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Summary

Most compounds from mangrove plants have so far been primarily
investigated in order to elucidate their chemical structures, whereas their
bioactivities were analyzed only rudimentarily. The primary aim of this thesis
was focused on the different bioactivities of mangrove plant derived natural
products.

In order to look for insecticidal substances, leaf and wood samples of
15 mangrove species were collected, extracted with methanol and tested for
their insecticidal activities. For this examination, a culture of the polyphagous
pest insect Spodoptera littoralis (Boisduvall, Lepidoptera: Noctiudae) was
used. The extracts of the mangrove plants Sonneratia alba (Sonneratiaceae),
Lumnitzera  littorea  (Combretaceae) and  Rhizophora  apiculata
(Rhizophoraceae) were identified as the most active ones. Out of these crude
extracts, several natural products could be isolated, which showed different

bioactivities against Spodoptera littoralis.

Ellagic acid, which could be isolated from the wood of Sonneratia alba
showed a strong deterrent effect on Spodoptera littoralis at a concentration of
about 100 ppm (0.01%). At a concentration of about 300 ppm (0.03%) the
survival rate was reduced by 50% and at a concentration of about 100 ppm
(0.01%) the average weight of the insects was reduced by 50%. Different
methylated derivatives of ellagic acid were isolated from Sonneratia alba, too.
In comparison to ellagic acid, the bioactivities of the methylated derivatives
were reduced.

In the literature, ellagic acid was described as an ATP competitive
inhibitor for protein kinases. Due to this information, ellagic acid and the
different methylated derivatives were examined on their ability to inhibit 24
different human tumour related protein kinases. Based on the different
derivatives of ellagic acid and some commercial available related compounds,
a structure-activity relationship could be determined. Ellagic acid appeared to
be a broad band inhibitor on all protein kinases. The lowest ICsy value was

observecd at a concentration of 250 nM.
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From the leaves of Rhizophora apiculata two rare coumaryolated
triterpenes were isolated. The compounds E- and Z-coumaroyl-lupeol
showed weak bioactivities against Spodoptera littoralis in respect to the
weight reduction and medium strong inhibitory potentials on human protein
kinases. E-and Z-coumaroyl-lupeol showed strong inhibitory bioactivities on
the UVAT1 induced transcription induction of the cell membrane bound protein
ICAM-1, which is involved in several important immunological reactions. For
this ICAM-1 bioassay further lupeol derivatives, like acetyl-lupeol, benzoyl-

lupeol or cinnamoyl-lupeol were obtained by partial synthesis.

In leaves of Lumnitzera littorea B-sitosterol could be identified as the
bioactive natural product against Spodoptera littoralis. At a concentration of
300 ppm (0.03%), B-sitosterol induced a dramatic developmental alteration.
Development of treated insects was significantly slower and the weight was
significantly reduced. The oviposition of the adult insects that were treated
during their larval stage with B-sitosterol was reduced to 45% compared to
controls. The fertility of the eggs was reduced to 0.3 %.

B-Sitosterol was also used for the UVA1 induced ICAM-1 assay.
Commercial B-sitosterol and cholesterol were used for the synthesis of
benzoic and cinnamonic acid esters. The cytotoxicity of 30 uM B-sitosterol,
30 pM benzoyl-B-sitosterol and 30 pM cinnamoyl-B-cholesterol against
keratinocytes was similar. About the same toxicity was registered following
application of 30 uM cholesterol. In comparison to [-sitosterol, the
cytotoxicity of cholesterol was eliminated by an esterification with benzoic or

cinnamonic acid.

In order to compare the insecticidal activities of the mangrove plant
derived natural products, known insecticidal natural products were isolated
and tested under the same conditions.
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Zusammenfassung

Viele Inhaltsstoffe von Mangrovenpflanzen wurden bislang
hauptsachlich hinsichtlich ihrer chemischen Struktur untersucht, deren
Bioaktivitaten aber nur rudimentar zur Kenntnis genommen. Das primare Ziel
der vorliegenden Arbeit bestand darin, Naturstoffe aus Mangrovenpflanzen
auf ihre verschiedenen Bioaktivitdten hin zu prifen.

Um insektizide Substanzen zu identifizieren wurden von 15
Mangrovenarten Proben von Blattern und Zweigen gesammelt, Rohextrakte
hergestellt und diese auf ihre insektizide Wirkung hin untersucht. Fir diese
ausgedehnten Untersuchungen wurde das Schadinsekt Spodoptera littoralis
(Boisduvall, Lepidoptera: Noctiudae) verwendet.

