Fraktion als dun-
kelbrauner Uberstand in Lésung. Der verbliebene beige Riickstand wurde abfiltriert und
in Dichlormethan wieder aufgenommen. Sowohl Filtrat als auch Riickstand wurden vom
jeweiligen Losungsmittel befreit. Das Filtrat wurde erneut mit Acetonitril versetzt und
der Riickstand wiederum abfiltriert. Die Riickstinde wurden vereinigt und ebenso wie
das Filtrat gewogen und anschlieBend chromatographiert. Durch Abtrennung von etwa
90 mg Riickstand aus der Fraktion konnte der Anteil an Begleitsubstanzen wesentlich
verringert werden. Die zu isolierende Hauptsubstanz konnte im Riickstand kapillar-
chromatographisch nicht mehr nachgewiesen werden. Im Chromatogramm des Filtrates
waren jedoch neben der Hauptsubstanz noch mehrere Peaks zu erkennen. Da das Filtrat
aber, im Gegensatz zu der Gesamtfraktion, eine gewisse Wasserloslichkeit aufwies, kam

als nachfolgender Trennschritt eine praparative RP-HPLC zum Einsatz.

Dieses System zeigt fiir alle Substanzen eine vollkommen andere Selektivitit als in der
Normalphasenchromatographie. Substanzen, die bei der Gradientenextrographie auf
Normalphase innerhalb einer Fraktion eluieren, besitzen in der RP-HPLC haufig stark

voneinander abweichende Retentionseigenschaften.
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Im Gegensatz zur Gradientenextrographie wurde bei der préparativen RP-HPLC statt
des Diethylamins Trifluoressigsdure (TFA) zu der mobilen Phase gegeben. Dadurch
werden die Alkaloidbasen protoniert, was ebenfalls, bei ausreichendem Zusatz, zu einer
Verbesserung der Peakscharfe fiihrt. Die Moglichkeit, RP-Phasen im Sauren zu betrei-
ben, ist durch die Stabilitit von Kieselgel gegeniiber Sduren moglich. Die Unbestindig-
keit des Kieselgels gegeniiber stark alkalischen pH-Werten spielte fiir die extrographi-
sche Trennung keine Rolle, da die stationidre Phase nach Beendigung der Extrographie
im Gegensatz zu den nun folgenden Trennungen mit industriell gepackten Séulen ver-

worfen wird.
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Abb. 94: Chromatogramm der priparativen Trennung der Extrographiefraktion
34 mit zugeordneten UV-Spektren

Der Pfeil markiert die dabei abgetrennte Fraktion, die die gesuchte Substanz beinhaltet.

Nach vorheriger Optimierung der Trennung des Filtrats der Fraktion 34 im analytischen

Mafstab konnte durch Anpassung der Sdulendimension und der Flussrate die Haupt-
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substanz nach mehreren identisch verlaufenen priparativen Trennungen (Abb. 94) in
ausreichender Menge und Reinheit gewonnen werden. Die erhaltenen 71 mg eines noch
zu identifizierenden Alkaloids entsprechen 0,45 % der Menge des eingesetzten selekti-

ven Dichlormethanextraktes.
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7 Verifizierung der Wirksamkeit der aus Passiflora
incarnata L. isolierten Substanzen

Wie schon in Kapitel 5 erldutert, konnen mit der Methode des Ligandenfischens zu-
ndchst nur biochemische Aussagen einer Ligandenbindung getroffen werden. Fiir die
Beurteilung des pharmakologischen Effektes sind weitere Bindungsexperimente not-

wendig.

Die folgenden Untersuchungen wurden durch B. Stengl im Arbeitskreis Prof. Dr. Klebe
am Institut fiir Pharmazeutische Chemie der Philipps-Universitdt Marburg durchgefiihrt.

7.1 Enzymassay mit der Z. mobilis TGT

Ausgehend von der Reaktionsgleichung, nach der einfache enzymatische Reaktionen

verlaufen (1), ergibt sich die Michaelis-Menten-Gleichung (2):

K, K,
. 1)
[s]
- 2
VO vmax KM +[S] ( )

Inhibitoren I eines Enzyms E lassen jedoch keine Produktbildung im Sinne von Glei-
chung (1) zu. Nach Dixon [132] kann die Bestimmung der Inhibitionskonstante (Kj-
Wert) eines kompetitiven Inhibitors mit Gleichung (3) erfolgen, wonach die Anfangsge-
schwindigkeit der Enzymreaktion v; [uM/min] bei gegebener Inhibitorkonzentration [I]

[uM] beschrieben werden kann als:

- 5] 3)

- KM[IJFE]]HS]

i

Kw, die Michaelis-Konstante, gibt die Substrat- bzw. Inhibitorkonzentration [A] an, bei

der die Hélfte der aktiven Zentren besetzt ist. Dabei gilt (4):
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k—l
s )

Da die maximale Reaktionsgeschwindigkeit vimax der Reaktion der TGT schwer repro-
duzierbar ist, wurde sie fiir jede Messreihe neu bestimmt. Die Ermittlung der Inhibiti-
onskonstante K; erfolgte aus dem Verhiltnis vo/vi. Um dieses Verhéltnis berechnen zu

konnen, wurden die Gleichungen 2 und 3 zu Gleichung 5 zusammengefasst:

%*Kﬂ;{_;[s]:%[]]+[%+ll )

1 1

Darin sind:

vy die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion in Abwesenheit des Inhibitors,
- vj die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion in Anwesenheit des Inhibitors,
- Ky die Michaelis-Konstante des Tritium-markierten Guanins,

- [S] die Substratkonzentration (Tritium-markiertes Guanin oder tRNA),

- K, die Inhibitionskonstante und

- [I] die Inhibitorkonzentration.

Eine Enzymhemmung ist aber genau betrachtet ein sehr komplexer Vorgang, in den
mehrere Gleichgewichtskonstanten involviert sind. Im Falle der TGT wird der Vorgang
zudem durch die Beteiligung von zwei Substraten, tRNA und preQ,, komplizierter.
Wird jedoch das eine Substrat im Uberschuss eingesetzt, konnen die Gleichgewichts-
konstanten fiir das andere, dann in seiner Konzentration variierbare Substrat vereinfacht

aus den obrigen Gleichungen berechnet werden.

Die Inhibitionskonstante K; wurde aus der Auftragung von vo((Kym+[S])/Kwm)/vi gegen
die Inhibitorkonzentration I [uM] nach Gleichung (5) und linearer Regression mit dem

Programm GRAFIT bestimmt.

Der Enzymassay beruht auf der Eigenschaft der TGT, das Guanin an Position 34 in der
Antikodon-Schleife bestimmter tRNAs gegen preQ; oder alternativ gegen freies Guanin
aus dem Reaktionsansatz auszutauschen. Durch Verwendung von Tritium-markiertem
Guanin, das anstelle von nicht verfiigbarem preQ; Verwendung findet, wird die tRNA

infolge des Einbaus der Base radioaktiv markiert. Die kinetischen Parameter kdnnen
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nach Isolierung der tRNA aus dem Reaktionsansatz mit Hilfe eines Fliissigszintillations-

zéhlers aus der Zunahme der Radioaktivitdt gegen die Zeit bestimmt werden.

Die Inhibitionskonstanten der Verbindungen wurden zunichst bezogen auf Tritium-
markiertes Guanin als variables Substrat der TGT nach der durch U. Gradler [110]
modifizierten Methode von G. C. Hoops [133] bestimmt. Der gemessene K;-Wert lag
fiir Isovitexin-2"’-O-B-glucosid (1) bei 11 uM und fiir Isovitexin (2) bei 9,4 uM. Die
Messung jedes Kj-Wertes wurde ebenso wie bei den folgenden K;-Wertbestimmungen

mindestens als Doppelbestimmung durchgefiihrt.

7.1.1  Unspezifische Inhibition (Promiskuitit)

Bei der Literaturrecherche stellte sich heraus, dass die getesteten Verbindungen dem als
promisken Inhibitor bekannten Quercetin bezogen auf das Grundgeriist strukturell sehr
dhnlich sind [134] [135] [137]. Apigenin und Vitexin (3) wurden im Ligandenfischen
als unwirksam getestet (siche Abschnitt 5.2.4). Dies kann jedoch an einer zu schwachen
Bindung an die TGT (hoher K;-Wert) gelegen haben. Mit dem Ligandenfischen kénnen
nur Substanzen gefunden werden, die einen K;-Wert kleiner als 20 uM besitzen (Ab-
schnitt 5.2.5). Daher wurde eine aus dem methanolischen Passiflorae herba-Extrakt

isolierte Verbindung ebenso wie Apigenin auf eine mogliche Promiskuitit getestet.

Promiske Inhibitoren weisen verschiedene Eigenschaften auf, die bei kompetitiven
Inhibitoren nicht zu finden sind. Die Ionenstérke des fiir den Assay verwendeten Puffer-
systems beispielsweise beeinflusst ebenso wie die Enzymkonzentration den Grad der
Inhibition. Weiterhin zeigen promiske Inhibitoren in hdheren Konzentrationen, bedingt
durch ihre in Assaybedingungen schlechte Loslichkeit, eine mittels Lichtstreuung und
Elektronenmikroskop messbare Aggregatbildung [134]. Bevorzugt an die Oberfldche
dieser Aggregate lagert sich dann das Enzym unspezifisch an und kann somit seine
Funktion nicht mehr ausiiben. Daraus resultiert ein verminderter Stoffumsatz, wodurch
eine Inhibition vorgetduscht wird [135]. Durch Losungsvermittler, wie z.B. Tween 20,
die die Oberfldchenaktivitit von Substanzen beeinflussen und oftmals zur Steigerung
der Robustheit eines Assays eingesetzt werden, wird eine Aggregatbildung weitestge-
hend verhindert. Infolgedessen konnen, bei erwiesener Stabilitit des Enzyms gegeniiber
dem Losungsvermittler, unter Zusatz von Tween 20 weitaus verlédsslichere K;-Werte

erhalten werden [136].
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Dazu wurde der Einfluss eines Zusatzes von Tween 20 in 5 % seiner kritischen Micell-
bildungskonzentration (CMC) zum Reaktionsansatz des TGT-Assays untersucht. Dabei
konnte eine Steigerung der Enzymaktivitit unter Detergentienzusatz festgestellt werden,
was durch eine geringere Adsorption der TGT an die Oberfliche der im Assay verwen-
deten Eppendorfcaps zu begriinden ist. Vergleichbare Beobachtungen sind auch in der

Literatur beschrieben [136].

Der Einfluss des Emulgators Tween 20 wurde nach Abkldrung der Vertrdglichkeit
dieses Zusatzes mit der Enzymreaktion an Apigenin untersucht. Apigenin weist nur eine
OH-Gruppe weniger als Quercetin auf. Fiir Apigenin konnte ohne Zusatz von Tween 20
ein K;-Wert von 7,4 uM bestimmt werden. Unter Einfluss von Tween 20 verdnderte sich
der K;-Wert von Apigenin abhéngig von der eingesetzten Konzentration des Losungs-
vermittlers. Der unter diesen Bedingungen ermittelte Wert lag mit 78 uM um etwa eine
Zehnerpotenz hoher als bei der Bestimmung ohne Tween 20. Somit kann Apigenin als
promisk in Bezug auf die TGT angesehen werden. Gleichzeitig wurde der K;-Wert fiir
Isovitexin (2) unter Zusatz von Tween 20 neu ermittelt. Dabei verdnderte sich der K;-
Wert unter Emulgatorzusatz nur unwesentlich (11 uM). Ein Vorliegen von Promiskuitit

bei Isovitexin (2) erscheint damit unwahrscheinlich.

Allerdings ist auch bei Untersuchungen zur Promiskuitdt anzumerken, dass einige als
promiske Inhibitoren bekannte Substanzen unter bestimmten Bedingungen auch eine

monomere Bindung mit dem Zielprotein zeigen kdnnen [137] [138].

7.1.2  Revalidierung der Inhibitionskonstanten

Bedingt durch neue Erkenntnisse iiber den Verlauf der durch TGT katalysierten Basen-
austauschreaktion musste der bestehende Assay modifiziert werden (unverdffentlichte
Ergebnisse B. Stengl, AG Prof. Dr. G. Klebe, Philipps-Universitidt Marburg). Die Reak-
tion folgt einem Ping-Pong-Mechanismus [53]. Dies bedeutet, dass zundchst das erste
Substrat, die tRNA, an das Enzym bindet. Erst in einem zweiten Schritt bindet preQ1
bzw. Guanin als zweites Substrat an die TGT (siehe Abschnitt 3.1.1.2). Prinzipiell kann
die Bindung beider Substrate inhibiert werden. Da fiir die Inhibition der preQ;-Bindung
aber nur sehr kleine Verbindungen in Frage kommen, ist es fiir alle groBeren Verbin-
dungen nur sinnvoll, die Inhibition gegen die tRNA-Bindung zu bestimmen. Dies gilt

auch fiir alle hier vorgestellten Verbindungen, da auf Grund ihrer MolekiilgroBe eine
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Hemmung infolge der Besetzung der Guaninbindestelle unwahrscheinlich ist. Deswegen
wurden die Kj-Werte, die entsprechend den Annahmen des urspriinglichen Assays ge-

gen Guanin bestimmt wurden, erneut, nun gegen tRNA als variables Substrat, ermittelt.

Isovitexin-2’’-O-B-glucosid (1) wurde im Hinblick auf eine durch das Ligandenfischen
ermittelte mogliche inhibitorische Wirksamkeit gegen die tRNA-Bindung an die TGT
getestet. Die Inhibitionskonstante dieser Verbindung wurde mit 20 uM bestimmt. Da
sich der K;-Wert dieser Verbindung in gleichem Malle durch die Modifizierungen ver-
dnderte wie der des Isovitexins (2), ist auch bei Isovitexin-2’’-O--glucosid (1) ein

promiskes Verhalten unwahrscheinlich.

Aufgrund dieses positiven Ergebnisses sollte mittels kristallographischer Methoden ein
Bindungsmodus gefunden werden, durch den diese inhibitorische Wirksamkeit struktu-

rell zu erkldren wire (Abschnitt 7.2).

Um Struktur-Wirkungsbeziehungen aufstellen zu konnen, wurden auch die anderen aus
Passiflora incarnata L. isolierten Flavonoide auf eine mogliche Wirksamkeit an diesem

Target mit diesem Assay untersucht.

Die Ergebnisse sind in Tab. 8 zusammengefasst.

Tab. 8: Auflistung der mit dem zweifach modifizierten, radioaktiven Assay auf TGT-
Inhibition getesteten Substanzen und deren damit bestimmte K;-Werte

Substanz K; [uM]

Isovitexin-2"’-O- 20
B-glucosid (1)
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Substanz Ki [uM]
Isovitexin (2) ' 26
Vitexin (3) 75
Schaftosid (4) 50
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Substanz K; [uM]

Isoschaftosid (5) OH HO 70
T

Apigenin 90

Wie aus der Tab. 8 zu entnehmen ist, besitzt Isovitexin (2) einen dhnlichen K;-Wert wie
Isovitexin-2’’-O-B-glucosid (1). Trotzdem konnte mit dem Ligandenfischen fiir Iso-
vitexin (2) keine Bindung an die TGT festgestellt werden. Dies kann sowohl an der
Konzentration der jeweiligen Substanz als auch an den unterschiedlichen Loslichkeiten
der Verbindungen gelegen haben. Der Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von
Liganden beim Ligandenfischen wurde bereits in Abschnitt 5.1.1 diskutiert. Wie Los-
lichkeitsversuche gezeigt haben, ist Isovitexin-2’’-O-B-glucosid (1) in den fiir das Li-
gandenfischen angewendeten Bedingungen wesentlich besser 16slich als Isovitexin (2).
Dies kann moglicherweise zu einer Verschiebung des Massenverhéltnisses zwischen
Isovitexin (2) und Isovitexin-2’’-O-B-glucosid (1) im Vergleich zu dem im methanoli-
schen Gesamtextrakt vorliegenden Verhiltnis gefiihrt haben. Durch die nun in der Inku-
bationslosung vorliegende groflere Menge an Isovitexin-2’’-O--glucosid (1) kdnnen
auch mehr Molekiile von dieser Substanz durch die TGT gebunden und mit Hilfe des

Freisetzungsreagenzes auch wieder freigesetzt werden.

Durch die Ermittlung der Ki-Werte der mit diesem Enzymassay untersuchten Flavonoi-

de des Apigenin-Typs konnen bei Betrachtung des Substitutionsmusters erste Struktur-
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Wirkungsbeziehungen fiir diese neue Klasse von Inhibitoren der TGT aufgestellt wer-
den. Durch Glykosylierung an C-6 konnte eine Wirkungssteigerung im Vergleich zum
Aglykon festgestellt werden. Dabei ist es scheinbar unerheblich, ob an dieser Position
ein Monosaccharid oder ein Disaccharid an das Aglykon gebunden ist. Dem gegentiber
konnen durch die Bindung eines Zuckers an C-8 weniger TGT-affine Verbindungen
erhalten werden. Sind an beiden Positionen, an C-6 ebenso wie an C-8, Zuckermolekiile
C-glykosidisch gebunden, resultieren Substanzen, die hinsichtlich ihres K;-Wertes eine
Mittelstellung innerhalb der Reihe der in Versuchen fiir diese Arbeit getesteten Flavo-

noide einnechmen.

Die mit dem Enzymassay erhaltenen Ergebnisse bestitigen auch die in verschiedenen
Ligandenfischversuchen mit Vitexin (3), Apigenin und dem methanolischen Gesamtex-

trakt aus Passiflorae herba erzielten Resultate (Abschnitte 5.2.4 und 5.2.2.1).

7.2 Kristallographische Versuche

Mit Isovitexin-2’’-O-f-glucosid (1) und Isovitexin (2) wurden aufgrund der Ergebnisse
aus dem Enzymassay sowohl Kokristallisations- als auch Soaking-Experimente durch-
gefiihrt, um einen Bindungsmodus bestimmen und darauf aufbauend die inhibierenden

Eigenschaften der Verbindungen erkldren zu kénnen.

Leider konnte fiir keine der beiden Substanzen eine Kristallstruktur aus den bei pH 5,5
und pH 8,5 durchgefiihrten Soaking-Experimenten erhalten werden. Lediglich fiir Iso-
vitexin-2"’-O-B-glucosid (1) ist bei pH 8,5 das Herausklappen der Seitenkette des Tyr
106 aus der Bindetasche zu sehen, was auf eine partielle Besetzung der Bindetasche

hindeutet.

Aus diesem Grund wurde versucht, durch Kokristallisation von Isovitexin-2’’-O-f3-
glucosid (1) mit der TGT, sowohl bei pH 5,5 als auch pH 8,5, eine ligandgebundene

TGT-Kristallstruktur zu erhalten. Leider waren auch diese Versuche erfolglos.



143

8 Zusammenfassung und Ausblick

Ein weltweites Problem bei der Behandlung von bakteriellen Infektionskrankheiten ist
die rasante Entwicklung von Resistenzen und Multiresistenzen gegen die derzeit einge-
setzten Antibiotika. Diese Entwicklung hat in den letzten Jahren vor allem im Falle der
Shigellen besorgniserregende Ausmalle angenommen [4] [5] [6]. Die tRNA-Guanin-
Transglykosylase (TGT) stellt ein neues Target fiir die Entwicklung von antibiotisch
wirkenden Substanzen gegen Shigellen dar [18] [19].

Zum einen war es Ziel der vorliegenden Arbeit, neue Leitstrukturen bzw. potentielle
Inhibitoren der TGT in Pflanzenextrakten zu identifizieren und gegebenenfalls zu isolie-
ren. Zum anderen sollten Pflanzenextrakte als Quelle fiir die Entdeckung neuer Leit-
strukturen bzw. inhibitorisch wirkender Verbindungen der Insulin-like growth factor 1

receptor tyrosine kinase (IGF-1-RTK) dienen.