Fir die aus Sonneratia alba isolierten Ellagsaure konnte
nachgewiesen werden, dass sie im Konzentrationsbereich von 100 ppm
(0,01%) einen starken fraBhemmenden Effekt auf Spodoptera littoralis
besitzt. Bei einer Konzentration von 300 ppm (0,03%) sank die
Uberlebensrate um 50% und bei einer Konzentration von 100 ppm (0,01%)
sank das durchschnittliche Gewicht der Insekten um 50%. Verschiedene
methylierte Derivate der Ellagsaure wurden ebenfalls aus den Zweigen von
Sonneratia alba isoliert, deren Bioaktivitdten auf Spodoptera littoralis jedoch
im Vergleich zu Ellagsaure schwacher waren.

Ellagsdure wurde in der Literatur als ATP kompetitiver Inhibitor far
eine Proteinkinase aus Mais beschrieben. Dieser Befund wurde zum Anlass
genommen, Ellagsdure und die verschiedenen methylierten Derivate
hinsichtlich  ihrer inhibitorischen Wirkungen auf 24 verschiedene
tumorrelevante humane Proteinkinasen zu untersuchen. Anhand der
verschiedenen Ellagsdurederivate und einigen kommerziell erworbenen
Analoga konnten  Struktur-Wirkungs-Beziehungen ermittelt  werden.
Ellagsdure stellte sich als Breitbandinhibitor auf alle untersuchten
Proteinkinasen heraus. Der kleinste gemessene 1Cso Wert lag bei 250 nM.

Aus den Blattern von Rhizophora apiculata wurden zwei seltene
coumaroylierte Triterpene isoliert. Die Substanzen E- und Z-Coumaroyl-
Lupeol zeigten leichte Bioaktivitat auf Spodoptera littoralis hinsichtlich einer
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Gewichtsreduktion, mittelstarke hemmende Wirkung auf wenige
verschiedene tumorrelevante humane Proteinkinasen, aber eine starke
Hemmung auf die UVA1 induzierte Transkriptionsinduktion des
zellmembrangebundenen und flir immunologische Reaktionen wichtigen
Rezeptorproteins ICAM-1. Fir diesen ICAM-1 Biotest wurden weitere
Lupeolderivate semisynthetisch hergestellt. Hierzu zahlen Acetyl-Lupeol,

Benzoyl-Lupeol und Zinnamoyl-Lupeol.

Aus Lumnitzera littorea konnte [-Sitosterol als bioaktiver
Sekundarstoff isoliert werden. B-Sitosterol zeigte auf Spodoptera littoralis
eine dramatische entwicklungsmodifizierende Aktivitat im
Konzentrationsbereich von 300 ppm (0,03%). Die behandelten Insekten
entwickelten sich im Vergleich zur Kontrollgruppe statistisch signifikant
langsamer und die Gewichte wurden signifikant reduziert. Die Eiablage der
adulten Falter, die wahrend ihres Larvenstadiums mit 300 ppm B-Sitosterol
geflOttert wurden, war um etwa 55% reduziert. Die abgelegten Eier waren
zudem zu 99,7% steril.

B-Sitosterol floss auch in den ICAM-1 Biotest ein. Neben B-Sitosterol
wurde auch Cholesterol getestet. Von [-Sitosterol, sowie von Cholesterol
wurden semisynthetisch Benzoesdure- und Zimtsdureester hergestellt.
Auffallend hierbei war, dass die Zytotoxizitat bei einer Konzentration von 30
UM von B-Sitosterol, Benzoyl-B-Sitosterol und Zinnamoyl-p-Sitosterol auf
Keratinozyten identisch war. Ebenso wurde eine Zytotoxizitat von Cholesterol
bei einer Konzentration von 30 pM festgestellt. Diese wurde jedoch im
Vergleich zu B-Sitosterol durch die Veresterung mit Benzoesdure und

Zimtsaure aufgehoben.

Zum Vergleich der hier vorgestellten bioaktiven Substanzen auf die
Insektenart Spodoptera littoralis wurden botanische Insektizide isoliert, deren

Bioaktivitaten bereits hinreichend in der Literatur beschrieben sind.
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1. Einleitung

1.1. Wirkstoffe aus der Natur

Sessile Organismen wie Pflanzen sind standig verschiedenen
abiotischen und biotischen Stressfaktoren ausgesetzt. Aufgrund ihrer
Unfahigkeit durch Standortwechsel auf diese Faktoren zu reagieren, haben
Pflanzen im Laufe der Evolution verschiedene molekulare Mechanismen
entwickelt, ihr Gewebe vor schadigenden Umweltfaktoren zu schitzen.

Diese molekularen Mechanismen kénnen auf Proteinebene
stattfinden, indem z.B. in die Zellmembran integrierte lonentransporter den
Elektrolyhaushalt einer Pflanze regulieren [Wong et al. 2007], damit trotz
extremer Umweltbedingungen immer physiologisch optimale Bedingungen

innerhalb des Organismus’ herrschen.

Eine weitere Mdéglichkeit, sich gegen Stressfaktoren zu schitzen, ist
die Biosynthese von sekundaren Pflanzenstoffen, die verschiedenste

Schutzmechanismen entfalten kbnnen.

Diese Naturstoffe kbnnen entweder eingelagert werden, oder auch wie
im Falle von Carotinoidderivaten bei Tomaten auf die Oberflache sezerniert
werden, um das darunter liegende Gewebe vor zu starker UV-Strahlung zu
schitzen [Ralley et al. 2004]. Den durch Carotinoidderivate vermittelten UV-
Schutz versucht man sich auch im humanmedizinischen Bereich zu Nutze zu
machen [Sies und Stahl 2004].

Naturstoffe, die gegen Insektenbefall schitzen, kénnen wie im Falle
von jungen Solanaceenfriichten entwicklungsabhangig in verschiedenen
Organen eingelagert werden, in denen im frihen Entwicklungsstadium
zuweilen eine nicht zu unterschatzende Konzentration an Nikotin
nachzuweisen ist [Siegmund et al. 1999]. Auch der Transport von Alkaloiden

ist einem komplexen Transportsystem unterworfen, sodass die Organe in
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denen die Naturstoffe synthetisiert werden, teilweise weit entfernt von
Organen liegen, in die die Naturstoffe eingelagert werden [Shitan und Yazaki
2007].

Andere sekundare Pflanzenstoffe werden jedoch erst nach
Notwendigkeit synthetisiert. Die dafir notwendigen Enzyme werden erst
nach Kontakt mit bestimmten Elicitoren bestimmter Schadlinge wie Pilzen,
Bakterien oder Insekten transkribiert und translatiert [Zhao et al. 2005;
Alvarez 2000; Kandoth et al. 2007].

1.2. Naturstoffe im Anwendungsbereich

1.2.1. Beispiele fur Zytostatika

Fir die Krebstherapie werden immer neue Strukturen und Wirkstoffe
gesucht. Dabei lassen sich durchaus auch im Pflanzenreich Naturstoffe
finden, die eine zytostatische Wirkung entfalten. Hierzu gehért z.B. Taxol
[Rowinsky et al. 1990] (Tab. 1.2.1.).

Tab. 1.2.1: Der Naturstoffe Taxol, welcher erfolgreich in der Tumortherapie eingesetzt wird

Taxol
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Fir die Erforschung und Entdeckung zytostatischer Substanzen gibt
es mehrere verschiedene prinzipielle Vorgehensweisen.

Zum einen kann die Toxizitdt direkt an Krebszellkulturen
verschiedener Organe untersucht werden (in vitro), oder es konnen
Inhibitionsassays durchgefihrt werden, die die inhibitorischen Aktivitaten
direkt an bestimmten Targets bestimmen. Hierzu werden meist Proteine
verwendet, die sich als besonders gute Angriffspunkte (Pharmatargets) in der
Krebstherapie herausgestellt haben, weil die Hemmung dieser Proteine eine
sich schnell teilende Zelle entweder sofort tétet, die krankhafte Proliferation
inhibiert oder diese Proteine im Rahmen der Ontogenese hochreguliert sind
und bei deren Hemmung das Krebszellwachstum verlangsamt oder

verhindert werden kann.