IGF-1-RTK ist Teil der intrazelluldren Untereinheit des IGF-1-Rezeptors. Dieser nimmt
eine Schiisselstellung im Krebsgeschehen ein und konnte durch Blockade der kataly-
tischen Kinasedoméne in seiner Funktion gehemmt werden [73] [78]. Daraus folgend
wiirde eine iibermiBige Zellproliferation verhindert sowie ein kontrollierter Ubergang in

die Apoptose ermoglicht werden [74].

Fiir das Screening der Extrakte wurde die innovative Methode des Ligandenfischens
verwendet. Sie stellt eine gegeniiber dem Hochdurchsatzscreening weniger zeitaufwen-
dige und vor allem kostengiinstigere Methode zur Auffindung aktiver Verbindungen in

komplexen Substanzbibliotheken dar.

Mit dem Ligandenfischen wurden 15 verschiedene Extrakte traditioneller Arzneipflan-
zen auf Substanzen untersucht, die an die TGT binden. Des Weiteren fand mit dieser
Methode eine Uberpriifung von sechs aus Pflanzen isolierten sowie von zwei synthe-
tisch gewonnenen Verbindungen hinsichtlich einer TGT-Bindung statt. In Extrakten aus
Passiflorae herba und Dulcamarae stipites konnten Substanzen gefunden werden, die an
die TGT binden. Dariiber hinaus konnten mit dem Ligandenfischen aus einem Extrakt
des asiatischen Wassernabelkrautes erste Hinweise auf das Vorhandensein von an die

TGT bindenden Substanzen gewonnen werden.
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Das aus dem methanolischen Extrakt aus Passiflorae herba gefischte Flavonoid wurde
mit priaparativer HPLC isoliert. Diese Substanz konnte mit NMR- und massenspektro-
metrischen Techniken als Isovitexin-2’’-O-B-glucosid (1) identifiziert werden. Dabei
gelang aufgrund der Verwendung hochfeldiger Messgerite erstmalig die vollstindige
Interpretation des 'H-NMR-Spektrums dieser Verbindung. Weiterhin wurden aus vier
anderen Fraktionen des Extraktes vier Flavonoide isoliert und identifiziert. Alle fiinf
Flavonoide besitzen eine Apigenin-Grundstruktur. Jedoch konnte die TGT nur eines
dieser Flavonoide, ndmlich Isovitexin-2’’-O-B-glucosid (1), aus dem Pool an Substan-
zen im Extrakt selektieren. Aus diesem Grund war es notwendig, den Einfluss des Sub-
stitutionsmusters am Apigenin-Grundgeriist auf die Enzymbindung ndher zu untersu-
chen. Es wurden Experimente zu Struktur-Wirkungsbeziehungen sowohl mit dem Li-
gandenfischen als auch in Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis Prof. Dr. G. Klebe
(Philipps-Universitdt Marburg) durch Bestimmung der K;-Werte sowie mit kristal-
lographischen Methoden durchgefiihrt. Aus den Ligandenfischversuchen konnten be-
reits Hinweise auf eine bevorzugte Bindung des an Position 6 substituierten Apigenin-
derivates erhalten werden. Fiir Apigenin selber konnte mit dem Ligandenfischen keine
Bindung an die TGT nachgewiesen werden. Durch Bestimmung der K;-Werte von
Apigenin und der fiinf isolierten Apigeninderivate wurden diese Ergebnisse bestdtigt
und erweitert. Es konnte gezeigt werden, dass eine Substitution am Kohlenstoffatom 6
des Apigenins, wie bei Isovitexin-2’’-O-B-glucosid (1), zu einer Wirkungssteigerung
fuhrt. Dabei ist es unerheblich, ob an dieser Position ein Mono- oder ein Disaccharid
gebunden ist. Die Bindung eines Zuckers am Kohlenstoffatom 8 fiihrte dagegen, im
Vergleich mit dem fiir Apigenin bestimmten K;-Wert, nicht zu wesentlich kleineren
Inhibitionskonstanten. Ist an beiden genannten Positionen ein Zucker gebunden, werden
im Vergleich zu Apigenin und Isovitexin-2’’-O-B-glucosid (1) Inhibitionskonstanten

mittlerer GroBBenordnung erhalten.

Ein Bindungsmodus fiir Isovitexin-2’’-O-B-glucosid (1) im Komplex mit der TGT
konnte aus den durchgefiihrten Kokristallisations- und Soakingexperimenten leider nicht

bestimmt werden.

Der K;-Wert von Isovitexin-2’’-O-B-glucosid (1) wurde mit 20 uM bestimmt. Damit
konnte die K;-Wert-Grenze fiir das Ligandenfischen um den Faktor 48 im Vergleich zu

den Ergebnissen von J. Lenz [10] erweitert werden.
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Die in dieser Arbeit vorgestellten Verbindungen Isovitexin-2’’-O-B-glucosid (1) und
Isovitexin (2) stellen Vertreter einer neuen Inhibitorklasse fiir die TGT dar. Fiir weitere
Untersuchungen, z. B. an Shigellenkulturen, sollten diese Verbindungen jedoch modifi-

ziert werden, um zu wirksameren Substanzen zu gelangen.

Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Arbeit konnen die an die TGT bindenden Sub-
stanzen aus dem Dulcamarae stipites-Extrakt isoliert und identifiziert werden. Eine
Fraktionierung des Extraktes wurde in der vorliegenden Arbeit beschrieben. Bei der
Untersuchung der Fraktionen mittels Ligandenfischen sind in einer Fraktion zwei weite-
re an die TGT bindende Substanzen gefunden worden. Trotz wahrscheinlich geringerer
Affinitdt dieser Verbindungen zum Target konnte eine Isolierung und Identifizierung
der Strukturen zweckdienlich sein, um zu neuen Leistrukturen fiir Inhibitoren der TGT
zu gelangen. Nach Verifizierung der Ergebnisse aus dem Ligandenfischen mit der TGT
und dem Dichlormethanextrakt aus Centellae asiaticae herba kdnnten auch aus diesem

Extrakt potentiell TGT-inhibierende Substanzen isoliert werden.

Auch fiir das zweite Target, IGF-1-RTK, konnten mit dem Ligandenfischen bindende
Substanzen in verschiedenen Extrakten traditioneller Arzneipflanzen gefunden werden.
Zwolf Pflanzenextrakte wurden untersucht. In sechs Extakten aus den Drogen Liquiriti-
ae radix, Lichen islandicus, Passiflorac herba und Quebracho cortex konnte eine Bin-

dung einer oder mehrerer Substanzen an IGF-1-RTK festgestellt werden.

Die Extrakte aus Quebracho cortex wurden daraufhin ndher untersucht. Aus dem Di-
chlormethanextrakt konnten zwei an das Target bindende Substanzen isoliert werden.
Die Isolierung erfolgte hierbei mit einer Extrographie, einer Methode, die auf der Nor-
malphasenchromatographie beruht. Im Anschluss daran fanden Aufreinigungen unter
Anwendung von RP-HPLC-Methoden sowie Kristallisationen statt. Eine der isolierten
Verbindungen wurde als Aspidospermin (6) identifiziert. Fiir die zweite Verbindung
bedarf es noch weiterer Messungen, um die Identitdt der Verbindung eindeutig zu kla-

ren.

Fiir die aus Quebracho cortex isolierten Verbindungen konnte, bedingt durch den Ver-
suchsablauf des Ligandenfischens, lediglich eine Bindung an IGF-1-RTK aus dem
Extrakt nachgewiesen werden. Die Wirksamkeit der isolierten Verbindungen miisste in

weiteren Versuchen idealerweise mit einem Zelltest liberpriift werden. Dazu wiren eine
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Reihe verschiedener Zelllinien, z.B. MM-Zelllinien, geeignet. In 92 % der malignen
Melanome (MM) wurde eine hohere Expression des IGF-1-Rezeptors im Vergleich zu
gesunden Zellen festgestellt [140]. C. S. Mitsiades et al. nutzen 75 verschiedene humane
Zelllinien, darunter eine Reihe von MM-Zelllinien, zur Uberpriifung der Wirksamkeit
eines von ihnen entwickelten IGF-1-RTK-Inhibitors [76].

Daneben sollten auch die an IGF-1-RTK bindenden Substanzen aus Liquiritiae radix-
Extrakten isoliert, identifiziert und ebenso auf ihre Wirksamkeit an Krebszelllinien
untersucht werden. Gleichermaflen konnte mit den Substanzen aus Lichen islandicus
und Passiflorae herba, nach Verifizierung der in dieser Arbeit vorgestellten Liganden-

fischergebnisse aus diesen Extrakten, verfahren werden.

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit der Methode des
Ligandenfischens eine Leitstruktur- und Wirkstoffsuche aus komplexen Substanzbiblio-

theken an der Hochschule kostengiinstig und erfolgreich betrieben werden kann.

In der heutigen Zeit kann zur Wirkstoffsuche auch auf umfangreiche Substanzbibliothe-
ken synthetischen Ursprungs zuriickgegriffen werden. Im Rahmen der Versuche zu
dieser Arbeit ist die Isolierung von wirksamen Substanzen gelungen, deren Struktur fiir
Inhibitoren der untersuchten Targets neuartig ist. Damit konnte die Suche nach Leit-
strukturen und potentiellen Wirkstoffen in solch hoch diversen Systemen wie Pflanzen-

extrakten als weiterhin lohnenswert bewiesen werden.
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9.1 Allgemeine Methoden und Materialien

9.1.1 Ligandenfischen

9.1.1.1 Gerite fiir das Ligandenfischen

Inkubator:

Zentrifuge:

Vakuumkonzentrator:

Ultrafiltrationseinheiten:

Ultraschallgerite:

Probenschiittler:

Reaktionsgefale:

Thermostat 5320 der Firma Eppendorf, Hamburg

Modell Z230M mit Festwinkelrotoren 220,56 V
(8.620 x g) und 220,59 V (13.360 x g), Firma Hermle La-
bortechnik GmbH, Wehingen

SpeedVac-Concentrator SVC 100 H, Firma Bachofer,

Reutlingen

Microcon 10 bzw. 30 (NMWL 10.000 bzw. 30.000) Ami-
con-Microconcentrators, Centrifugal Filter Devices aus re-
generierter Cellulose, Firma Millipore Corporation, Bed-

ford, MA, USA

Ultrafree-0.5 (NMWL 10.000) Zentrifugen-Filtereinheiten
mit Biomax-10 Membran aus Polyethersulfon, Firma Mil-

lipore Corporation, Bedford, MA, USA

Sonorex Super RK 106 und Super RK 255H, Firma Ban-

delin, Berlin

Vortex REAX 1 DR (200 — 2400 U/min), Firma Heidolph,
Schwabach

1,5 ml PP-Gefifle ,,Rotilabo*“ mit Deckel, Firma Roth,

Karlsruhe
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9.1.1.2 Losungen fiir das Ligandenfischen

Die fiir das Ligandenfischen verwendeten Losungsmittel, einschlieBlich des Wassers,
hatten die unter 9.1.2.4 beschriebene Qualitdt. DMSO wurde in purum-Qualitit von der

Firma Fluka eingesetzt.

Pufferldosungen

PL 01
Hochsalzpuffer:

10 mM TrisHCI, pH 7,8, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 2 M NacCl, 0,01 % (m/V) Natrium-
azid

PL 02
TGT-Assay-Puffer:

100 mM HEPES, 20 mM MgCl,, eingestellt auf pH 7,4 mit NaOH

PL 03
Kinase-Assay-Puffer:

125 mM HEPES, 7,5 mM MgCl,-6H,0, 7,5 mM MnCl,:2H,0, 0,0075 mM Na-
Orthovanadat, 2,5 mM DTT, eingestellt auf pH 7,5 mit NaOH

PL 04
IGF-1-RTK-Puffer:

50 mM TrisHCI, pH 8,0, 100 mM NacCl, 20 mM DTT, 7,5 mM reduziertes Glutathion,
20 % Glycerol

PL 05
Pufferlésung PL 02 + DMSO =9 + 1 (V + V)

PL 06
Pufferlosung PL 03: Ethanol =95 :5 (V /V)

Freisetzungsreagenz

FR 01
Wasser : Methanol : TFA=49,5:495:1(V/V/V)

FR 02
[Wasser : Methanol : TFA=49,5:49,5:1(V/V/V)]+DMSO=9+1(V+V)
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FR 03
[Wasser : Methanol : TFA =49,5:49,5:1(V/V/V)]:Ethanol=95:5(V/V)

9.1.1.3 Fiir das Ligandenfischen verwendete Proteine

TGT
tRNA-Guanin-Transglykosylase aus Zymomonas mobilis (MG ca. 42.000 Da).

Das Enzym wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr. G. Klebe, Philipps-Universitdt Mar-
burg, Institut fiir Pharmazeutische Chemie, exprimiert und aufgereinigt. Zellanzucht,
Uberexpression, Herstellung des Roherxtraktes sowie Aufreinigung der TGT erfolgten
dabei nach der von C. Romier beschriebenen Methode [139]. Zur Erh6hung der Ausbeu-
te wurde zusétzlich eine Ammoniumsulfat-Fillung durchgefiihrt. Als Zellstamm diente
der E. coli BL21(DE3)/pLysS — Stamm mit entsprechendem Uberexpressionsplasmid.
Eine genaue Beschreibung der Gewinnung der in den Versuchen dieser Arbeit verwen-

deten TGT findet sich in Literatur [87].

Das gereinigte Enzym wurde in einer Konzentration von 12 — 18 mg/ml in Hochsalzput-
fer (Pufferlosung PL 01) bei — 20 °C in Portionen zu je 30 ul bis zur Verdiinnung gela-
gert. Die Verdiinnung auf fiir das Ligandenfischen handhabbare Konzentrationen erfolg-
te mit Pufferlosung PL 02. Die erhaltene Losung wurde in Eppendorfgefaf3e portioniert,
in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei — 80 °C aufbewahrt.

IGF-1-RTK

Tyrosinkinasedomédne des humanen IGF-1-Rezeptors, als Konstrukt aus GST mit

IGF-1-RTK vorliegend (MG ca. 80.000 Da).

Rekombinant isoliert aus humaner c-DNA-Bank durch PCR; aus Sf9-Zellen als

GST-Fusionsprotein exprimiert mit Baculovirus-Expressionssystem.

Losung: 1 ml Aliquots mit einer Konzentration von 160 pg/ml (entsprechend ca. 2 nmol

IGF-1-RTK-GST-Fusionsprotein/ml Losung) in Puffer PL 04.

Die Herstellung und Aufreinigung wurde an der Klinik fiir Tumorbiologie in Freiburg,
Institut fiir Molekulare Medizin und Naturstoffforschung in der Arbeitsgruppe von Prof.

Dr. D. Marmé, Dr. M. Mundt und Dr. G. Siemeister vorgenommen.
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Die ASTA Medica AG (Frankfurt/Main) stellte die Aliquots, deren Lagertemperatur bei
— 80 °C lag, zur Verfiigung.

9.1.1.4 Inkubation

Die Inkubation beim Ligandenfischen erfolgte bei entsprechender Temperatur und fiir
eine definierte Zeit (siche Abschnitt 9.1.1.7 bzw. 9.1.1.8) in einem Eppendorf Thermos-
tat 5220. Wihrend dieser Zeit wurden die Proben alle 15 min unter Zuhilfenahme des

Heidolph-Probenschiittlers gemischt.

9.1.1.5 Ultrafiltrationsmethoden

Zur Beseitigung des herstellerseitig als Membranfeuchthalter aufgebrachten Glycerols
wurden die einzusetzenden Microcon-Filtrationseinheiten direkt vor ihrer Verwendung
vorgewaschen, indem 200 ul auf den Filter aufpipettiertes Wasser durch Zentrifugation
den Filter passierte. Das resultierende Filtrat wurde verworfen. Diese, wie auch die

anschlieBenden Ultrafiltrationen, erfolgten in einer Hermle Z 230 M-Zentrifuge.

Tab. 9: Aufstellung der verwendeten Ultrafiltrationen

Methode U o1 U 02 U 03 U 04 U 05
Filter Microcon Ultrafree Microcon Microcon Microcon
10 0,5 10 30 30
Zentrifugation 8.620xg, | 8.620xg, | 8.620xg, 8.620 x g, 8.620 x g,
RT RT RT RT RT
Waschschritte 2xmitje | 2xmitje | 2Xxmitje 2 X mit je 2 x mit je
150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl
PL 02 PL 02 PL 05 PL 03 PL 06
Freisetzung 1 x mit 1 x mit 1 x mit 1 x mit 1 x mit
200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
FR 01, FR 01, FR 02, FR 01, FR 03,
10 min RT | 10 min RT | 10 min RT | 10 min RT | 10 min RT

Die fiir die Waschschritte verwendeten Pufferlosungen waren eisgekiihlt und hatten

somit eine Temperatur von etwa 4 °C.

Alle Filtrationsvorginge wihrend des Ligandenfischens wurden bis zum vollstandigen

Passieren der aufgebrachten Losung durchgefiihrt.

9.1.1.6 Trocknung der Proben
Die durch Ultrafiltration erhaltenen Filtrate und ein jeweils dem bei der Inkubation

verwendeten entsprechendes Volumen der Einzelsubstanz- oder Pflanzenextraktlosung
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wurden durch Vakuumzentrifugation im SpeedVac-Concentrator getrocknet. Spéter
wurden die getrockneten Proben in den entsprechenden Anfangsbedingungen der mobi-
len Phase zur kapillarchromatographischen Vermessung in definierter Menge unter

Zuhilfenahme von Ultraschall und Heidolph-Probenschiittler gelost.

9.1.1.7 Ligandenfischversuche mit TGT
Die allgemeine Durchfiihrung der Versuche ist in Kapitel 5 ndher beschrieben. In Ab-

schnitt 9.1.1.3 sind genauere Informationen {liber das verwendete Protein aufgefiihrt.

9.1.1.7.1 Ligandenfischen mit 3,5-Diaminophthalsdurehydrazid

Methode 1

Wie aus der nachfolgenden Tabelle ersichtlich, wurden verschiedene Inhibitormengen
mit verschiedenen Mengen an TGT getestet. Ebenso wurden die Einspritzmengen der
erhaltenen Proben variiert, um Detektionsfehler zu vermeiden. Zu jeder in Tab. 10
angegebenen Probe wurde parallel eine proteinfreie Blindprobe denselben Bedingungen

und Prozeduren ausgesetzt.

Aufgrund der schlechten Loslichkeit des 3,5-Diaminophthalsdurehydrazids im Puffer-
medium mussten die Losungen unter DMSO-Zusatz hergestellt werden. Dazu wurde die
Substanz stets in DMSO angelost und dann mit der Pufferlosung PL 02 aufgefiillt, so
dass eine Endkonzentration von 10 % DMSO in der zum Ligandenfischen eingesetzten

Inhibitorlosung resultierte. Die DMSO-Vertréaglichkeit der TGT wurde tiberpriift [110].
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Tab. 10: Pipettierschema und Bedingungen des Ligandenfischens mit 3,5-
Diaminophthalsdurehydrazid

Probe: A: 50 ul (200 pmol) / 12,5 ul (400 pmol)
TGT/ B: 50 pul (200 pmol) / 25 ul (800 pmol)
3,5-Diaminophthal- C: 100 pl (400 pmol) / 25 ul (800 pmol)
sdurehydrazid D: 100 ul (400 pmol) / 50 ul (1600 pmol)
E: 200 pl (800 pmol) / 50 ul (1600 pmol)
F: 200 pul (800 pmol) / 100 ul (3200 pmol)
G: 60 pl (2 nmol) / 50 pl (40 nmol)
H: 60 pul (2 nmol) / 100 ul (80 nmol)
I: 120 pl (4 nmol) / 100 pl (80 nmol)
J: 120 pl (4 nmol) / 200 ul (120 nmol)
K: 50 ul (800 pmol) / 10 pul (800 pmol)
L: 50 pul (800 pmol) / 20 pl (1600 pmol)
M: 25 ul (400 pmol) / 100 ul (8000 pmol)
Pufferlosung Bis zu einem Gesamtvolumen von 300 pl aufgefiillt mit:
PL 02
Inkubationstemperatur | 37 °C
Inkubationszeit 60 min
Filtrationsmethode U 01
Proben gelost in 20 pl Anfangsbe- |[40ul(1:1= 60 pl (%3 DMSO,
dingungen DMSO : Wasser) | /3 Wasser)
A-J L,M K
HPLC-Methode K01
zur Probenvermessung
Einspritzvolumen 0,150 pl 0,200 pl 0,300 pl 0,900 pl
A,C,GHLJ |B,DEF L,M K
Methode 2

Die Inhibitorlésung wurde, wie unter Methode beschrieben, unter Anwendung von

DMSO hergestellt, so dass eine Konzentration des Inhibitors von 1 mg/ml bei einer

Konzentration von 10 % DMSO resultierte.