1.2.2. Beispiel fur UV-schitzende Wirkung von Naturstoffen

Die UV-Belastung ist in vielen Teilen der Welt aufgrund des
geografischen Breitengrades oder aufgrund der geografischen Nahe zu
Bereichen, in denen die Ozonschicht geschéadigt ist, sehr hoch. Das UV-Licht
wird in drei Wellenlangenbereiche eingeteilt: UVA, UVB und UVC. UVB und
UVA dringen in fast unveranderter Intensitat bis zur Erdoberflache durch die
Atmosphére durch und kénnen Ausléser flir Sonnenbrande und Hautkrebs
sein [Leiter und Garbe 2008]. Insofern erscheint es zweckmaBig, Substanzen
zu finden, die auf die Haut aufgetragen einen erhéhten Schutz vor UVB und
UVA Strahlung bewirken. In Sonnenschutzmitteln kdnnen bereits
anorganische Verbindungen, wie Titandioxid oder auch organische
Verbindungen, wie Carotinoide [Sies und Stahl 2004] oder p-Coumarsaure
[Lodovici et al. 2003] enthalten sein (Tab. 1.2.2.). Es ist ebenso bekannt,
dass eine erhdéhte UVB Belastung in Pflanzen eine erhdhte Biosyntheserate
von p-Coumarsdure induziert [Rozema et al. 2001]. Anorganische sowie
organische Substanzen bewirken entweder eine Absorption oder eine
Reflexion des UV-Lichts. In beiden Fallen wird durch die Applikation
verschiedener Substanzen versucht, die Haut vor eindringendem UV-Licht zu

schitzen.
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Tab. 1.2.2.: Zwei UV-Licht absorbierenden Substanzen: p-Coumarséure und B-Carotinal

(o}

\OH A S Y Ve e e e e

HO

p-Coumarsaure B-Carotinal

Organische, UV-Licht-absorbierende Substanzen, sind typischer
Weise dadurch charakterisiert, dass ihre Absorptionsmaxima im Bereich des
UVA, UVB oder UVC Lichtes liegen. Um diese physikalische Eigenschaft zu
besitzen, missen diese Substanzen idealer Weise ein Kkonjugiertes n-
Elektronensystem von mehreren konjugierten Doppelbindungen und/oder

Aromaten besitzen.

Ein weiterer Schritt in Richtung UV-Schutz der zweiten Generation ist
die Erforschung von Substanzen, die in das Hautgewebe eindringen kénnen,
um dort bestimmte Signaltransduktionskaskaden zu hemmen, die unter

Umstanden krankhafte Reaktionen des Hautgewebes beglinstigen kénnten.

1.2.3. Beispiel fur Insektizide

Durch den Befall von Insekten werden groBe Teile der Erntemenge
vernichtet [Hosny et al. 1986]. Der dadurch entstehende Kapazitatsausfall an
Erntmenge besitzt eine nicht zu unterschatzende sozio6konomische
Bedeutung. Nicht nur der Bestand an Nahrungsmittelpflanzen ist geféhrdet,
sondern auch der Bestand anderer Nutzpflanzen (Hanf fur Zellstoff, Raps fir
Biodiesel), deren Anbauflachen aber wiederum mit der Kulturflache der
Nahrungsmittelpflanzen konkurrieren. Um die gleiche oder eine gesteigerte
Nahrungsmittelmenge fir den Markt zu produzieren, muss somit pro
Flacheneinheit eine immer hdhere Ertragsleistung erzielt werden. Fir das
Erreichen dieses Zieles spielen mehrere Faktoren eine wichtige Rolle. Zu
diesen Faktoren z&hlt die Pflanzenernahrung einerseits, andererseits aber
auch Schadlingsbekdmpfungsmittel gegen Pilze, Bakterien, Insekten und
andere Schadlinge. Fir Menschen in den Industrienationen hat ein
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Ernteausfall meist lediglich eine finanzielle Bedeutung, in den meisten
Landern der dritten Welt ist ein Erntausfall, sofern es sich um Nahrungsmittel
handelt, jedoch lebensbedrohlich. Fir den kommerziellen Einsatz von
Insektiziden werden neben den nicht der Natur nachempfundenen
Substanzen auch Naturstoffe verwendet, die teilweise wiederum als
Leitstrukturen fir die Synthese neuer Substanzen fungieren.

Ein klassisches Beispiel hierfir ist Nikotin, welches in Form eines
Nikotin — Olsdure Komplexes ausgebracht werden kann [Casanova et al.
2002]. Zudem fungiert Nikotin als Leitstruktur flr die Synthese neuer
Insektizide, deren Ziel es ist, im Gegensatz zu Nikotin, nur mit
insektenspezifischen Strukturelementen des nikotinergen Rezeptors zu
interagieren, um eine Toxizitat fir Wirbeltiere, insbesondere fir Menschen
auszuschlieBen [Millar und Denholm 2007] (Tab. 1.2.3.a).