Tab. 11: Pipettierschema Vergleich von Filtereinheiten

Probe Cellulose Polyethersulfon
3,5-Diaminophthalsiurehydrazid 100 pl 100 pl
Pufferlosung PL 02 200 pl 200 ul
Inkubationstemperatur 37°C 37°C
Inkubationszeit 60 min 60 min
Filtrationsmethode U 01 U 02
Proben gelost in Anfangsbedingungen 20 ul 20 ul
HPLC-Methode zur Probenvermessung K01
Einspritzvolumen 0,150 pl
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9.1.1.7.2 Ligandenfischen aus einem Extrakt aus Passiflorae herba

Extrakt: Passiflorae e herb. sicc.; Finzelberg GmbH & Co. KG; Ander-
nach, Ch.-B.: 99120349

Extraktlosung 1: 5,0 mg des Extraktes geldst in 1 ml Pufferlosung PL 02

Extraktlosung 2: 100 pl Extraktlésung 1 verdiinnt mit 900 pl Pufferlésung PL 02
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9.1.1.7.3 Ligandenfischen aus einem Extrakt aus Centellae asiaticae herba

Extrakt 1:

Extraktlosung:

Extrakt 2:

Extraktlosung:

Dichlormethanextrakt (Herstellung siehe Abschnitt 9.2.3)

2,04 mg Extrakt in 300 pl DMSO unter Zuhilfenahme von Ultra-
schall und Probenschiittler geldst; langsame Zugabe von Pufferlo-
sung PL 02 bis zu einem Gesamtvolumen von 800 pul ebenfalls
mit zwischenzeitlicher Anwendung von Ultraschall — dabei Auf-
tretung von Triibungen; unlosliche Bestandteile abfiltriert durch
HPLC-Spritzenfilter S&S Spartan 13 mm/0,2 pm RC; Filtrat ver-

wendet
Methanol-Extrakt (Herstellung sieche Abschnitt 9.2.3)

4,75 mg Extrakt in 300 ul DMSO unter Zuhilfenahme von Ultra-
schall und Probenschiittler geldst; langsame Zugabe von Pufferlo-
sung PL 02 bis zu einem Gesamtvolumen von 800 ul ebenfalls
mit zwischenzeitlicher Anwendung von Ultraschall — dabei Auf-
tretung von Triibungen; unlosliche Bestandteile abfiltriert durch
HPLC-Spritzenfilter S&S Spartan 13 mm/0,2 pm RC; Filtrat ver-

wendet

Tab. 13: Pipettierschema Ligandenfischen aus Centellae asiaticae herba-Extrakten

Probe 14 14 Blind 15 15 Blind

TGT 50 pl/ - 50 ul/ -
800 pmol 800 pmol

Extrakt 1 100 pl 100 pl - -
Extrakt 2 - - 100 pl 100 pl
Pufferl6sung (PL 02) 150 pl 200 pl 150 pl 200 pl
Inkubationstemperatur 37 °C 37°C 37°C 37°C
Inkubationszeit 60 min 60 min 60 min 60 min
Filtrationsmethode U 01 U 01 U 01 U 01
Proben gelost in Anfangsbedingungen 20 pul 20 pul 20 pul 20 pul
HPLC-Methode zur Probenvermessung K 04 K 04 K 04 K 04
Einspritzvolumen 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 pl
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9.1.1.7.4 Ligandenfischen aus einem Extrakt aus Solanum dulcamara L.

Methode 1

Extrakt:

Extraktlosung 1:

Extraktlosung 2:

Extraktlosung 3:

Extraktlosung 4:

Extraktlosung 5:

Dulcamarae e stip. sicc., bezogen von Finzelberg GmbH & Co.

KG, Andernach, Ch.-B.: 99120044

5,0 mg Extrakt in 1 ml Pufferlésung PL 02 mit Hilfe von Ultra-
schall und Probenschiittler gelost, unlosliche Bestandteile ab-

zentrifugiert, Uberstand verwendet

4,96 mg Extrakt in 1 ml Pufferlosung PL 02 mit Hilfe von Ultra-
schall und Probenschiittler geldst, unlosliche Bestandteile abfilt-
riert durch HPLC-Spritzenfilter S&S Spartan 13 mm/0,2 pm RC;

Filtrat verwendet

1:1-Verdiinnung der filtrierten Extraktlosung 2 mit Pufferlosung

PL 02

5,19 mg Extrakt in 1 ml Pufferlosung PL 02 mit Hilfe von Ultra-
schall und Probenschiittler gelost, unldsliche Bestandteile ab-

zentrifugiert, Uberstand 1:1 mit Pufferlosung PL 02 verdiinnt

4,71 mg Extrakt in 300 pl DMSO unter Einwirkung von Ultra-
schall geldst; mit Pufferlosung PL 02 auf 1 ml aufgefiillt; von die-
ser Losung 500 pl entnommen und mit 150 pl DMSO und weite-
ren 350 pl Pufferlosung PL 02 versetzt
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Methode 2

Fraktionslosung 1:

Fraktionslosung 2:

Fraktionslosung 3:

Fraktionslosung 4:

Fraktionslosung 5:

Fraktionslosung 6:

4,96 mg methanolisch-wissrige Fraktion (Herstellung siehe 9.4.2)
in 1 ml Pufferlésung PL 02 mit Hilfe von Ultraschall und Proben-
schiittler geldst; unlosliche Reste abzentrifugiert; Uberstand ver-

wendet

5,78 mg Niederschlag mit Methanol (Herstellung siehe 9.4.2) in
1 ml Pufferlosung PL 02 mit Hilfe von Ultraschall und Proben-
schiittler geldst; unlosliche Reste abzentrifugiert; Uberstand ver-

wendet

2,51 mg methanolischer Auszug aus wasserunloslichem Anteil
(Methanol-16sliche Fraktion) des Extraktes (Herstellung siche
9.4.2) in 300 pl DMSO mittels Ultraschall und Probenschiittler
geldst; langsam insgesamt 700 ul Pufferlosung PL 02 zugegeben;
dabei aufgetretene Triibung abfiltriert durch HPLC-Spritzenfilter
S&S Spartan 13 mm/0,2 pm RC; Filtrat verwendet

3,01 mg bzw. 1,21 mg der Hexan/Diethylether-Fraktion (Herstel-
lung siehe 9.4.2) in 300 ul DMSO mittels Ultraschall und Proben-
schiittler gelost; langsam insgesamt 700 pl Pufferlosung PL 02
zugegeben; dabei aufgetretene Triibung abfiltriert durch HPLC-
Spritzenfilter S&S Spartan 13 mm/0,2 um RC; Filtrat verwendet

5,04 mg bzw. 3,34 mg der Chloroform/Ethanol-Fraktion (Herstel-
lung siehe 9.4.2) in 300 ul DMSO mittels Ultraschall und Proben-
schiittler gelost; langsam insgesamt 700 pl Pufferlosung PL 02

zugegeben

1,70 mg der Hexan/Diethylether-Fraktion zusammen mit 2,13 mg
der Chloroform/Ethanol-Fraktion (Herstellung siehe 9.4.2) in
300 pI DMSO mittels Ultraschall und Probenschiittler geldst;
langsam insgesamt 700 pl Pufferlosung PL 02 zugegeben; dabei
aufgetretene Triibung abfiltriert durch HPLC-Spritzenfilter S&S
Spartan 13 mm/0,2 pm RC; Filtrat verwendet
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9.1.1.7.5 Ligandenfischen aus Extrakten der Zwiebel von Allium sativum L.

Extraktlosung 1:

Extraktlosung 2:

2,74 mg ethanolisches Mazerat (Herstellung siehe 9.2.1.1) in 1 ml
Pufferlosung PL 02 geldst

2,54 mg ethanolischer Extrakt in 100 pl DMSO mit Hilfe von
Ultraschall und Probenschiittler geldst; tropfenweise Zugabe von

Pufferlosung PL 02 bis zu einem Gesamtvolumen von 1 ml (Her-

stellung siehe 9.2.1.2)

Extraktlosung 3:

frisch hergestellter wassriger Extrakt (Herstellung siehe 9.2.1.3)

Tab. 16: Pipettierschema Ligandenfischen aus verschiedenen Extrakten der Knoblauch-

zwiebel
Probe 28 28 29 29 30 30
Blind Blind Blind
TGT 50 ul/ - 50 ul/ - 50 ul/ -
800 800 800
pmol pmol pmol
Extraktlosung 1 100 ul | 100 pl - - - -
Extraktlosung 2 - - 100 pul | 100 pl - -
Extraktlosung 3 - - - - 100 ul | 100 pl
Pufferlosung (PL 02) 150l | 200 ul | 150 ul | 200 pl | 150 ul | 200 pl
Inkubationstemperatur 37°C | 37°C | 37°C | 37°C | 37°C | 37°C
Inkubationszeit 60 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min | 60 min
Filtrationsmethode U 01 U 01 U 03 U 03 U o1 U 01
Proben gelost in Anfangs- 20 pul 20 pul 20 pul 20 pul 20 pul 20 pul
bedingungen
HPLC-Methode K 04 K 04 K 04 K 04 K 04 K 04
zur Probenvermessung
Einspritzvolumen 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150
ul ul ul ul ul ul

9.1.1.7.6 Ligandenfischen aus einem Extrakt aus Chelidonii herba

Extrakt: Extract. Chelidonii sicc., bezogen von Caesar & Loretz GmbH,
Hilden, Ch.-B.: 70714455
Extraktlosung: 5,13 mg Extrakt in 500 pul Ethanol mit Hilfe von Ultraschall und

Probenschiittler gelost und mit Pufferlosung PL 02 auf 1 ml auf-
gefiillt; 100 pl dieser Losung mit 900 pl Pufferlésung PL 02 ver-

diinnt; Verdiinnung verwendet
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Tab. 17: Pipettierschema Ligandenfischen aus einem Chelidonii herba-Extrakt

Probe 31 31 Blind

TGT 53,3 ul /800 pmol -
Extraktlosung 100 pl 100 pl
Pufferlosung (PL 02) 146,7 ul 200 ul
Inkubationstemperatur 37 °C 37°C
Inkubationszeit 60 min 60min
Filtrationsmethode U 01 U 01
Proben gelost in Anfangsbedingungen 20 pl 20 pl
HPLC-Methode zur Probenvermessung K 06 K 06
Einspritzvolumen 1,4 ul 1,4 ul

9.1.1.7.7 Ligandenfischen aus einem Extrakt aus Crataegus-Arten

Extrakt: Crategi e fol. cum flor. spir. sicc., bezogen von Finzelberg GmbH

& Co. KG; Andernach, Ch.-B.: 98120590

Extraktlosung 1: 5,05 mg Extrakt in 1 ml Pufferlosung PL 02 unter Anwendung

von Ultraschall und Probenschiittler gelost

Extraktlosung 2:

Tab. 18: Pipettierschema Ligandenfischen aus einem Crataegus-Extrakt

1:1-Verdiinnung der Extraktlosung 1 mit Pufferlésung PL 02

Probe 32 32 Blind 33 33 Blind

TGT 50 ul/ - 50 ul/ -
800 pmol 800 pmol

Extraktlosung 1 100 pl 100 pl - -
Extraktlosung 2 - - 100 pl 100 pl
Pufferlosung (PL 02) 150 pl 200 pl 150 pl 200 pl
Inkubationstemperatur 37°C 37°C 37°C 37°C
Inkubationszeit 60 min 60 min 60 min 60 min
Filtrationsmethode U 01 U 01 U 01 U 01
Proben gelost in Anfangsbedingungen 20 ul 20 ul 20 ul 20 pl
HPLC-Methode K 04 + K 04 + K 04 K 04
zur Probenvermessung K 05 K 05
Einspritzvolumen 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 pl

9.1.1.7.8 Ligandenfischen aus einem Extrakt aus Millefolii herba

Extrakt:

Co. KG, Andernach, Ch.-B.: 98121215

Millefolii e herb. aquos. sicc., bezogen von Finzelberg GmbH &
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Extraktlosung 1: 5,03 mg bzw. 4,65 mg bzw. 5,24 mg Extrakt in 1 ml Pufferlosung
PL 02 unter Anwendung von Ultraschall und Probenschiittler ge-

16st; unlosliche Bestandteile abzentrifugiert; Uberstand verwendet

Extraktlosung 2: 1:1-Verdiinnung der Extraktlosung 1 mit Pufferlésung PL 02

Tab. 19: Pipettierschema Ligandenfischen aus einem Millefolii herba-Extrakt

Probe 34 34 Blind 35 35 Blind
TGT 50 ul/ 800 - 50 ul/ 800 -
pmol pmol

Extraktlosung 1 100 pl 100 pl - -

Extraktlosung 2 - - 100 pl 100 ul

Pufferlosung (PL 02) 150 pl 200 pl 150 pl 200 pl

Inkubationstemperatur 37°C 37°C 37°C 37 °C

Inkubationszeit 60 min bzw. | 60 min bzw. 60 min 60 min
90 min 90 min

Filtrationsmethode U 01 v o1 U o1 uo1

Proben gelost in An- 20 ul bzw. 20 ul bzw. 20 ul 20 ul

fangsbedingungen 40 pl 40 pl

HPLC-Methode K 04 K 04 K 04 K 04

zur Probenvermessung

Einspritzvolumen 0,150 ul bzw. | 0,150 pl bzw. 0,150 pl 0,150 ul
0,300 pl 0,300 pl

9.1.1.7.9 Ligandenfischen aus Opiumtinktur

Losung 1: 4,95 mg bzw. 2,82 mg getrocknete Opiumtinktur unter Zuhilfenahme von
Ultraschall und Probenschiittler in 1 ml Pufferlosung PL 02 gelost

Losung 2: 1:1-Verdiinnung der Losung 1 mit Pufferlésung PL 02
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Tab. 20: Pipettierschema Ligandenfischen aus Opiumtinktur

Probe 36 36 Blind 37 37 Blind

TGT 50 ul/ - 50 ul/ -
800 pmol 800 pmol
Losung 1 100 pl 100 pl - -
Losung 2 - - 100 pl 100 pl
Pufferlosung (PL 02) 150 pl 200 pl 150 pl 200 pl
Inkubationstemperatur 37°C 37°C 37°C 37°C
Inkubationszeit 60 min 60 min 60 min 60 min
bzw. bzw.
75 min 75 min

Filtrationsmethode U o1 U o1 U 01 v o1
Proben gelst in Anfangsbedingungen 20 ul 20 ul 20 ul 20 pl
HPLC-Methode zur Probenvermessung K 04 K 04 K 04 K 04
Einspritzvolumen 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 pl

9.1.1.7.10 Ligandenfischen aus Extrakten aus Quebracho cortex

Herstellung der Extrakte siche Abschnitt 9.2.2.1.

Extraktlosung 1:

1,05 mg des selektiven methanolischen Extraktes aus dem analyti-

schen Ansatz in 300 ul DMSO unter Einwirkung von Ultraschall

und mit Hilfe des Probenschiittlers geldst; anschlieend tropfen-

weise Zugabe von Pufferlosung PL 02 bis zu einem Gesamtvolu-

men von 1 ml; unlosliche Bestandteile abfiltriert durch HPLC-

Spritzenfilter S&S Spartan 13 mm/0,2 pm RC; Filtrat verwendet

Extraktlosung 2:

1,06 mg des selektiven Dichlormethanextraktes aus dem analyti-

schen Ansatz in 300 pl DMSO unter Einwirkung von Ultraschall

und mit Hilfe des Probenschiittlers geldst; anschlieend tropfen-

weise Zugabe von Pufferlosung PL 02 bis zu einem Gesamtvolu-

men von 1 ml; unlésliche Bestandteile abfiltriert durch HPLC-

Spritzenfilter S&S Spartan 13 mm/0,2 um RC; Filtrat verwendet
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Tab. 21: Pipettierschema Ligandenfischen aus Quebracho cortex-Extrakten

Probe 38 38 Blind 39 39 Blind
TGT 50 ul/ - 50 ul/ -

800 pmol 800 pmol

Extraktlosung 1 100 pl 100 pl - -
Extraktlosung 2 - - 100 pl 100 pl
Pufferlosung (PL 02) 150 pul 200 pl 150 pul 200 pl
Inkubationstemperatur 37°C 37°C 37°C 37°C
Inkubationszeit 60 min 60 min 60 min 60 min
Filtrationsmethode U 03 U 03 U 03 U 03
Proben gelost in Anfangsbedingungen 20 pl 20 pl 20 pl 20 ul
HPLC-Methode zur Probenvermessung K 04 K 04 K 04 K 04
Einspritzvolumen 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 pul

9.1.1.7.11 Ligandenfischen aus einem methanolischen Extrakt aus Rauwolfiae radix

Extrakt: Extraktgewinnung durch O. Wachsmuth; genaue Angaben dazu in

Literatur [103]

Extraktlosung 1: 4,96 mg des selektiven methanolischen Extraktes aus Rauwolfiae
radix unter Anwendung von Ultraschall und mit Hilfe des Proben-
schiittlers in 1 ml Pufferlosung PL 02 geldst; unlosliche Bestand-
teile abfiltriert durch HPLC-Membranfilter 3 mm/0,2 um (Roth);

Filtrat verwendet

Extraktlosung 2: 1:1-Verdiinnung der Extraktlosung 1 mit Pufferlosung PL 02

Tab. 22: Pipettierschema Ligandenfischen aus einem methanolischen Extrakt der Rau-

wolfiawurzel

Probe 40 40 Blind 41 41 Blind

TGT 50 ul/ - 50 ul/ -
800 pmol 800 pmol

Extraktlosung 1 100 pl 100 pl - -
Extraktlosung 2 - - 100 pl 100 pl
Pufferl6sung (PL 02) 150 pul 200 pl 150 pl 200 pl
Inkubationstemperatur 37°C 37°C 37°C 37°C
Inkubationszeit 60 min 60 min 60 min 60 min
Filtrationsmethode U o1 uo1 v o1 U 01
Proben gelost in Anfangsbedingungen 20 ul 20 pul 20 pul 20 ul
HPLC-Methode zur Probenvermessung K 04 K 04 K 04 K 04
Einspritzvolumen 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 pul
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9.1.1.7.12 Ligandenfischen aus einem Extrakt aus Urticae folium

Extrakt: Urticae e fol. aquos. sicc., bezogen von Finzelberg GmbH & Co.
KG, Andernach, Ch.-B.: 99120733

Extraktlosung: 5,25 mg des Trockenextraktes mit Hilfe von Ultraschall und Pro-
benschiittler in 300 ul DMSO gelost; langsame Zugabe von insge-
samt 500 pl Pufferlosung PL 02; Abzentrifugieren unloslicher Be-

standteile; Uberstand verwendet

Tab. 23: Pipettierschema Ligandenfischen aus einem Trockenextrakt aus Urticae folium

Probe 42 42 Blind

TGT 50 nl/ 800 -
pmol

Extraktlosung 100 pl 100 pl
Pufferlosung (PL 02) 150 pl 200 pl
Inkubationstemperatur 37 °C 37°C
Inkubationszeit 60 min 60 min
Filtrationsmethode U 03 U 03
Proben gelost in Anfangsbedingungen 20 pul 20 pul
HPLC-Methode zur Probenvermessung K 04 K 04
Einspritzvolumen 0,150 pl 0,150 pl

9.1.1.7.13 Ligandenfischen aus einem Extrakt aus Vitex agnus-castus L.

Extraktlosung 1: 5,36 mg des Extraktes mit Hilfe von Ultraschall und Proben-
schiittler in 500 pul Ethanol geldst; anschlieBend 500 ul Puffer-
16sung PL 02 zugesetzt; von dieser Losung 100 pl mit 900 pl Puf-

ferlosung PL 02 verdiinnt; Verdiinnung verwendet

Extraktlosung 2: 3,90 mg bzw. 3,56 mg des Extraktes in 100 ul Ethanol mit Hilfe
von Ultraschall und Probenschiittler geldst; beim tropfenweisen
Verdiinnen mit insgesamt 900 pl Pufferlosung PL 02 ausgefallene
Bestandteile mit HPLC-Spritzenfilter S&S Spartan 13 mm/0,2 uym
RC abgetrennt; Filtrat 1:1 mit Pufferlosung PL 02 verdiinnt; Ver-

diinnung verwendet

Extraktlosung 3: 100 pl des Filtrats, wie unter Extraktlosung 2 beschrieben, mit
900 pl Pufferlosung PL 02 verdiinnt




9 Experimenteller Teil 167

Tab. 24: Pipettierschema Ligandenfischen aus einem Vitex agnus-castus-Extrakt

Probe 43 43 44 44 45 45 46 46
Blind Blind Blind Blind
TGT 53,3 - 50 ul - 50 ul - 50 ul -
ul/ / 800 / 800 / 800
800 pmol pmol pmol
pmol
Extraktlosung 1 100 100 - - - - - -
ul ul
Extraktlosung 2 - - 100 100 - - - -
ul ul
Extraktlosung 3 - - - - 100 100 100 100

Pufferlosung (PL 02) | 146,7 | 200 150 | 200 150 | 200 150 | 200
ul ul ul ul ul ul ul ul

Inkubationstemperatur | 37 °C | 37°C | 37°C | 37°C | 37°C | 37°C | 37°C | 37°C

Inkubationszeit 60 60 75 75 75 75 60 60
min min min min min min min min

Filtrationsmethode Uo01 | UO1 | UO1I | UO |UOI | UOI | U0 U0

Proben gelost in 20l [ 20l | 20l | 20l | 20wl | 20 ul | 20 pul | 20 pl
Anfangsbedingungen

HPLC-Methode zur K06 | K06 | K04 | K04 | K04 | K04 | K04 | K04
Probenvermessung

Einspritzvolumen 1,4pl|1,4pul| 0,150 | 0,150 | 0,150 | 0,150 | 0,150 | 0,150

ul ul ul ul ul ul

9.1.1.7.14 Ligandenfischen mit verschiedenen Einzelsubstanzen

Methode 1

Substanzlosung 1: 0,85 mg Apigenin (Carl Roth KG, Karlsruhe) mit Hilfe von Ultra-
schall und Probenschiittler in 1 ml DMSO gelost; 50 ul dieser Lo-
sung mit weiteren 950 pl DMSO verdiinnt; 100 ul dieser Verdiin-
nung durch tropfenweise Zugabe von 900 pl PL 02 auf eine Api-
genin-Konzentration von 1,57 nmol/100 pul bei 10 %igem DMSO-
Anteil gebracht

Substanzlosung 2: 0,99 mg Apigenin (Carl Roth KG, Karlsruhe) mit Hilfe von Ultra-
schall und Probenschiittler in 1 ml DMSO gelost; 400 pl dieser
Losung mit weiteren 600 ul DMSO verdiinnt; 100 pl dieser Ver-
diinnung mit abermals 900 ul DMSO versetzt; von dieser Losung

100 pl mit 200 ul DMSO und 700 pl Pufferlosung PL 02 versetzt,




168 9 Experimenteller Teil

so dass in dieser verwendeten Losung eine Konzentration von

1,47 nmol/100 pl an Apigenin bei einem DMSO-Anteil von 30 %

resultierte

Tab. 25: Pipettierschema Ligandenfischversuche mit Apigenin

Probe 47 47 Blind 48 48 Blind

TGT 50 pl/ - 50 pl/ -
800 pmol 800 pmol

Substanzldsung 1 100 pl 100 pl - -
Substanzlosung 2 - - 100 pl 100 pl
DMSO 20 ul 20 pl - -
Pufferlosung (PL 02) 130 pl 180 pl 150 pl 200 pl
Inkubationstemperatur 37°C 37°C 37°C 37°C
Inkubationszeit 75 min 75 min 60 min 60 min
Filtrationsmethode U 03 U 03 U 03 U 03
Proben gelost in Anfangsbedingungen 20 pl 20 ul 20 ul 20 ul
HPLC-Methode zur Probenvermessung K 04 K 04 K 04 K 04
Einspritzvolumen 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 pl

Methode 2

Die verwendeten Alkaloide Ajmalin, Yohimbin, Reserpin und Rescinnamin wurden von
O. Wachsmuth aus Rauwolfiae radix isoliert. Eine genaue Beschreibung der Isolierung

befindet sich in Literatur [103].

Substanzlosung 1: 1,04 mg Ajmalin, 1,55 mg Yohimbin, 1,26 mg Reserpin und
1,2 mg Rescinnamin in je 1 ml DMSO mit Hilfe von Ultraschall
und Probenschiittler gelost; je 50 ul der Losungen von Ajmalin
und Yohimbin mit jeweils 950 ul DMSO und je 100 ul der Lo-
sungen von Reserpin und Rescinnamin mit jeweils 900 ul DMSO
verdiinnt; je 100 ul dieser Verdiinnungen mit je 900 ul Pufferlo-
sung PL 02 versetzt; davon Herstellung eines 1:1:1:1 Gemisches

(V:V:V:V) der Losungen; Gemisch verwendet

Substanzlosung 2: 1,07 mg Ajmalin, 1,92 mg Yohimbin, 1,19 mg Reserpin und
1,12 mg Rescinnamin in je 1 ml DMSO mit Hilfe von Ultraschall
und Probenschiittler geldst; je 500 pul der Ajmalin- und der Yo-
himbinlésung mit je 500 ul DMSO versetzt; je 100 pl dieser Ver-

diinnung mit je 600 pl DMSO und je 300 pl Pufferlosung PL 02
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verdiinnt; je 100 pl der Reserpin- und der Rescinnaminlésung mit
je 800 ul DMSO und je 100 ul Pufferlosung PL 02 versetzt; von
den jeweils letzten Verdiinnungsstufen Herstellung einer 1:1:1:1-
Mischung aus jeweils 100 pl versetzt mit 600 pul Pufferlosung PL

02, Gemisch verwendet

Tab. 26: Pipettierschema Ligandenfischen mit Alkaloiden aus Rauwolfiae radix

Probe 49 49 Blind 50 50 Blind

TGT 50 ul/ - 50 ul/ -
800 pmol 800 pmol

Substanzlosung 1 100 pl 100 pl - -
Substanzlosung 2 - - 100 pl 100 pl
DMSO 20 pl 20 pl - -
Pufferlosung (PL 02) 130 pl 180 pl 150 pl 200 pl
Inkubationstemperatur 37°C 37°C 37°C 37°C
Inkubationszeit 75 min 75 min 60 min 60 min
Filtrationsmethode U 03 U 03 U 03 U 03
Proben gelost in Anfangsbedingungen 20 ul 20 pul 20 pul 20 ul
HPLC-Methode zur Probenvermessung K 04 K 04 K 04 K 04
Einspritzvolumen 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 pl

Methode 3

Substanzlosung 1:

Substanzldsung 2:

1,82 mg bzw. 2,83 mg Desoxypeganin mit Hilfe von Ultraschall
und Probenschiittler in 1 ml Pufferlosung PL 02 gelost; Losung
mit Pufferlosung PL 02 auf eine Desoxypeganin-Konzentration
von 0,182 pug/100 ul (1,06 nmol/100 ul) bzw. 0,283 ug/100 ul
(1,65 nmol/100 pl) verdiinnt

3,13 mg Pegenon mit Hilfe von Ultraschall und Probenschiittler in
1 ml Pufferlosung PL 02 geldst; Losung mit Pufferlosung PL 02
0,313 pg/100 pul

auf  eine

(1,68 nmol/100 pl) verdiinnt

Pegenon-Konzentration  von
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Tab. 27: Pipettierschema Ligandenfischen mit Pegenon und Desoxypeganin

Probe 51 51 Blind 52 52 Blind

TGT 50 pl/ - 50 pl/ -
800 pmol 800 pmol

Substanzlosung 1 100 ul 100 pl - -
Substanzlosung 2 - - 100 pl 100 pl
Pufferlosung (PL 02) 150 pl 200 pl 150 pl 200 pl
Inkubationstemperatur 37°C 37°C 37°C 37°C
Inkubationszeit 60 min 60 min 60 min 60 min
Filtrationsmethode U o1 U o1 U 01 v o1
Proben gelst in Anfangsbedingungen 20 ul 20 ul 50 pl 50 pl
HPLC-Methode zur Probenvermessung K 04 K 04 K 04 K 04
Einspritzvolumen 0,150 ul | 0,150 ul | 0,300 ul | 0,300 pul

9.1.1.8 Ligandenfischversuche mit IGF-1-RTK
Die allgemeine Durchfiihrung der Versuche ist in Kapitel 5 ndher beschrieben. In Ab-

schnitt 9.1.1.3 sind genauere Angaben iiber das verwendete Protein aufgefiihrt. Die

hinsichtlich der Inkubationstemperatur, des Inkubationsmediums sowie der Inkubations-

zeit optimierten Parameter wurden Literatur [104] entnommen. Es erfolgte lediglich im

Verlaufe der Versuche eine Anpassung der Pufferzusammensetzung der Blindprobe an

die Probe im Gegensatz zu der in der oben genannten Literatur beschriebenen Zusam-

mensetzung.

9.1.1.8.1 Ligandenfischen aus Extrakten aus Centellae asiaticae herba

Extraktlosung 1:

Extraktlosung 2:

Extraktlésung 3:

3,96 mg des Dichlormethanextraktes aus Centellae asiaticae herba
gelost in 1 ml Kinase-Assay-Puffer (PL 03) mit Hilfe von Ultra-
schall und Probenschiittler; unlosliche Bestandteile abzentrifu-

giert; Uberstand verwendet

3,64 mg des Dichlormethanextraktes aus Centellae asiaticae herba
mit Hilfe von Ultraschall und Probenschiittler in 150 pl Ethanol
gelost; langsame Zugabe von insgesamt 850 pl Pufferlésung PL
durch HPLC-Spritzenfilter S&S  Spartan
13 mm/0,2 pum RC; Filtrat verwendet

03; Filtration

5,70 mg des Methanolextraktes aus Centellae asiaticae herba mit

Hilfe von Ultraschall und Probenschiittler in 1 ml Kinase-Assay-
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Puffer (PL 03) geldst; unlosliche Bestandteile abzentrifugiert; U-

berstand verwendet

Tab. 28: Pipettierschema Ligandenfischen aus Centellae asiaticae herba-Extrakten

Probe 53 53 54 54 55 55
Blind Blind Blind
IGF-1-RTK 200 pl/ - 200 pl/ - 200 pl/ -
400 400 400
pmol pmol pmol
Extraktlosung 1 100 pl 100 pl - - - -
Extraktlosung 2 - - 100 pl 100 pl - -
Extraktlosung 3 - - - - 100 pl 100 pl
Pufferlosung (PL 04) - 200 pl - 200 pl - 200 pl
Inkubationstemperatur | 30 °C 30 °C 30 °C 30 °C 30 °C 30 °C
Inkubationszeit 60min | 60min | 60min | 60min | 60 min | 60 min
Filtrationsmethode U 04 U 04 U 05 U 05 U 04 U 04
Proben gelost in 20 ul 20 pul 20 pul 20 pl 20 pul 20 pl
Anfangsbedingungen
HPLC-Methode K 04 K 04 K 04 K 04 K 04 K 04
zur Probenvermes-
sung
Einspritzvolumen 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 ul | 0,150 ul

9.1.1.8.2 Ligandenfischen aus Extrakten aus Liquiritiae radix

Extraktlosung 1:

Extraktlosung 2:

Extraktlosung 3:

3,67 mg des Dichlormethanextraktes aus Liquiritiae radix geldst
in 1 ml Kinase-Assay-Puffer (PL 03) mit Hilfe von Ultraschall
und Probenschiittler; unldsliche Bestandteile abzentrifugiert; U-

berstand verwendet

1,08 mg des Dichlormethanextraktes aus Liquiritiae radix mit
Hilfe von Ultraschall und Probenschiittler in 150 pl Ethanol ge-
16st; langsame Zugabe von insgesamt 850 pl Pufferlosung PL 03;
Filtration durch HPLC-Spritzenfilter S&S Spartan 13 mm/0,2 um
RC; Filtrat verwendet

4,67 mg bzw. 3,96 mg des Methanolextraktes aus Liquiritiae radix
mit Hilfe von Ultraschall und Probenschiittler in 1 ml Kinase-
Assay-Puffer (PL 03) geldst; unlosliche Bestandteile abzentrifu-

giert; Uberstand verwendet
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Tab. 29: Pipettierschema Ligandenfischen aus Liquiritiae radix-Extrakten

Probe 56 56 57 57 58 58
Blind Blind Blind
IGF-1-RTK 200 pl/ - 200 pl/ - 200 pl/ -
400 400 400
pmol pmol pmol
Extraktlosung 1 100 pl 100 pl - - - -
Extraktlosung 2 - - 100 pl 100 pl - -
Extraktlosung 3 - - - - 100 pl 100 pl
Pufferlosung (PL 04) - 200 pl - 200 pl - 200 pl
Inkubationstemperatur | 30 °C 30 °C 30 °C 30 °C 30 °C 30 °C
Inkubationszeit 60min | 60min | 60min | 60min | 60 min | 60 min
Filtrationsmethode U 05 U 04 U 05 U 05 U 04 U 04
Proben gelost in 20 pl 20 pl 20 pul 20 pl 20 pl 20 pul
Anfangsbedingungen
HPLC-Methode zur K 04 K 04 K 04 K 04 K 04 K 04
Probenvermessung
Einspritzvolumen 0,150 ul | 0,150 pl | 0,150 pl | 0,150 pl | 0,150 pl | 0,150 pl

9.1.1.8.3 Ligandenfischen aus Extrakten aus Lichen islandicus

Extraktlosung 1:

3,14 mg des Dichlormethanextraktes aus Lichen islandicus mit

Hilfe von Ultraschall und Probenschiittler in 150 ul Ethanol ge-

16st; langsame Zugabe von insgesamt 850 pl Pufferlosung PL 03;
Filtration durch HPLC-Spritzenfilter S&S Spartan 13 mm/0,2 uym

RC; Filtrat verwendet

Extraktlosung 2:

4,74 mg des Methanolextraktes aus Lichen islandicus mit Hilfe

von Ultraschall und Probenschiittler in 1 ml Kinase-Assay-Puffer

(PL 03) geldst; unldsliche Bestandteile abzentrifugiert; Uberstand

verwendet
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Tab. 30: Pipettierschema Ligandenfischen aus Lichen islandicus-Extrakten

Probe 59 59 Blind 60 60 Blind

IGF-1-RTK 200 pl/ 400 - 200 pl/ 400 -
pmol pmol

Extraktlosung 1 100 pl 100 pl - -
Extraktlosung 2 - - 100 pl 100 pl
Pufferlosung (PL 04) - 200 pl - 200 pl
Inkubationstemperatur 30 °C 30 °C 30 °C 30 °C
Inkubationszeit 60 min 60 min 60 min 60 min
Filtrationsmethode U 05 U 05 U 04 U 04
Proben gelost in An- 20 ul 20 pl 20 pl 20 ul
fangsbedingungen
HPLC-Methode K 04 K 04 K 04 K 04
zur Probenvermessung
Einspritzvolumen 0,150 pul 0,150 pul 0,150 pul 0,150 pul

9.1.1.8.4 Ligandenfischen aus Opiumtinktur

Losung: 4,69 mg des nach Abrotieren des Losungsmittels verbliebenen
Riickstandes der Tinktur geldst in 1 ml Kinase-Assay-Puffer (PL
03) mit Hilfe von Ultraschall und Probenschiittler; unlosliche Be-

standteile abzentrifugiert; Uberstand verwendet

Tab. 31: Pipettierschema Ligandenfischen aus Opiumtinktur

Probe 61 61 Blind
IGF-1-RTK 200 pl /400 pmol -
Losung 100 pl 100 pl
Pufferlosung (PL 04) - 200 pl
Inkubationstemperatur 30 °C 30 °C
Inkubationszeit 60 min 60 min
Filtrationsmethode U 05 U 05
Proben gelost in Anfangsbedingungen 20 pul 20 pul
HPLC-Methode zur Probenvermessung K 04 K 04
Einspritzvolumen 0,150 pl 0,150 pl

9.1.1.8.5 Ligandenfischen aus einem Extrakt aus Passiflorae herba

Extrakt: Passiflorae e herb. sicc.; Finzelberg GmbH & Co. KG; Ander-
nach, Ch.-B.: 99120349
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Extraktlosung: 4,66 mg mit Hilfe von Ultraschall und Probenschiittler in 1 ml
Pufferlosung PL 03 geldst; unldsliche Bestandteile abzentrifu-

giert; Uberstand verwendet

Tab. 32: Pipettierschema Ligandenfischen aus einem Passiflorae herba-Extrakt

Probe 62 62 Blind
IGF-1-RTK 200 pl /400 pmol -
Extraktlosung 100 pl 100 pl
Pufferl6sung (PL 04) - 200 pl
Inkubationstemperatur 30 °C 30 °C
Inkubationszeit 60 min 60 min
Filtrationsmethode U 05 U 04
Proben gelost in Anfangsbedingungen 100 pl bzw. 20 pl 100 pl bzw. 20 pl
HPLC-Methode zur Probenvermessung K 04 K 04
Einspritzvolumen 0,750 ul bzw. 0,750 ul bzw.

0,150 pl 0,150 pl

9.1.1.8.6 Ligandenfischen aus einem selektiven Dichlormethanextrakt aus der Rinde

von Prunus africana (HOOK. F.) KALKM.

Extrakt: Extraktgewinnung durch S. Schleich; genaue Angaben dazu in
Literatur [102]
Extraktlosung: 3,77 mg des Dichlormethanextraktes aus der Rinde von Prunus

africana (HOOK. F.) KALKM. geldst in 150 pl Ethanol mit Hilfe
von Ultraschall und Probenschiittler; langsame Zugabe von insge-
samt 850 pl Pufferlésung PL 03; Filtration durch HPLC- Spritzen-
filter S&S Spartan 13 mm/0,2 pm RC; Filtrat verwendet
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Tab. 33: Pipettierschema Ligandenfischen aus einem Extrakt der Rinde von Prunus
africana (HOOK. F.) KALM.

Probe 63 63 Blind
IGF-1-RTK 200 pl /400 pmol -
Extraktlosung 100 pl 100 pl
Pufferlosung (PL 04) - 200 pl
Inkubationstemperatur 30 °C 30 °C
Inkubationszeit 60 min 60 min
Filtrationsmethode U 05 U 05
Proben gelost in Anfangsbedingungen 20 pul 20 pl
HPLC-Methode zur Probenvermessung K 04 K 04
Einspritzvolumen 0,150 pl 0,150 pl

9.1.1.8.7 Ligandenfischen aus selektiven Extrakten aus Quebracho cortex sowie deren

Fraktionen

Methode 1

Extraktlosung 1:

Extraktlosung 2:

Extraktlosung 3:

Extraktlosung 4:

4,88 mg des selektiven Wasserextraktes aus dem analytischen
Ansatz mit Hilfe von Ultraschall und Probenschiittler gelost in
I ml Kinase-Assay-Puffer PL 03; unlosliche Bestandteile ab-

zentrifugiert; Uberstand verwendet

5,25 mg, 4,62 mg, 436 mg, 1,04 mg, 0,47 mg, 1,07 mg bzw.
0,51 mg des selektiven Methanolextraktes aus dem analytischen
Ansatz mit Hilfe von Ultraschall und Probenschiittler geldst in
1 ml Kinase-Assay-Puffer PL 03; unlésliche Bestandteile ab-

zentrifugiert; Uberstand verwendet

5,05mg, 4,60mg bzw. 5,17mg des selektiven Methanol-
Wasserextraktes aus dem analytischen Ansatz mit Hilfe von
Ultraschall und Probenschiittler geldst in 1 ml Kinase-Assay-
Puffer PL 03; unldsliche Bestandteile abzentrifugiert; Uberstand

verwendet

2,61 mg des selektiven Dichlormethanextraktes aus dem analyti-
schen Ansatz mit Hilfe von Ultraschall und Probenschiittler gelost
in 1 ml Kinase-Assay-Puffer PL 03; unlosliche Bestandteile ab-

zentrifugiert; Uberstand verwendet
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Methode 2

Extraktlosung 1:

Extraktlosung 2:

Extraktlosung 3:

Extraktlosung 4:

Gesamtmenge an Fraktion 4 des selektiven Methanolextraktes aus
Quebracho cortex aus analytischem Ansatz mit Hilfe von Ultra-
schall und Probenschiittler in 330 ul Kinase-Assay-Puffer (PL 03)
geldst; unldsliche Bestandteile abzentrifugiert; Uberstand verwen-

det

Gesamtmenge an Fraktion 5 des selektiven Methanolextraktes aus
Quebracho cortex aus analytischem Ansatz mit Hilfe von Ultra-
schall und Probenschiittler in 330 ul Kinase-Assay-Puffer (PL 03)
geldst; unldsliche Bestandteile abzentrifugiert; Uberstand verwen-

det

Gesamtmenge an Fraktion 6 des selektiven Methanolextraktes aus
Quebracho cortex aus analytischem Ansatz mit Hilfe von Ultra-
schall und Probenschiittler in 330 ul Kinase-Assay-Puffer (PL 03)
geldst; unlosliche Bestandteile abzentrifugiert; Uberstand verwen-

det

Gesamtmenge an Fraktion 7 des selektiven Methanolextraktes aus
Quebracho cortex aus analytischem Ansatz mit Hilfe von Ultra-
schall und Probenschiittler in 330 ul Kinase-Assay-Puffer (PL 03)
geldst; unlosliche Bestandteile abzentrifugiert; Uberstand verwen-

det
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Tab. 35: Pipettierschema Ligandenfischen aus Fraktionen des selektiven Methanolex-
traktes aus Quebracho cortex

Probe 70 70 71 71 72 72 73 73
Blind Blind Blind Blind
IGF-1-RTK 200 - 200 - 200 - 200 -
ul/ ul/ ul/ ul/
400 400 400 400
pmol pmol pmol pmol
Extraktlosung 1 100 100 - - - - - -
ul ul
Extraktlosung 2 - - 100 100 - - - -
ul ul
Extraktlosung 3 - - - - 100 100 - -
ul ul
Extraktlosung 4 - - - - - - 100 100
ul ul
Pufferlosung (PL 04) - 200 - 200 - 200 - 200
ul ul ul ul
Inkubationstemperatur | 30 °C | 30°C | 30°C | 30°C | 30°C [ 30°C | 30°C | 30°C
Inkubationszeit 60 60 60 60 60 60 60 60
min | mn | min | min | min | min | min | min
Filtrationsmethode U04 | U04 [ U04 | UO4 | UO4 | UO4 | U004 | UOA4
Proben gelost in 20l | 20l [ 20l | 20l | 20wl | 20 pl | 20 pl | 20 pl
Anfangsbedingungen
HPLC-Methode zur K04 | K04 | K04 | K04 | K04 | K04 | K04 | K04
Probenvermessung
Einspritzvolumen 0,150 | 0,150 | 0,150 | 0,150 | 0,150 | 0,150 | 0,150 | 0,150
ul ul ul ul ul ul ul ul

9.1.1.8.8 Ligandenfischen aus einem Trockenextrakt aus Solanum dulcamara L.

Extrakt: Dulcamarae e stip. sicc.; Finzelberg GmbH & Co. KG; Ander-
nach, Ch.-B.: 99120044

Extraktlosung: 5,01 mg des Extraktes mit Hilfe von Ultraschall und Proben-
schiittler gelost in 1 ml Kinase-Assay-Puffer (PL 03); unlésliche

Bestandteile abzentrifugiert; Uberstand verwendet
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Tab. 36: Pipettierschema Ligandenfischen aus einem Trockenextrakt aus Bittersiifstdn-

geln

Probe 74 74 Blind
IGF-1-RTK 200 pl/400 pmol -
Extraktlosung 100 pl 100 pl
Pufferlosung (PL 03) - 200 pl
Inkubationstemperatur 30 °C 30 °C
Inkubationszeit 60 min 60 min
Filtrationsmethode U 04 U 04
Proben gelost in Anfangsbedingungen 20 pul 20 pl
HPLC-Methode zur Probenvermessung K 04 K 04
Einspritzvolumen 0,150 pl 0,150 pl

9.1.2  Chromatographie
9.1.2.1 HPLC-Gerite

Kapillar-HPLC

Gerdit: Waters CapLC mit integriertem Autosampler und Probenrack fiir
48 Vials (Total recovery vial, 12 x 32 mm mit Schraubdeckel und
PTFE / Silicon-Septum), PDA-Detektor mit Lichtleitertechnologie,
Séulenofen und Vici-Injetionsventil mit 10 pl Dosierschleife. Pum-
pensystem aus drei Pumpen, die jeweils aus zwei alternierend for-

dernden Spritzenpumpen aufgebaut sind.

Datenverarbeitung: Dell OptiPlex GX 100 mit Intel Celeron-Prozessor und Micromass

MassLynx NT Software Version 3.5.

Drucker: Epson Stylus Color 600

Konventionelle analytische HPLC

Pumpensysteme: ~ Waters MSDS 600
Waters 600E

Controller: Waters 600
Waters 600 E

Detektor: Photodiodenarraydetektor Waters 991
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Injektionsventil: ~ Rheodyne 7125 (200 bzw. 300 pl Dosierschleife)

Datenverarbeitung: NEC PowerMate 386/25 mit Waters Software 991
Plantron 386 mit Waters Software 991

Drucker: Waters 5200 Printer Plotter

Fraktionssammler: Gilson Abimed Fraction Collector, Model 202

Priaparative HPLC

Pumpensysteme: =~ Waters Prep LC 4000 System

Waters 2000 System

Controller: Waters 4000
Waters 2000
Detektor: Photodiodenarraydetektor Waters 990

Injektionsventil: ~ Rheodyne 77251 (5100 bzw. 5148 ul Dosierschleife)
Datenverarbeitung: NEC PowerMate2 mit Waters Software 991

Drucker: Waters 990 Plotter
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9.1.2.2 Ubersicht iiber die verwendeten kapillaren (K) und analytischen (A)

HPLC-Systeme

Nr. | Stationére Phase Mobile Phase Fluss Detektor/
Detektion
K 01 | Macherey&Nagel A: Acetonitril/0,05% TFA 5,0 PDA: A=
Nucleosil 100 B: Wasser/0,0425% TFA pl/min | 200 — 400 nm
CI8-HD, 3 um, Isokratisch: 5% A, 95% B
150 x 0,3 mm
K 02 | Macherey&Nagel A: Acetonitril/0,05% TFA 5,0 PDA: A=
Nucleosil 100 B: Wasser/0,0425% TFA pl/min | 200 — 400 nm
C18-HD, 3 pm, Gradient: linear
150 x 0,3 mm Zeit [min] | A [%] | B [%]
0 5 95
70 78 22
104 95 5
114 95 5
124 5 95
144 5 95
K 03 | Macherey&Nagel A: Acetonitril/0,05% TFA 5,0 PDA: A=
Nucleosil 100 B: Wasser/0,0425% TFA pl/min | 200 — 400 nm
C18-HD, 3 pm, Gradient: linear
150 x 0,3 mm Zeit [min] | A [%] | B [%]
0 5 95
50 37 63
70 70 30
80 95 5
90 95 5
100 5 95
120 5 95
K 04 | Macherey&Nagel A: Acetonitril/0,05% TFA 5,0 PDA: A=
Nucleosil 100 B: Wasser/0,0425% TFA pl/min | 200 — 400 nm
C18-HD, 3 pm, Gradient: linear
150 x 0,3 mm Zeit [min] | A [%] | B [%]
0 5 95
80 98 2
90 98 2
110 5 95
170 5 95
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Nr. | Stationére Phase Mobile Phase Fluss Detektor/
Detektion
K 05 | Macherey&Nagel A: Acetonitril/0,05% TFA 5,0 PDA: L=
Nucleosil 100 B: Wasser/0,0425% TFA pl/min | 200 — 400 nm
C18-HD, 3 pum, Gradient: linear
150 x 0,3 mm Zeit [min] | A [%] | B [%]
0 5 95
50 37 63
70 70 30
80 95 5
90 95 5
110 5 95
170 5 95
K 06 | Macherey&Nagel A: Acetonitril/0,05% TFA 5,0 PDA: A=
Nucleosil 100 B: Wasser/0,0425% TFA pl/min | 200 — 400 nm
C18-HD, 3 pm, Gradient: linear
150 x 0,3 mm Zeit [min] | A [%] | B [%]
0 5 95
35 40 60
64 98 2
74 98 2
84 5 95
113 5 95
K 07 | Macherey&Nagel A: Acetonitril/0,05% TFA 5,0 PDA: L=
Nucleosil 100 B: Wasser/0,0425% TFA pl/min | 200 — 400 nm
C18-HD, 3 pum, Gradient: linear
150 x 0,3 mm Zeit [min] | A [%] | B [%]
0 5 95
35 40 60
64 98 2
74 98 2
79 5 95
98 5 95
K 08 | Macherey&Nagel A: Acetonitril/0,05% TFA 5,0 PDA: A=
Nucleosil 100 B: Wasser/0,425% TFA pl/min | 200 — 400 nm
C18-HD, 3 pm, Gradient: linear
150 x 0,3 mm Zeit [min] | A [%] | B [%]
0 5 95
80 95 5
90 95 5
100 5 95
120 5 95
A 01 | Macherey&Nagel | A: Methanol/0,1% HCOOH 1,0 PDA: A=
Nucleosil 50-5 B: Wasser/0,1% HCOOH ml/min | 200 — 400 nm
CI8 EC Isokratisch: 32% A, 68% B

250 x 4,6 mm
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Nr. | Stationire Phase Mobile Phase Fluss Detektor/
Detektion
A 02 Merck A: Methanol/0,15% HCOOH 1,0 PDA: A=
Lichrospher 60 B: Wasser/0,15% HCOOH ml/min | 200 — 400 nm
RP Select B, Isokratisch: 29% A, 71% B
S um
250 x 4 mm
A 03 Merck A: Methanol/0,15% HCOOH 0,8 PDA: A=
Lichrospher 60 B: Wasser/0,15% HCOOH ml/min | 200 — 400 nm
RP Select B, Isokratisch: 15% A, 85% B
5 um
250 x 4 mm
A 04 Merck A: Methanol/0,15% HCOOH 0,72 PDA: A=
Lichrospher 60 B: Wasser/0,15% HCOOH ml/min | 200 — 400 nm
RP Select B, Isokratisch: 15% A, 85% B
S um
250 x 4 mm
A 05 Merck A: Methanol/0,15% HCOOH 1,0 PDA: A=
Lichrospher 60 B: Wasser/0,15% HCOOH ml/min | 200 — 400 nm
RP Select B, Isokratisch: 22% A, 78% B
5 um
250 x 4 mm
A 06 Merck A: Methanol/0,15% HCOOH 1,0 PDA: A=
Lichrospher 60 B: Wasser/0,15% HCOOH ml/min | 200 — 400 nm
RP Select B, Isokratisch: 25% A, 75% B
S um
250 x 4 mm
A 07 Merck A: Methanol/0,15% HCOOH 1,0 PDA: A=
Lichrospher 60 B: Wasser/0,15% HCOOH ml/min | 200 — 400 nm
RP Select B, Isokratisch: 30% A, 70% B
S um
250 x 4 mm
A 08 | Macherey&Nagel A: Acetonitril/0,1% TFA 1,0 PDA: A=
Nucleodur C18 B: Wasser/0,1% TFA ml/min | 200 — 400 nm
Gravity, 5 um Isokratisch: 10% A, 90% B
CC 250 x 4 mm
A 09 | Macherey&Nagel A: Acetonitril/0,1% TFA 1,0 PDA: A=
Nucleodur C18 B: Wasser/0,1% TFA ml/min | 200 — 400 nm
Gravity, 5 um Isokratisch: 13% A, 87% B
CC 250 x 4 mm
A10 Merck A: Acetonitril/0,1% TFA 0,72 PDA: A=
Lichrospher 60 B: Wasser/0,1% TFA ml/min | 200 — 400 nm
RP Select B, Isokratisch: 25% A, 75% B
5 um

250 x 4 mm
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9.1.2.3 Ubersicht iiber die verwendeten priparativen HPLC-Systeme
Nr. | Stationiire Phase Mobile Phase Fluss Detektor/
Detektion
P 01 | Macherey&Nagel | A: Methanol/0,1% HCOOH 20,0 PDA: L=
Nucleodur 100-5 B: Wasser/0,1% HCOOH ml/min | 200 — 400 nm
CI8 EC Isokratisch: 30% A, 70% B
VP 250 x 21 mm
P 02 Merck A: Methanol/0,15% HCOOH 28,0 PDA: A=
Lichrospher 60 B: Wasser/0,15% HCOOH ml/min | 200 — 400 nm
RP Select B, Isokratisch: 26% A, 74% B
15 pym
250 x 25 mm
P 03 Merck A: Methanol/0,15% TFA 28,0 PDA: A=
Lichrospher 60 B: Wasser/0,15% TFA ml/min | 200 — 400 nm
RP Select B, Gradient: Stufengradient
I5 um Zeit [min] | A [%] | B [%]
250 x 25 mm 0 15 85
165 15 85
183 16,5 83,5
200 18,3 81,7
205 100 0
220 100 0
P 04 Merck A: Methanol/1,0% HCOOH 28,0 PDA: A=
Lichrospher 60 B: Wasser/1,0% HCOOH ml/min | 200 — 400 nm
RP Select B, Isokratisch: 15% A, 85% B
15 um
250 x 25 mm
P 05 Merck A: Methanol/0,15% HCOOH 28,0 PDA: A=
Lichrospher 60 B: Wasser/0,15% HCOOH ml/min | 200 — 400 nm
RP Select B, Gradient: linear
15 pm Zeit [min] | A [%] | B [%]
250 x 25 mm 0 22 78
95 22 78
100 100 0
110 100 0
P 06 Merck A: Methanol/0,15% HCOOH 28,0 PDA: A=
Lichrospher 60 B: Wasser/0,15% HCOOH ml/min | 200 — 400 nm
RP Select B, Gradient: linear
15 um Zeit [min] | A [%] | B [%]
250 x 25 mm 0 25 75
76 25 75
81 100 0
91 100 0
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Nr. | Stationiare Phase Mobile Phase Fluss Detektor/
Detektion
P07 Merck A: Methanol/0,15% HCOOH 28,0 PDA: A=
Lichrospher 60 B: Wasser/0,15% HCOOH ml/min | 200 — 400 nm
RP Select B, Gradient: linear
15 pm Zeit [min] | A [%] | B [%]
250 x 25 mm 0 30 70
76 30 70
81 100 0
86 100 0
P 08 | Macherey&Nagel A: Acetonitril/0,1% TFA 28,0 PDA: A=
Nucleodur C18 B: Wasser/0,1% TFA ml/min | 200 — 400 nm

Gravity, 5 um Isokratisch: 10% A, 90% B
VP 250 x 21 mm

P 09 | Macherey&Nagel A: Acetonitril/0,1% TFA 28,0 PDA: A=
Nucleodur C18 B: Wasser/0,1% TFA ml/min | 200 — 400 nm
Gravity, 5 um Isokratisch: 13% A, 87% B

VP 250 x 21 mm

P10 Merck A: Acetonitril/0,1% TFA 28,0 PDA: A=
Lichrospher 60 B: Wasser/0,1% TFA ml/min | 200 — 400 nm
RP Select B, Isokratisch: 25% A, 75% B
15 pm
250 x 25 mm
P 11 | Macherey&Nagel | A: Hexan/0,1% DEA 100 PDA: A=
Kieselgel 60, B: Diethylether/0,1% DEA ml/min | 200 — 400 nm

15-25 pm C: Methanol/0,1% DEA
in Merck Prepbar- | D: Wasser/0,1% DEA

Edelstahl- E: Gradient (Curve)
kartusche Table 1
400 x 100 mm Zeit | A | B C ) D IE
) [min] | [%] | [%] | [%] | [%]
Probenzone: 0 0010 0 01>
ca. 1 cm 50 [ 0 [100] 0] 0 |6
Trennbett: 490 0 100] 0 |9
ca. 35 cm Ab min 200 Abbruch und
Sprung in Table 2
Table 2
Zeit A B C D E
[min] | [%] | [%] | [%] | [%]
0 0 99 1 0 -
100 0 98 2 0 6
490 0 96 4 0 7
540 0 90 10 0 7
600 0 0 100 0 6
660 0 0 100 0 6
680 0 0 0 100 | 6
720 0 0 0 100 | 6
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9.1.2.4 Verwendete Losungsmittel

Fiir die Kapillar-HPLC wurden Lésungsmittel der Firma Merck in LiChrosolv® Gra-
dient Grade-Qualitit verwendet. Die flir die konventionelle und priparative HPLC
verwendeten Losungsmittel der Firmen Merck, Promochem und Baxter hatten ebenfalls

Gradient Grade-Qualitét.

Wasser flir die HPLC wurde {iber eine mit demineralisiertem Wasser gespeiste
Reinstwasseranlage Seralpur PRO 90 C der Firma Seral mit Bakterienmembranfilter
Supor DCF™ CHS92DE, 0,2 um (Fa. Gelman Sciences) gewonnen. Die Leitfahigkeit

des Wassers lag bei Entnahme unter 0,1 pS/cm.

9.1.3  Spektroskopische Methoden

9.1.3.1 NMR-Spektroskopie

Zur Aufnahme der Spektren wurde ein JEOL Eclipse+ 500 (500 MHz) Spektrometer
verwendet. Die Werte der chemischen Verschiebung sind in ppm angegeben und bezie-
hen sich auf die d-Skala. Die Kalibrierung erfolgte auf das Losungsmittelsignal. Wurden
Losungsmittel verwendet, die in 'H-Spektren kein Signal geben, wurde TMS zugegeben

und auf dieses Signal geeicht. Die Kopplungskonstanten sind in Hertz (Hz) angegeben.

Folgende Abkiirzungen wurden verwendet:

s = Singulett d = Dublett t = Triplett
q = Quartett sext = Sextett m = Multiplett
dd = Dublett eines Dubletts ddd = Dublett von Dubletts vom Dublett

br = breites Signal

Die mathematische Bearbeitung und die Auswertung der Spektren erfolgte mit dem

Programm JEOL Delta der JEOL (Germany) GmbH, Eching, Version 4.3.1.

Fiir die zum Einsatz gekommenen NMR-Experimente verwendeten Abkiirzungen sind

nachfolgend aufgelistet:
'H-NMR vollstindig gekoppeltes 'H-NMR-Spektrum
BC-NMR breitbandentkoppeltes ?C-NMR-Spektrum

COSY Correlation Spectroscopy
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HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Coherence
HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation
APT Attached Proton Test

9.1.3.2 Massenspektroskopie
Die Messungen erfolgten mit einem doppelfokussierenden (EBE-Geometrie) VG Au-

tospec-Massenspektrometer der Firma Micromass. Die Aufldsung betrug 5000.

9.1.4  Weitere analytische Methoden

9.1.4.1 Schmelzpunktbestimmung
Die Schmelzpunkte wurden mit einem Heiztischmikroskop HM-LUX der Firma Leitz,

gemessen und sind unkorrigiert in °C wiedergegeben.

9.2 Herstellung der Pflanzenextrakte

9.2.1 Allium sativam L.
Verschiedene Extrakte der Zwiebel von Allium salivum L. haben sich bei Untersuchun-
gen an Shigellen als antibiotisch wirksam erwiesen [86]. Daher wurden Extrakte nach

den in dieser Literatur [86] beschriebenen Extraktionsverfahren hergestellt.

9.2.1.1 Herstellung eines ethanolischen Mazerates aus dem Pulver der Zwiebel

20 g eines Pulvers der Knoblauchzwiebel (Bulbus Allii sativi plv., Caesar & Loretz
GmbH, Hilden, Ch.-B.: 23888472) wurden mit 50 %igem Ethanol versetzt und abge-
deckt bei Raumtemperatur unter gelegentlichem Umriihren stehen gelassen. Nach sieben
Tagen wurde das gewonnene Mazerat zunédchst durch Zentrifugation (Sigma 3E-1,
4000 U/min, 20 min) von groberen unloslichen Bestandteilen befreit. Die Klarfiltration
des Uberstandes erfolgte mittels eines Filtrationsgerites (S&S mit Glasfaserfritte) und
Glasfaserfilter (Whatman GF/F 0,7 pum, @ 47 mm) unter Anlegen von Unterdruck
(Membranpumpe ABM 3 EKF 63 cx-4). Das Filtrat wurde am Rotavapor unter vermin-
dertem Druck bei etwa 40 °C im Wasserbad bis zur Trockne eingeengt und an der Ol-
pumpe unter Vakuum nachgetrocknet. Die Ausbeute an getrocknetem Extrakt betrug

9,88 g. Dies entspricht 49,4 % der eingesetzten Pulvermasse.
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9.2.1.2 Herstellung eines ethanolischen Extraktes aus der frischen Zwiebel

Fiir die Extraktbereitung wurden die Zwiebeln des weilen Knoblauches (Herkunftsland:
Spanien, Ajos Bravos, NRS 2115196/V, 41520 EL Viso, L-00-11-54) verwendet. 20,1 g
der geschilten Zwiebeln wurden mit 100 ml 50 %igem Ethanol in einem handelsiibli-
chen Standmixer mit Glaskrug (Moulinex Deutschland GmbH, Q 50-Turbo-Blender,
400 W, 1,25 1-Glaskrug) in 5 min bei Stufe 2 zerkleinert. Nach Uberfiihrung der Masse
in einen Erlenmeyerkolben erfolgte die weitere Zerkleinerung mit einem Ultra-Turrax
(Jahnke & Kunkel IKA-Werk; Typ T45 mit Werkzeug SS0N-G45M) unter Eiskiihlung.
Die Abtrennung unldslicher Bestandteile erfolgte durch Zentrifugation (Sigma 3E-1,
4000 U/min, 20 min) und anschlieBende Filtration des Uberstandes mittels eines Filtra-
tionsgerdtes (S&S mit Glasfaserfritte) und Glasfaserfilter (Whatman GF/F 0,7 pm,
@ 47 mm) unter Anlegen von Unterdruck (Membranpumpe ABM 3 EKF 63 cx-4). Der
Riickstand der Zentrifugation wurde erneut mit 100 ml 50 %igem Ethanol wie eben
beschrieben behandelt. Nach Vereinigung der erhaltenen Filtrate wurden diese am Rota-
vapor unter vermindertem Druck bei etwa 40 °C im Wasserbad bis zur Trockne einge-
engt und an der Olpumpe unter Vakuum nachgetrocknet. Die Ausbeute an getrocknetem

Extrakt betrug 5,04 g. Dies entspricht 25,1 % der eingesetzten Pflanzenmasse.

9.2.1.3 Herstellung eines wiissrigen Extraktes aus der frischen Zwiebel

Zur Herstellung dieses Extraktes wurde dieselbe Charge der in Abschnitt 9.2.1.2 be-
schriebenen Knoblauchzwiebeln verwendet. 101,9 g der geschélten Zwiebeln wurden
zusammen mit 100 ml bidemineralisiertem Wasser in einem handelsiiblichen Standmi-
xer mit Glaskrug (Moulinex Deutschland GmbH, Q 50-Turbo-Blender, 400 W, 1,25 I-
Glaskrug) in 5 min bei Stufe 2 zerkleinert. Die erhaltene Knoblauchmasse wurde durch
ein Koliertuch aus Baumwolle filtriert. Das erhaltene Filtrat wurde zur Beseitigung von
Schwebstoffen fiir 20 min einer Zentrifugation bei 2000 U/min und anschlieBend fiir
10 min bei 4000 U/min (Digifuge, Heraeus) unterzogen. Der Uberstand wurde durch
Spritzenvorsatzfilter (WiCom Opti-Flow, 0,45 um, regenerierte Cellulose) filtriert. Das
Filtrat fand in den zu dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen ohne vorherige

Trocknung umgehende Verwendung.
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9.2.2  Aspidosperma quebracho-blanco SCHLECHT.

9.2.2.1 Selektive Extrakte im analytischen Mafistab

Die von der Caesar & Loretz GmbH, Hilden, bezogene, geschnittene Rinde der Pflanze,
Cortex Quebracho conc. DAC 1999, Ch.-B.: 10703052, wurde in einer handelsiiblichen,
elektrischen Kaffeemiihle (Tchibo ,,Aroma Garant) mit der Zerkleinerungsstufe 3
gemahlen. 49,5 g der gemahlenen Rinde wurden in einem Erlenmeyerkolben in 200 ml
n-Hexan mittels eines Ultra-Turrax (Jahnke & Kunkel IKA-Werk; Typ T45 mit Werk-
zeug S50N-G45M) unter Eiskiihlung weiter zerkleinert. Die Suspension wurde an-
schlieBend mittels einer Porzellanfilternutsche (@ 90 mm) durch einen Filter (S&S,
RefNo: 300109, 589> Weifband, @ 90 mm) unter Anlegung eines mit einer Membran-
pumpe (ABM (Greiffenberger Antriebstechnik GmbH, Marktredwitz), Typ: 3EKF63cx-
4) erzeugten Unterdrucks filtriert. Der Riickstand wurde in den Kolben zuriick gefiihrt
und abermals mit 200 ml n-Hexan wie oben beschrieben behandelt. Der nach erneuter
Filtration erhaltene Riickstand wurde wiederum mit 200 ml n-Hexan wie beschrieben
ausgezogen und die erhaltene Suspension filtriert. Die vereinigten Filtrate wurden noch
einmal mittels eines Filtrationsgerdtes mit Glasfaserfritte (S&S) durch einen Filter
engerer Porenweite (Glasfaservorfilter, Whatman, GF/F, 0,7 pm, @ 47 mm in Kombina-
tion mit S&S Membranfilter, RC58, 0,2 um, @ 47 mm) ebenfalls unter Anlegung eines
Unterdrucks (Membranpumpe, ABM (Greiffenberger Antriebstechnik GmbH, Markt-
redwitz), Typ: 3EKF63cx-4) filtriert. Das nunmehr erhaltene Filtrat wurde am Rotava-
por unter vermindertem Druck bei etwa 40 °C im Wasserbad bis zur Trockne eingeengt

und an der Olpumpe unter Anlegen eines Vakuums nachgetrocknet.

Mit dem Riickstand des mit n-Hexan behandelten Rindenmaterials wurde nun drei Mal
mit je 200 ml Dichlormethan nach der gleichen Art und Weise verfahren, wie bereits mit
n-Hexan beschrieben. Das resultierende Filtrat dieses selektiven Dichlormethanextraktes
wurde ebenfalls am Rotavapor unter vermindertem Druck bei etwa 40 °C im Wasserbad
bis zur Trockne eingeengt und an der Olpumpe unter Anlegen eines Vakuums nachge-

trocknet.

Der aus der Behandlung mit Dichlormethan verbliebene Riickstand wurde nun sechs
Mal einer Behandlung mit je 200 ml Methanol unterzogen. Die dabei verwendete Ver-

fahrensweise war dieselbe, wie schon beim Auszug des Rindenmaterials mit n-Hexan



190 9 Experimenteller Teil

beschrieben. Das resultierende Filtrat dieses selektiven Methanolextraktes wurde eben-
falls am Rotavapor unter vermindertem Druck bei etwa 40 °C im Wasserbad bis zur

Trockne eingeengt und an der Olpumpe unter Anlegen eines Vakuums nachgetrocknet.

Der nun folgende Auszug des aus der vorangegangenen Behandlung mit Methanol
verbliebenen Riickstandes des Drogenmaterials wurde, wie beim Auszug mit n-Hexan
beschrieben, drei mal mit je 200 ml eines 1:1-Gemisches aus Methanol und Wasser
ausgezogen. Auch dieses resultierende Filtrat des selektiven Methanol-Wasserextraktes
wurde am Rotavapor unter vermindertem Druck bei etwa 40 °C im Wasserbad bis zur

Trockne eingeengt und an der Olpumpe unter Anlegen eines Vakuums nachgetrocknet.

Abschlieend wurde der nun verbliebene Riickstand mit 200 ml Wasser in der gleichen
Art und Weise, die schon bei Auszug mit den anderen Losungsmitteln beschrieben

wurde, behandelt und getrocknet.

Der Auszug mit dem entsprechenden Losungsmittel erfolgte solange, bis das erhaltene

Filtrat nicht mehr oder nur noch leicht gefarbt war.

Tab. 37: Ausbeute der selektiven Extraktion von Quebracho cortex in analytischem

Mapstab
Selektiver Extrakt Verwendetes | Auswaage Ausbeute
Losungsmittel- [mg] [% der eingesetzten
volumen [ml] Drogenmenge]
n-Hexan 600 99,10 0,20
Dichlormethan 600 186,56 0,38
Methanol 1200 1287,65 2,60
Methanol/Wasser = 50/50 600 952,50 1,93
Wasser 200 257,17 0,52
Gesamt 3200 2782,98 5,63

9.2.2.2 Selektive Extrakte im priparativen Malistab

Fiir die Herstellung von selektiven Extrakten aus Quebracho cortex in diesem Mafstab
musste eine groflere Menge der Droge beschafft werden (Quebracho cortex conc. DAC,
Ch.-B./Lot: 2283/6500017, bezogen von der KMF Laborchemie Handels-GmbH). Die
Droge sollte mittels einer Durchflussextraktion ausgezogen werden. Dazu wurde die
geschnittene Rinde in einer handelstiblichen, elektrischen Kaffeemiihle (Tchibo ,,Aroma
Garant*) mit der Zerkleinerungsstufe 1 gemahlen. 3268 g der gemahlenen Droge wur-

den in Portionen zu je etwa 500 g mit jeweils 1,5 | n-Hexan bzw. einmal etwa 250g mit
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750 ml n-Hexan mit Hilfe eines Ultra-Turrax (Jahnke & Kunkel IKA-Werk; Typ T45
mit Werkzeug S50N-G45M) in einem 4-1-Rundkolben unter Eiskiihlung weiter zerklei-

nert.

Das so erhaltene Homogenisat wurde in eine beidseitig unter bzw. iiber der Droge mit
einer diinnen Schicht aus Seesand (Roth, reinst, mit Sdure gereinigt) und mit Stahlfritten
(Riickhaltevermogen 2 um) verschlossenes Stahlrohr, bestehend aus zwei miteinander
verbundenen  Edelstahlkartuschen (Merck Prepbar, jeweilige Abmessungen:
400 x 100 mm, Saulenvolumen 3150 ml) gefiillt und erschopfend mit Elutionsmitteln
steigender Polaritdt unter Zuhilfenahme einer HPLC-Pumpe extrahiert. n-Hexan und
Dichlormethan wurden dabei von unten nach oben durch das Pflanzenmaterial gepumpt.
Fiir die dann folgenden Elutionsmittel wurde die FlieBrichtung gewechselt. Die Flussra-
te lag bei maximal 10 ml/min. Die mit den einzelnen Ldsungsmitteln erzielten Eluate
wurden getrennt gesammelt, am Rotavapor unter vermindertem Druck und bei etwa
40 °C im Wasserbad vom Losungsmittel befreit, an der Olpumpe unter Vakuum nachge-

trocknet und gewogen.

Tab. 38: Ausbeute der selektiven Extraktion von Quebracho cortex in prdparativem

Mapstab
Elutionsmittel Durchfluss- Ausbeute | Ausbeute [% der einge-
volumen [} Ig] setzten Drogenmenge]|
n-Hexan 19,0 9,44 0,29
Dichlormethan 49,5 90,08 2,76
Methanol 33,7 63,80 1,95
Methanol/Wasser = 50/50 49,7 62,50 1,91
Wasser 28,8 14,70 0,45
Gesamtvolumen 187,0 240,52 7,36

9.2.3  Centella asiatica (L.) URBAN

Das von der Caesar & Loretz GmbH, Hilden, bezogene, geschnittene Kraut der Pflanze,
Centellae asiaticae herba conc., Ch.-B.: 02509222, wurde in einer handelsiiblichen,
elektrischen Kaffeemiihle (Tchibo ,,Aroma Garant) mit der Zerkleinerungsstufe 1
gemahlen. Die gemahlene Droge wurde in zwei Portionen a4 2 g geteilt und in Zentrifu-
gengliser gefiillt. Auf die eine Portion wurden 7 ml Dichlormethan, auf die andere 7 ml
Methanol gegeben und jeweils fiir 2 x 2 min mit einem Ultraschallstab (Banson, Soni-

fier 250, Constant, Duty Cycle, Output Control = 4) behandelt. Unlosliche Bestandteile
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wurden abzentrifugiert (Heraeus, Digifuge, 3000 U/min, 25 min) und der jeweilige
Uberstand anschlieBend abpipettiert. Die verbliebenen Riickstinde wurden mit 5 ml
Dichlormethan bzw. 5 ml Methanol versetzt, mit dem Ultraschallstab erneut fiir
2 x 2 min behandelt, unlsliche Bestandteile wurden abzentrifugiert, Uberstinde abpi-
pettiert und mit den zuvor erhaltenen Uberstéinden vereinigt. Die Riickstinde wurden ein
zweites Mal mit je 5 ml des entsprechenden LoOsungsmittels versetzt und wie zuvor
beschrieben behandelt. Die vereinigten Uberstinde wurden am Rotavapor bei etwa
40 °C im Wasserbad und unter vermindertem Druck bis zur Trockne eingeengt und an

der Olpumpe unter Stickstoffkiihlung nachgetrocknet und anschlieBend gewogen.

9.2.4  Cetraria islandica L.

Die von der Caesar & Loretz GmbH, Hilden, bezogene, geschnittene Droge der Pflanze,
Lichen islandicus conc. DAB 9, Ch.-B.: 70519527, wurde in einer handelsiiblichen,
elektrischen Kaffeemiihle (Tchibo ,,Aroma Garant*) mit der Zerkleinerungsstufe 1
gemahlen. Mit der gemahlenen Droge wurde ebenso wie mit dem gemahlenen Kraut
von Centella asiatica (L.) URBAN (9.2.3) verfahren. Es wurden 44,15 mg an Methanol-

extrakt und 11,29 mg an Dichlormethanextrakt erhalten.

9.2.5 Glycyrrhiza glabra L.

Je 2 g der von der Caesar & Loretz GmbH, Hilden, bezogenen, gepulverten Droge der
Wurzel der Pflanze, Radix Liquiritiae mundat. Plv. Sbt., Ch.-B.: 22040182, wurden
gleichermallen wie die des gemahlenen Wassernabelkrautes (9.2.3) behandelt. Die

Ausbeute an methanolischem Extrakt betrug 137,17 mg, die an Dichlormethanextrakt

7,52 mg.

9.2.6 Papaver somniferum L. ssp. somniferum

Die Tinktur wurde aus Opium, dem getrockneten Milchsaft der angeschnittenen, unrei-
fen Friichte von Papaver somniferum L. ssp. somniferum hergestellt. Nach Mazeration
des Opiums mit 70 %igem Ethanol bei Raumtemperatur {iber 3 Tage unter gelegentli-
chem Riihren wurde der Ansatz filtriert. Das aufgefangene Filtrat wurde am Rotavapor

unter vermindertem Druck und bei ca. 40 °C im Wasserbad bis zur Trockne eingeengt.
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9.2.7

Der fiir die Versuche zu der vorliegenden Arbeit verwendete Extrakt wurde durch Ab-

Vitex agnus-castus L.

ziehen des Losungsmittels am Rotavapor bei vermindertem Druck und ca. 40 °C im

Wasserbad aus dem Fertigarzneimittel Castufemin N (Ardeypharm GmbH, Herdecke,

Ch.-B.: 810230) gewonnen.

9.3

Verwendete Trockenextrakte

Tab. 39: Ubersicht iiber die verwendeten Trockenextrakte

Stammpflanze

Extraktbezeichnung

Bezugsquelle

Achillea millefolium L.

Millefolii e herb. aquos.
sicc., Ch.-B.: 98121215

Finzelberg GmbH & Co. KG,
Andernach

Chelidonium majus L.

Extract. Chelidonii sicc.,
Ch.-B.: 70714455

Caesar & Loretz GmbH,
Hilden

Crataegus monogyna
JACQ. emend. LINDM.
bzw. Crataegus laevigata
(POIR.) DC

Crategi e fol. cum flor.
spir. sicc., Ch.-B.:
98120590

Finzelberg GmbH & Co. KG;
Andernach

Passiflora incarnata L.

Passiflorae e herb. sicc.,
Ch.-B.: 99120349

Finzelberg GmbH & Co. KG;
Andernach

Solanum dulcamara L.

Dulcamarae e stip. sicc.,
Ch.-B.: 99120044

Finzelberg GmbH & Co. KG;
Andernach

Urtica dioica L. bzw. Urti-

Urticae e fol. aquos.

Finzelberg GmbH & Co. KG,

caurens L. Andernach

sicc., Ch.-B.: 99120733

9.4 Bearbeitung verschiedener Extrakte und Isolierung von
Reinsubstanzen
9.4.1 Bearbeitung des Trockenextraktes aus Passiflorae herba

Zunidchst wurden priparative HPLC-Trennungen des Trockenextraktes (Passiflorae e
herb. sicc., Ch.-B.: 99120349, Finzelberg, Andernach) mit einer VP 250/21 Nucleodur
100-5 C18 EC — HPLC-Séule (Macherey&Nagel) nach analytischer Optimierung der
Trennbedingungen (AO1) durchgefiihrt. Als mobile Phase diente eine Mischung aus
30 % Methanol und 70 % Wasser unter Zusatz von 0,1 % Ameisensdure (PO1). Es wur-
den insgesamt 8 g des methanolischen Trockenextraktes in 160 ml einer Mischung aus
Methanol/Wasser = 50/50 mit Hilfe von Ultraschall geldst, filtriert (Filtrationsgerdt S&S
GV 050/1; Glasfaser-Vorfilter S&S GF92, & 40 mm; Membranfilter S&S RC 58,

0,2 pm, @ 47 mm; Pumpe Vacuubrand) und in Mengen zu je 5 ml eingespritzt. Die
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erhaltenen 12 Fraktionen wurden am Rotavapor unter vermindertem Druck und bei etwa
40 °C im Wasserbad bis zur Trockne eingeengt. Dabei wurde Toluol eingesetzt, um die
Ameisensdure aus der Probe zu entfernen und somit ein zu saures Milieu zu vermeiden.
Die Proben wurden an der Olpumpe unter Anlegen eines Vakuums nachgetrocknet,

gewogen und kapillarchromatographisch auf ihre Zusammensetzung untersucht (K03).

Die Trennungen brachten allerdings nicht die gewiinschten Ergebnisse hinsichtlich der
Menge der isolierten Substanzen. Deshalb wurde das chromatographische System um-
gestellt, indem die stationdre Phase durch Lichrospher 60 RP Select B (Merck) ersetzt
wurde. Die analytische Optimierung erfolgte zundchst nach Methode A02. Nach Upsca-
ling der Methode auf den priparativen Maf3stab wurden 15,2 g Extrakt in 61 Trennun-
gen mit Methode P02 in 15 Fraktionen getrennt. Dazu wurde der Trockenextrakt in
304 ml einer Mischung aus 25 % Methanol und 75 % Wasser unter Zusatz von 0,15 %
Ameisensdure im Ultraschallbad geldst und anschlieBend filtriert (Filtrationsgerdt S&S
GV 050/1; Glasfaser-Vorfilter S&S GF92, @ 40 mm; Membranfilter S&S RC 58,
0,2 pm, @ 47 mm; Pumpe Vacuubrand). Der Verlust an Extrakt durch die Filtration
betrug 4,4 %. Die erhaltenen 15 Fraktionen wurden am Rotavapor unter vermindertem
Druck und bei etwa 40 °C im Wasserbad unter Toluolzusatz bis zur Trockne eingeengt,

an der Olpumpe unter Anlegen eines Vakuums nachgetrocknet und gewogen.

Die erhaltenen Fraktionen wurden kapillarchromatographisch auf Anwesenheit der aus

dem Gesamtextrakt gefischten Verbindung tiberpriift (K03).
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Tab. 40: Ubersicht iiber die mit der préiparativen Trennung erhaltenen Fraktionen

Fraktion Auswaage [mg]| Ausbeute
[% der eingesetzten Extraktmenge]
1 14294,0 94,0
2 362,8 2,4
3 168,9 1,1
4 2254 1,5
5 137,5 0,9
6 273.,8 1,8
7 228.,5 1,5
8 174,7 1,1
9 199,2 1,3
10 126.,4 0,8
11 288,8 1,9
12 2183 1,4
13 102,5 0,7
14 319.7 2,1
15 1417,0 9,3
Gesamt 18537,5 129,0

9.4.1.1 Isolierung von Reinsubstanzen aus den Fraktionen des Trockenextraktes

Die Fraktionen 6, 7, 11, 12 und 14 aus der im vorherigen Abschnitt beschriebenen pra-

parativen Trennung wurden mit Hilfe weiterer priparativer RP-chromatographischer

Methoden und teilweise anschlieBender Umkristallisierung bis zur Reinheit des entspre-

chenden Flavonoids nachgetrennt. Die Reinheit konnte mit analytischen HPLC-

Verfahren bestitigt werden.

Tab. 41 gibt einen Uberblick iiber die durchgefiihrten Trennschritte.




9 Experimenteller Teil

196

UJIOM

-Iun 3 199 93e ],
71 10 Z[idsuonesi|
-[eISIIY] Wi 93e[I0 A
STe JaSSeAN W
UonesI[[eIsLry] usap
-UQJTUONRIJ ISUTd
pun 1sQ193 (A/A) 1:T

REI O
-I[[essIwn O, § 19q

= JOSSB A\ /[OUBIDIN puogaI[yosuE pun JQISI[[eISLIJWN
sne Junyosi Iould LA 199 (A/A) T'1 LY 199 (A/A) T:1
[W G‘QT UI 9SIOM | = IOSSBA\/[OUBYIOIN | = JOSSBAN/[OUBIDIN
-uoydon (Sw £/°¢S) sne (Sw ¢6°6¢) sne (3w 6¢°1S)
) - | 0/11 uonyeyiayur) | {[/L0 UOLNRIHIAUN) | /90 UONNRLLIdU[) | UONBSI[RISLINU)
Vv
Sunuuail-OTdH
aaneredead
OCH/HO?IN 0L/0€ OCTH/HOPIN SL/ST ¢-1 OCH/HO°IN ¢8/S1T OTH/HOIN ¢8/S1T OTH/HOIN InJ uonyelrq
[W £ ul SIPUBIS[[OA | [UWE T UL IPUBIS[[OA | [W ¢ Ul SIPUBIS[[OA | [W G UL FIPUBIS[[OA | [UWI G UL FIPUBIS[[OA Iop SunsQ
v
SPOYI_N-D1dH
L0d 90d S0d | (uoSunuuai] 9) 04 | (wdSunuuaiy /) €0d aaneredeig
V SPOYIvIA
=D 1dH 41
LOV 90V SOV OV cov | -ndo yosnAeuy
148 (4! 11 L 9 uonye.aq

BYDAIXH-Dq LY NE&Q%%%EH\ SND ap10UOAD] ] AP MQEkN.QQWN a1p Aoqn ﬁxb@&%@b N




197

9 Experimenteller Teil

Bw g‘61) (zueysqng 12SAIp
(8w $4°98) (1) prsoon3 (Bw 86°8) (Bw [°07) (3w 9g°g1) | oSeeMSNY) ZUw)s
(7) wIxoNAO0S] | -g-0-, T-UIXNAOS] (€) urxaNA (¥) prsoyeyos (§) prsoyyeyosos] -qQng 94ID10S]
d
Sunuuail-OTdH
JOSSBM W T°L aaneredead
L8/E1 = pun [oUBYIN InJ v Sunuuaij,
JOSSB A /[1IIUO}OY [w g°7 ur 3sQ[o3 -O1dH U2A1}
[w LT ur 380193 Sipues[joa (3w -eredeid 10p sne
(8w L7) Srpugisfioa €°97) 1/L0 uomyexy uonyelLIUN
“ | S0/Z1 uonyeyIUN - | -191un) sne 9[[eISLIY - 1op Sunso
d
SPOYIRIN-D1IdH
= | (uaSunuuai], €) 60 d - | (udSunuuai], ¢) 80d - aaneredeig
d POy
-D1dH 211
) 60 V - 80V - | -ndo yosnijeuy
141 4! I /4 9 uonye.q




198 9 Experimenteller Teil

9.4.2 Bearbeitung des Trockenextraktes aus Solanum dulcamara L.
Die Bearbeitung erfolgte in Anlehnung an die in Literatur [141] beschriebene Vorge-

hensweise.

20,0 g eines Trockenextraktes aus den Stingeln von Solanum dulcamara L. (Dulcamarae
e stip. sicc., Finzelberg GmbH & Co. KG, Andernach, Ch.-B.: 99120044) wurden mit
100 ml bidemineralisiertem Wasser versetzt und unter stindigem Riihren einer
I5miniitigen Ultraschallbehandlung ausgesetzt. Unlosliche Bestandteile wurden an-
schlieend innerhalb von 20 min bei 5000 U/min abzentrifugiert (Zentrifuge: Sigma 3E-
1), der Uberstand abpipettiert und der Riickstand erneut mit 100 ml bidemineralisiertem
Wasser in gleicher Art und Weise wie zuvor behandelt. Der nun erhaltene Riickstand
wurde noch ein drittes Mal ebenso mit 100 ml bidemineralisiertem Wasser behandelt.
Die erhaltenen hellbraunen, klaren Uberstinde wurden vereinigt und 13 Mal mit je
100 ml eines 1:1-Gemisches aus n-Hexan und Diethylether ausgeschiittelt. Die organi-

sche Phase farbte sich dabei griin.

Die verbliebene wissrige Phase wurde mit Kaliumcarbonat (Merck, reinst) auf pH 9,5
eingestellt und anschlieBend 30 mal mit je 100 ml eines 2:1-Gemisches aus Chloroform
und Ethanol ausgeschiittelt, bis die anfangs stark gelb gefarbte organische Phase nur
noch eine leichte Farbung aufwies. Beim jeweiligen Eingielen der organischen in die
wissrige Phase trat in der wassrigen Phase ein hellbrauner Niederschlag auf, der jedoch

mit steigender Anzahl an Ausschiittelungen weniger wurde.

Die nunmehr verbliebene wissrige Phase, wie auch die organische Phase wurden mit
der Dragendorff-Reaktion auf das Vorhandensein von Alkaloiden iiberpriift. Beide

Fraktionen zeigten eine positive Reaktion.

In Vorversuchen hatte sich gezeigt, dass eine Abtrennung der Alkaloide aus der alkali-
sierten, wassrigen Phase durch Niederschlagsbildung mit Methanol moglich ist. Deshalb
wurde ein Niederschlag mit zunéchst 400 ml Methanol aus der wéssrigen Phase gebil-
det. Dieser hellbraune Niederschlag wurde mittels eines Biichner-Trichters und eines
Glasfaserfilters (Whatman GF/D, 3 pm, © 10 cm) unter Anlegen eines Unterdruckes
(Membranpumpe Vacuubrand MZ20/2.4) abgetrennt. Zum Filtrat wurde erneut Metha-

nol zugegeben und der entstandene Niederschlag wiederum durch Filtration abgetrennt.
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Dies geschah solange, bis keine weitere Niederschlagsbildung mehr auftrat. Das ver-
bliebene Filtrat wurde mittels Biichner-Trichter und Glasfaserfilter (Whatman GF/F,
0,7 pm, © 10 cm) unter Anlegen eines Unterdruckes (Membranpumpe Vacuubrand
MZ20/2.4) und anschlieBend mittels eines Filtrationsgerites mit Glasfaserfritte (S&S)
durch einen Membranfilter (S&S RC58, 0,2 um, @ 47 mm) mit einem aus Glasfaser
bestehenden Vorfilter (Whatman GF/F 0,7 um, @ 47 mm) ebenfalls unter Anlegen eines
Unterdruckes (Membranpumpe Vacuubrand MZ20/2.4) klarfiltriert. Die verbliebene

wissrige Phase zeigte keine positive Dragendorff-Reaktion mehr.

Die Niederschlige wurden durch Waschen der Filter in bidemineralisiertem Wasser
vereinigt. Dabei abgeloste Filterfasern wurden mittels eines Filtrationsgerétes mit Glas-
faserfritte (S&S) durch einen Membranfilter (S&S RCS58, 0,2 pm, @ 47 mm) mit einem
aus Glasfaser bestehenden Vorfilter (Whatman GF/F 0,7 um, @ 47 mm) ebenfalls unter
Anlegen eines Unterdruckes (Membranpumpe Vacuubrand MZ20/2.4) von der Losung

abgetrennt.

Der anfangs in Wasser unlosliche Anteil des Trockenextraktes wurde nun mit 100 ml
Methanol unter Behandlung im Ultraschallbad ausgezogen. Die auch in Methanol unlds-
lichen Bestandteile wurden anschlieBend durch eine 20miniitige Zentrifugation (Zentri-
fuge: Sigma 3E-1) bei 4000 U/min abgetrennt. Nach Abpipettieren des braungriinen
Uberstandes wurde der verbliebene Riickstand erneut mit 100 ml Methanol in gleicher
Art und Weise ausgezogen. Mit dem jeweils verbliebenen Riickstand wurde noch zwei

Mal mit je 100 ml Methanol ebenso verfahren. Die Uberstinde wurden vereinigt.

Die erhaltenen Fraktionen wurden am Rotavapor unter vermindertem Druck bei etwa
40 °C im Wasserbad vom jeweiligen Losungsmittel befreit und an der Olpumpe unter

Anlegen eines Vakuums nachgetrocknet.



200 9 Experimenteller Teil

Tab. 42: Massenverteilung nach Fraktionierung des methanolischen Trockenextraktes
aus Dulcamarae stipites

Fraktion Auswaage | Ausbeute [% des eingesetzten
[g] Trockenextraktes]
Hexan/Diethylether-16sliche Fraktion 0,14 0,70
Chloroform/Ethanol-16sliche Fraktion 2,40 12,00
Methanolisch-wissrige Phase 14,02 70,10
Niederschlag mit Methanol 5,19 25,95
Methanol-16sliche Fraktion 0,62 3,10
Methanol-unldsliche Fraktion 0,15 0,75
Gesamt 22,52 112,60

9.4.3 Bearbeitung des selektiven Dichlormethanextraktes aus Quebracho cortex

Die Herstellung des verwendeten Extraktes ist in Abschnitt 9.2.2.2 beschrieben.

9.4.3.1 Analytische Entwicklung einer geeigneten extrographischen Methode
Zunichst musste der selektive Dichlormethanextrakt aus Quebracho cortex auf Kiesel-
gel aufgezogen werden. Dazu wurden 2,0 g des selektiven Dichlormethanextraktes aus
Quebracho cortex in 800 ml Dichlormethan unter Behandlung im Ultraschallbad gelost.
Nach Zugabe von 10,0 g Kieselgel (Merck Si 60, 63 — 200 um) zu dieser Losung und
erneuter Behandlung im Ultraschallbad unter langsamer Drehung des Kolbens bis zur
deutlichen Authellung der iiberstehenden Losung wurde das Losungsmittel am Rotava-
por bei leicht vermindertem Druck und ca. 40 °C im Wasserbad wieder abgezogen.
Dabei entstand ein trockenes, leicht rieselfdhiges Material, wobei das Extrakt-
Kieselgelverhiltnis 1:5 betrug (2,0 g selektiver Dichlormethanextrakt in 12,0 g aufgezo-
genem Extrakt).

Fiir die analytische Entwicklung der Extrographie wurden zwischen 300 und 600 mg
des aufgezogenen Extraktes verwendet, was einer reinen Extraktmenge an selektivem

Extrakt von 50 — 100 mg entsprach.

Der auf Kieselgel aufgezogene Extrakt wurde dazu in eine bereits mit einer diinnen
Schicht aus feinem Kieselgel (Macherey&Nagel Kieselgel 60, 15 — 25 um) befiillten
Edelstahlkartusche (250 x 10 mm) gefiillt. Die weitere Befiillung erfolgte mit feinem
Kieselgel in diinnen Schichten, wobei jede Schicht durch Andruck mit einem Stampf-
werkzeug geeigneten Durchmessers komprimiert wurde. Dies fiihrte zu einer méglichst

dichten und homogenen Packung der Séule.
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Die an beiden Enden mit Stahlfritten und HPLC-Saulenkopfen verschlossene Kartusche
wurde nun in FlieBrichtung an eine HPLC-Anlage angeschlossen. Zundchst wurde
solange n-Hexan bzw. n-Hexan/DEA durch die Sdule gepumpt, bis keine Luftblasen
mehr austraten. Nach nun folgendem Anschluss des Sdulenausgangs an den Detektor
wurde das jeweilige Gradientenprogramm gestartet. Nach mehrmaliger Durchfiihrung
der hier beschriebenen Extrographie unter Anwendung verschiedener Gradienten konnte
ein geeigneter Gradient gefunden werden. Zur Ermittlung dieses geeigneten Gradienten
wurden wihrend der durchgefiihrten Extrographien Fraktionen im 10-min-Rhythmus
gesammelt (Gilson Abbimed Fraction Collector, Model 202), an der SpeedVac (Speed-
Vac-Concentrator SVC 100 H, Firma Bachofer) getrocknet, in je 1 ml Dichlormethan
wieder aufgenommen und kapillarchromatographisch (Methode K 04) vermessen. Die
erhaltenen Chromatogramme wurden bezugnehmend auf die mit dem Ligandenfischen
mit IGF-1-RTK erhaltenen Chromatogramme hinsichtlich der gefischten Substanzen
ausgewertet. Eine weitere Optimierung der Gradientenextrographie erfolgte dann hin-
sichtlich einer besonders guten Abtrennung dieser Substanzen. Der optimierte Gradient

wurde auf die dann folgende priparative Gradientenextrographie iibertragen.

9.4.3.2 Priparative Gradientenextrographie

Ausgehend von den in Abschnitt 9.4.3.1 beschriebenen, optimierten Parametern wurden
16,0 g des selektiven Dichlormethanextraktes aus Quebracho cortex in insgesamt
6400 ml Dichlormethan mit Hilfe von Ultraschall in einem Rundkolben gelost. Zu
dieser Losung wurden insgesamt 80 g Kieselgel (Merck Si 60, 63 — 200 um) gegeben.
Unter Ultraschallbehandlung bei langsamer Drehung des Kolbens sowie nachfolgender
langsamer Entfernung des Losungsmittels am Rotavapor bei geringfiigig vermindertem

Druck und ca. 40 °C im Wasserbad wurde der Extrakt auf das Kieselgel aufgezogen.

Der aufgezogene Extrakt wurde in eine modifizierte Edelstahlkartusche (Merck Prepbar,
400 x 100 mm) mit variablem Saulenkopf gegeben, die bereits am unteren Ende mit
einer diinnen Schicht aus feinem Seesand (Roth, reinst, mit Sdure gereinigt) und einer
diinnen Schicht aus feinem Kieselgel (Macherey&Nagel Kieselgel 60, 15 — 25 pm)
gefullt war.

Die weitere Befiillung der Sdule mit Kieselgel (Macherey&Nagel Kieselgel 60, 15 —

25 um) erfolgte in Analogie zu den analytischen Ansdtzen mit einem geeigneten
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Stampfwerkzeug. Um eine mdglichst homogene Kieselgelpackung zu erzeugen, wurde
zusétzlich wihrend des Fiillvorgangs mit Hilfe einer 4-Kammer-Membranpumpe ein
Unterdruck angelegt. Die Sdule wurde bis etwa 3 cm unter den Sdulenrand gefiillt,
wobei eine diinne Schicht aus feinem Seesand den Abschluss bildete. Nach Entfernen
von Kieselgelresten am Sdulenrand wurde die Kartusche mit dem variablen Sdulenkopf
verschlossen und der Anpressdruck an der Millimeterskala des Sdulenkopfes auf eine

Eintauchtiefe von 41 mm justiert.

Die Sdule wurde in FlieBrichtung langsam mit 99,9 % n-Hexan / 0,1 % DEA geflutet,
bis keine Luftblasen mehr am oberen Siulenende austraten. Das dabei aufgefangene

Eluat wurde spiter mit Fraktion 1 vereinigt.

Vor Beginn des Gradientenprogramms wurde die Flussrate innerhalb von 15 min lang-
sam auf den Endwert von 100 ml/min gesteigert. Nach anschlieend erfolgtem Start des
Gradientenprogramms wurde die Trennung iiber einen Zeitraum von 920 min durchge-

fiihrt (P 11).

Die Verwendung von Diethylether erforderte als besondere Sicherheitsmaflnahme die
Erdung der 25-1-Vorratsbehélter fiir die mobile Phase, der Kapillaren, der HPLC-

Pumpen und der Séule.
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Tab. 43: Ergebnisse der priparativen Gradientenextrographie des selektiven Dichlor-
methanextraktes aus Quebracho cortex

Fraktion Retentionszeit Auswaage [mg] Ausbeute [% des ein-
[min] gesetzten Extraktes]

1 0-28 4,38 0,03
2 28-43 200,42 1,25
3 43-71 413,01 2,58
4 71-99 354,33 2,21
5 99-127 93,01 0,58
6 127-153 31,91 0,20
7 153-181 4491 0,28
8 181-210 77,40 0,48
9 210-237 47,09 0,29
10 237-263 59,28 0,37
11 263-291 126,38 0,79
12 291-307 103,95 0,65
13 307-329 154,09 0,96
14 329-349 181,78 1,14
15 349-375 233,32 1,46
16 375-387 86,93 0,54
17 387-397 56,12 0,35
18 397-425 140,28 0,88
19 425-453 42,61 0,27
20 453-478 117,88 0,74
21 478-500 120,19 0,75
22 500-516 113,70 0,71
23 516-536 164,93 1,03
24 536-556 141,69 0,89
25 556-580 147,42 0,92
26 580-600 96,08 0,60
27 600-608 36,11 0,23
28 608-630 99,81 0,62
29 630-656 91,47 0,57
30 656-678 93,87 0,59
31 678-700 107,54 0,67
32 700-714 59,25 0,37
33 714-738 99,98 0,62
34 738-756 236,80 1,48
35 756-777 748,08 4,68
36 777-801 6140,0 38,38
37 801-830 4527,0 28,29
38 830-858 885,03 5,53
39 858-879 429,89 2,69
40 879-900 1807,44 11,30
41 900-920 311,64 1,95

Gesamt 0-920 19026,97 118,92
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9.4.3.3 Isolierung von Substanzen aus den Extrographiefraktionen

Die Isolierung und Identifizierung von Aspidospermin (6) gelang aus den vereinigten
Fraktionen 14 — 16 der priparativen Gradientenextrographie. Dazu wurden die Fraktio-
nen in 10 ml Acetonitril gelost. Dabei bildete sich iiber einem beigen, unloslichen Be-
standteil ein dunkelbrauner Uberstand. Die Abtrennung erfolgte durch Filtration mittels
eines Filtrationsgerdtes mit Glasfaserfilter (S&S) durch einen Membranfilter (S&S
RC58, 0,2 um, @ 47 mm). Filtrat und Riickstand wurden am Rotavapor unter vermin-
dertem Druck und bei ca. 40 °C im Wasserbad vom Losungsmittel befreit. Das Filtrat
wurde erneut mit wenig Acetonitril versetzt. Der wiederum nicht 16sliche Riickstand
wurde wie oben beschrieben durch Filtration abgetrennt. Um eine moglichst vollsténdi-
ge Abtrennung des Aspidospermins (6) zu erreichen, wurde so lange wie beschrieben
verfahren, bis auch nach Stehenlassen iiber zehn Stunden bei Raumtemperatur in der
Acetonitrillosung des Filtrates keine unloslichen Bestandteile mehr zu erkennen waren.
Die Riickstinde wurden vereinigt und ebenso wie das verbliebene Filtrat kapillarchro-
matographisch tliberpriift (K 04). Durch anschlieende fraktionierende Kristallisation des
Riickstandes aus Acetonitril/Dichlormethan (3:10 = V:V) konnten 64,54 mg Aspi-

dospermin (6) gewonnen werden.

Aus der Fraktion 34 der préparativen Extrographie konnte ein weiteres Alkaloid gewon-
nen werden. Dazu wurde die Fraktion mit 2 ml Acetonitril versetzt. Der dunkelbraune
Uberstand wurde vom beigen Riickstand durch Filtration getrennt (Filtrationsgerit S&S
mit Glasfaserfilter; Glasfaservorfilter 0,7 um; @ 47 mm; Membranfilter S&S RCS5S,
0,2 pm, @ 47 mm). Riickstand und Filtrat wurden am Rotavapor unter vermindertem
Druck und bei ca. 40 °C im Wasserbad bis zur Trockne eingeengt. Das Filtrat wurde
erneut mit 2 ml Acetonitril versetzt. Der nun verbliebene Riickstand wurde wie oben
beschrieben durch Filtration abgetrennt und mit dem ersten Riickstand vereinigt. Die
Proben wurden wie oben beschrieben getrocknet, an der Olpumpe unter Anlegen eines
Vakuums nachgetrocknet, gewogen und kapillarchromatographisch iiberpriift (K04).
Das Filtrat (160 mg), das die gesuchte Substanz enthielt, wurde in 10 ml Acetonitril
(0,1 % TFA) und 3 ml Wasser (0,1 % TFA) geldst und nach analytischer Optimierung

der Trennparameter (A10) in 25 Trennungen préparativ getrennt (P10).

Es konnten 71,55 mg dieses Alkaloids isoliert werden.
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9.5 Verzeichnis der isolierten Substanzen

Die Nummerierung der Kohlenstoffatome der hier aufgefiihrten Substanzen erfolgte in
dieser Arbeit nach der in der Literatur iiblichen Bezifferung. Zusitzlich ist fiir die Fla-
vonoide (Substanzen 1 - 5) in diesem Abschnitt die Bezifferung und die Namensgebung

nach Beilstein angegeben.

9.5.1 Isovitexin-2’’-0-B-glucosid (1)

(Nummerierung nach Beilstein)

6-[(3R,48S,5S,6R)-4,5-Dihydroxy-6-hydroxymethyl-3-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-hydroxymethyltetrahydropyran-2-yloxy)-tetrahydropyran-2-yl]-5,7-
dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-chromen-4-on (Benennung nach Beilstein)

Amorphe, hellbraune Substanz

Identifiziert in: Fraktion 12/05/U07 aus dem methanolischen Trockenextrakt aus

Passiflorae herba
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UV: hnax: 217, 271, 340 nm (Acetonitril-Wasser-TFA =13:87:0,1)

"H-NMR (DMSO-D6, 500 MHz, 50 °C), § (ppm):

13.60 (1H, brs, C-5-OH) 10.60 (1H, brs, OH)

10.24 (1H, brs, OH) 7.90 (2H, d, ] = 8.7 Hz, C-2’-H, C-6’-H)

6.93 2H, d,*J=8.9 Hz, C-3-H, C-5>-H) 6.72 (1H, s, C-3-H)

6.48 (1H, s, C-8-H) 5.34 (2H, brs, OH, OH)

4.68 (1H, d, *J = 9.85 Hz, C-1""-H) 4.41 (1H, brs, C-2”-H)

4.19 (1H, d, > = 7.55 Hz, C-1°"*-H) 3.69 (1H, d, ’J = 11.45 Hz, C-6”>-Ha)

3.43 (2H, m, C-6”>-Hb, C-6""-Ha) 3.19 (3H, m, C-5”-H, C-4’*-H, C-6>>’-Hb)

3.06 (2H’ t, 3] = 87, 8.95 HZ, C'3’,-H, C_4,,,_H)
2.99 (1H, t, *J1=9.15, 9.4 Hz, C-3">-H)
2.87 (1H, t,°] = 8.45,8.25 Hz, C-2’’-H)  2.66 (1H, brs, C-5""-H)

BC-NMR (DMSO0-D6, 125 MHz, 80 °C), 5 (ppm):

181.7 (C-4) 163.5 (C-7) 163.0 (C-2)

160.8 (C-5) 160.7 (C-4") 156.3 (C-9)

128.1 (C-2°, C-6) 121.2 (C-17) 115.8 (C-3, C-5")
108.0 (C-6) 104.7 (C-1""") 103.3 (C-10)
102.7 (C-3) 93.4 (C-8) 81.0 (C-5")

80.4 (C-27) 78.2 (C-3”) 76.3 (C-3°")

75.9 (C-5"") 74.5 (C-2°") 71.2 (C-17)

70.3 (C-4"") 69.8 (C-4°") 61.3 (C-6”)

60.7 (C-6""")
Massenfeinbestimmung (ESI-HR-MS, MeOH):
Berechnet:  617,148241 fiir [M+Na]"

Gefunden: 617,144030
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9.5.2 Isovitexin (2)

C21H20019

(Nummerierung nach Beilstein)

5,7-Dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-((3R,4R,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
hydroxymethyltetrahydropyran-2-yl)-chromen-4-on (Benennung nach Beilstein)

Dunkelgelbe Kristalle

Identifiziert in: Fraktion 14/04 aus dem methanolischen Trockenextrakt aus Pas-

siflorae herba
Schmelzpunkt: 193 — 196 °C
UV: Anax: 214, 270, 337 nm (Acetonitril-Wasser-TFA = 34:66:0,05)
"H-NMR (DMSO-D6, 500 MHz, 35 °C), § (ppm):
13.53 (1H, s, C-5-OH)
10.33 (1H, brs, OH)
7.91 (2H, d, *J = 8.5 Hz, C-2’-H, C-6’-H)

6.92 (2H, d, *J = 8.5 Hz, C-3°-H, C-5°-H)
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6.76 (1H, s, C-3-H)

6.50 (1H, s, C-8-H)

4.80 (2H, brs, OH, OH)

4.59 (2H, d, *] =9.85 Hz, C-1"’-H, OH)

4.42 (2H, brs, OH)

4.02 (2H, 1,1 = 8.9, 9.2 Hz, C-2"’-H, OH)

3.68 (1H, d,*T = 11.45 Hz, C-6’’-Ha)

3.41 (1H, dd, ] = 11.45 Hz, *] = 5.3, 5.5 Hz, C-6"’-Hb)
3.30 (2H, m, C-3’-H, C-4"’-H)

3.20 (1H, m, C-5""-H)

BC-NMR (DMSO-D6, 125 MHz, 35 °C), 5 (ppm):

181.9 (C-4) 163.5 (C-2)

161.1 (C-4%) 160.6 (C-5)

128.4 (C-2’, C-6") 121.1 (C-1")
108.8 (C-6) 103.4 (C-10)
93.6 (C-8) 81.4(C-57)

73.0 (C-1") 70.5 (C-2")

61.4 (C-6")

Massenfeinbestimmung (ESI-HR-MS, MeOH):
Berechnet:  455,095417 fiir [M+Na]"

Gefunden: 455,087752

163.1 (C-7)
156.2 (C-9)
115.9 (C-3, C-5")
102.7 (C-3)
78.8 (C-3")

70.2 (C-4°")
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9.5.3  Vitexin (3)
OH HO

(Nummerierung nach Beilstein)

5,7-Dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-8-((3R,4R,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
hydroxymethyltetrahydropyran-2-yl)-chromen-4-on (Benennung nach Beilstein)

Hellgelbes Pulver

Identifiziert in: Fraktion 11/04 aus dem methanolischen Trockenextrakt aus Pas-

siflorae herba nach fraktionierender Kristallisation
Schmelzpunkt: 249 — 252 °C (unter Zersetzung)
UV: hex: 215, 270, 335 nm (Methanol-Wasser-Ameisensdure = 78:22:0,15)
"H-NMR (DMSO-D6, 500 MHz, 30 °C), & (ppm):
13.15 (1H, s, C-5-OH)
10.80 (1H, brs, C-7-OH)

10.31 (1H, brs, C-4’-OH)
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8.01 (2H, d, *1 = 8.7 Hz, C-2’-H, C-6’-H)

6.88 (2H, d, *1 = 8.7 Hz, C-3’-H, C-5’-H)

6.76 (1H, s, C-3-H)

6.26 (1H, s, C-6-H)

4.96 (1H, d, *T = 5.25 Hz, OH)

4.94 (1H, d, ] = 4.4 Hz, OH)

4.68 (2H, d, *J=9.8 Hz, C-1"’-H, OH)

4.57 (1H, ¢, °] = 5.6 Hz, C-6"’-OH)

3.83 (1H, 1,°J = 8.9, 9.2 Hz, C-2"’-H)

3.76 (1H, ddd, T = 10.8 Hz,*J = 5.95 Hz, C-6>>-Ha)
3.52 (1H, ddd, *T = 11.8 Hz, *J = 5.7, 5.55 Hz, C-6""-HDb)
3.37 (1H, ddd, *1 = 19.8, 9.05 Hz, *J = 5.5 Hz, C-4"’-H)
3.27 (1H, m, C-3"’-H)

3.25 (1H, m, C-5""-H)

BC-NMR (DMSO-D6, 125 MHz, 30 °C), 5 (ppm):

182.0 (C-4) 163.9 (C-2)

161.1 (C-4") 160.3 (C-5)

128.9 (C-2, C-6") 121.6 (C-1°)
104.6 (C-8) 104.0 (C-10)
98.1 (C-6) 81.8 (C-5")

73.3 (C-1"") 70.8 (C-2"")

61.2 (C-6")

Massenfeinbestimmung (ESI-HR-MS, MeOH):
Berechnet:  433,113472 fiir [M+H]"

Gefunden: 433,113366

162.5 (C-9)
155.9 (C-7)
115.7 (C-3, C-5")
102.4 (C-3)
78.6 (C-3")

70.5 (C-4”)
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9.5.4 Schaftosid (4)

(Nummerierung nach Beilstein)

5,7-Dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-((3R,4R,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
hydroxymethyltetrahydropyran-2-yl)-8-((3R,48S,5S)-3,4,5-trihydroxytetrahydropyran-2-

yl)-chromen-4-on (Benennung nach Beilstein)

Braune Kristalle

Identifiziert in: Fraktion 07/14/U12 aus dem methanolischen Trockenextrakt aus

Passiflorae herba
Schmelzpunkt: 190 - 192 °C (unter Zersetzung)

UV: hnax: 215, 270, 340 nm (Acetonitril-Wasser-TFA = 10:90:0,1)
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"H-NMR (DMSO-D6, 500 MHz, 80 °C), & (ppm):

13.74 (1H, brs, C-5-OH)

9.21 (1H, s, OH)

6.92 (2H, d, *1 = 8.7 Hz, C-3’-H, C-5’-H)

4.80 (1H, d, 7 =9.6 Hz, C-1"""-H)

4.08 (1H, m, C-2>-H)
3.91 (1H, m, C-2>’-H)
3.71 (1H, m, C-6”-Ha)

3.54 (1H, m, C-6"-Hb)

3.29 3H, m, C-3’-H, C-4’-H, C-5"’-H)

10.02 (1H, brs, OH)
8.06 (2H, d, *J = 6.85 Hz, C-2’-H, C-6’-H)
6.72 (1H, s, C-3-H)

4.75 (1H, d, *JT = 9.85 Hz, C-1"’-H)

3.94 (1H, m, C-5""’-Ha)

3.88 (1H, m, C-4°"’-H)

3.68 (1H, m, C-5"""-Hb)

3.52 (1H, dd, ] = 8.94, 2.98 Hz, C-3’"’-H)

BC-NMR (DMSO-D6, 125 MHz, 80 °C), 5 (ppm):

181.9 (C-4)
160.8 (C-5)

128.6 (C-2, C-6")
108.1 (C-6)

102.1 (C-3)

74.8 (C-1"")

70.7 (C-2"")

68.9 (C-2"")

163.7 (C-2)
159.2 (C-4%)
121.1 (C-1")
103.9 (C-8)
81.0 (C-5")
74.2 (C-3"")
70.5 (C-5°")

68.5 (C-4°"")

161.2 (C-7)

154.1 (C-9)

115.7 (C-3, C-5")
103.3 (C-10)

78.4 (C-3")

73.3 (C-1")

70.0 (C-4")

60.7 (C-6")

Massenfeinbestimmung (ESI-HR-MS, MeOH):

Berechnet:  587,137676 fiir [M+Na]"

Gefunden: 587,137302
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9.5.5 Isoschaftosid (5)

OH HO
B

(Nummerierung nach Beilstein)

5,7-Dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-8-((3R,4R,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
hydroxymethyltetrahydropyran-2-yl)-6-((3R,48S,5S)-3,4,5-trihydroxytetrahydropyran-2-

yl)-chromen-4-on (Benennung nach Beilstein)

Dunkelgelbe bis hellbraune Kristalle

Identifiziert in: Fraktion 06/14 aus dem methanolischen Trockenextrakt aus Pas-

siflorae herba nach Umkristallisation
Schmelzpunkt: 195 — 200 °C (unter Zersetzung)

UV: hnax: 215, 270, 335 nm (Methanol-Wasser-Ameisensdure = 15:85:0,15)
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"H-NMR (DMSO-D6, 500 MHz, 30 °C), & (ppm):
13.66 (1H, s, C-5-OH) 10.31 (1H, brs, OH)
9.17 (1H, brs, OH) 8.02 (2H, d, *] = 8.7 Hz, C-2°-H, C-6’-H)
6.89 (2H, d,*J = 8.7 Hz, C-3’-H, C-5’-H)  6.80 (1H, 5, C-3-H)

4.98 (2H, m, C-4>>-OH, OH) 4.83 (1H, d,*J = 5.05 Hz, C-3°"’-OH)
475 (1H, d,*J = 10.1 Hz, C-1"’-H) 471 (1H, d,*J=9.6 Hz, C-1>"-H)
4.55 (1H, t, T = 5,6 Hz, C-6’’-OH) 3.89 (1H, #, °T = 9.4 Hz, C-2”’-H)
3.83 (2H, m, C-5"""-Ha, C-2""’-H) 3.75 (1H, dd, T = 11.9, 5.7 Hz, C-6""-H)
3.64 (1H, d, °J = 11.45 Hz, C-5’""Hb)

3.52 (1H, ddd, T = 11.9 Hz, ] = 5.7 Hz,C-6"’-H)

3.46 (1H, d, *T = 8.0 Hz, C-3’"’-H)

3.40 (1H, ddd, ) = 13.3, 4.6 Hz, > = 4.8, 4.12, 5.04 Hz, C-4”’-H)

3.29 (2H, m, C-3"’-H, C-4’"’-H) 3.25 (1H, dd, *J = 13.5, 8.9 Hz, C-5""-H)

BC-NMR (DMSO-D6, 125 MHz, 30 °C), § (ppm):

182.2 (C-4) 164.0 (C-2) 161.1 (C-7)

160.9 (C-5) 158.1 (C-4") 155.0 (C-9)

128.9 (C-2°, C-6") 121.5 (C-1°) 115.7 (C-3’, C-5)
108.0 (C-6) 105.0 (C-8) 103.6 (C-10)
102.5 (C-3) 81.8 (C-5°") 78.8 (C-3"")

74.1 (C-1"") 73.8 (C-3") 73.2 (C-1")

70.9 (C-2""") 70.5 (C-4°") 70.1 (C-5")

69.5 (C-2"") 68.4 (C-4") 61.2 (C-6)

Massenfeinbestimmung (ESI-HR-MS, MeOH):

Berechnet:

Gefunden:

587,135609

587,137676 fiir [M+Na]"
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9.5.6 Aspidospermin (6)

C2H30N20; (MG = 354.491)
Hellbeige Nadeln

Identifiziert in: Extrographiefraktionen 14 — 16 des selektiven Dichlormethan-

extraktes aus Quebracho cortex
Schmelzpunkt: 195 - 196 °C
UV: hnax: 218, 254, 308 nm (Acetonitril-Wasser-TFA = 39,5:60,5:0,05)
"H-NMR (CDCl;, 500 MHz, 25 °C), & (ppm):

7.00 (1H, dd, *J=17.9, 8.0 Hz, C-10-H) 6.76 (1H, d, *J = 9.4 Hz, C-9-H)

6.74 (1H, d, *T = 8.5 Hz, C-11-H) 4.58 (1H, brs, C-2-H)

3.81 (3H, brs, C-12-OCH3) 3.05 (1H, ¢, °J = 7.9 Hz, C-5-Ha)
2.96 (1H, d, *J = 8.5 Hz, C-3-Ha) 2.17 (1H, m, C-5-Hb)

2.14 (1H, m, C-21-H) 2.12 (1H, m, C-22-H)

1.96 (2H, m, C-6-Ha, C-17-Ha) 1.87 (2H, m, C-3-Hb, C-16-Ha)

1.66 (1H, ¢,°J = 12.8 Hz, C-14-Ha) 1.53 (1H, d, *J = 14.0, C-15-Ha)

1.48 (1H, d, °T = 12.4 Hz, C-6-Hb) 1.42 (1H, d, *T = 12.4 Hz, C-14-Hb)

1.29 (1H, m, C-16-Hb) 1.12 (1H, sext,’1=6.9, 7.1, 7.6 Hz, C-19-Ha)
0.99 (2H, m, C-15-Hb, C-17-Hb) 0.71 (1H, sext,’J = 6.4,7.1, 5.7 Hz, C-19-Hb)

0.54 (3H, ¢, °J = 7.6 Hz, C-19-CHa)
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BC-NMR (CDCls, 125 MHz, 25 °C), & (ppm):

171.7 (C-24) 149.3 (C-12) 143.5 (C-8)
129.3 (C-13) 126.0 (C-10) 115.5 (C-9)
110.9 (C-11) 71.1(C-21) 69.5 (C-2)
55.4 (C-23) 53.6 (C-3) 53.1(C-7)
52.5 (C-5) 38.0 (C-6) 35.5 (C-20)
342 (C-15) 30.0 (C-19) 24.9 (C-16)
23.1 (C-22) 23.0 (C-17) 21.5 (C-14)
6.8 (C-18)

Massenfeinbestimmung (ESI-HR-MS, MeOH):
Berechnet:  355,238554 fiir [M+H]"

Gefunden: 355,237846
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