Auch Azadirachtine [Ley et al. 1993], die Naturstoffe des
Neembaumes kénnen kommerziell als Extrakt eingesetzt werden [Coria et al.
2008]. Dennoch sind im Fall von Azadirachtin noch keine nennenswerten
Syntheseergebnisse zu verzeichnen, sodass Azadirachtin eher einen kleinen
Marktanteil einnimmt. Dennoch sind erste Erfolge zu verzeichnen,
Azadirachtin biotechnologisch Uber Zellkulturen zu gewinnen [Satdive et al.
2007]. Weitere aus Naturstoffquellen erstmals entdeckte Substanzen sind
Rotenonderivate aus der Wurzel des Barbascostrauches oder Pyrethroide
aus den Blitenbdéden von verschiedenen Chrysanthemenarten (Tab.
1.2.3.b). Rotenon besitzt neben einer starken insektiziden Aktivitat [Cabizza
et al. 2004] auch ichthyotoxische [Teixeira et al. 1984] und zytotoxische
Aktivitdten gegen verschiendene humane Krebszelllinien [Blaské et al. 1989].
Nicht nur letale Insektizide, sondern auch Repellenzien sind aus der Natur
bekannt. Durch die fraBhemmenden Eigenschaften von Naturstoffen werden
FraBinsekten ferngehalten, diese aber jedoch nicht nachhaltig geschéadigt.
Ein gut charakterisiertes Repellenz ist das Zimtél, das schon in sehr geringen
Konzentrationen eine repellente Wirkung auf Insekten entfaltet [Zhu et al.
2006].
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Tab. 1.2.3.a: Beispiele fir Naturstoffe mit stark ausgepragter insektizider Wirkung
~

3’-Methoxy-
Rocaglamidséaure-
Methylester

[Schneider et al. 2000]

Azadirachtin

[Ley et al. 1993]

Dioncophyllin A

[Bringmann et al. 1997]

Nikotin | N\ [Millar und Denholm 2007]
/
N
Pyrethrin | ﬁi{ . [Elliott et al. 1965]
T
Rotenon [Cabizza et al. 2004]
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Tab. 1.2.3.b: Synthetische Nikotinanaloga [aus Millar und Denholm 2007]

Naturstoff Beispiele fiur synthetische Analoga
Thiacloprid
N/N
9 o
S
J
Cl N
Acetamiprid
/ )
”|
. Z
Nikotin AN\ c -
| Nitenpyram
NO.
= N
N )|\
‘ X N TH
J
Cl N
Imidacloprid
__-NO,
7
\ N/<
"
=
Cl N
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1.3. Zielsetzung dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, aus Mangrovenpflanzen der
studchinesischen Insel Hainan bioaktive Naturstoffe zu isolieren. Mangroven
sind eine 6kologische und keine phylogenetisch einheitliche Pflanzengruppe.
Pflanzen aus allen Familien werden als Mangroven bezeichnet, sofern sie in
tropischer Kustennadhe in den Gezeitenzonen angesiedelt sind. Viele
Mangroven stehen mit ihren Wurzeln direkt im salzhaltigen Wasser. Der
hohe Salzgehalt des Wassers stellt einen besonderen abiotischen
Stressfaktor fur diese Pflanzen dar. Diesem Salzstress kbnnen Mangroven
mithilfe von Proteinen [Wong et al. 2007] oder Sekundarstoffen wie Sterolen
entgegenwirken, die bei erhéhtem Salzstress in den Wurzeln vermehrt
eingelagert werden [Oku et al. 2003].

Da viele Mangrovenpflanzen sehr selten sind und auBergewdhnliche
Sekundéarstoffe bilden kénnen, stellen sie eine interessante Quelle flr die
pflanzliche Naturstoffchemie dar. Von vielen Mangrovenpflanzen sind
traditionelle Verwendungszwecke der einheimischen Bevdlkerung bekannt
[Bandaranayake 1998]. Neben den klassischen Verwendungszwecken der
Holzbestandteile als Baumaterialien sind aber auch hochspezifische
Verwendungszwecke wie die humane mannliche Sterilitdtsinduktion durch
den Verzehr der Blatter von Lumnitzera racemosa bekannt [Bandaranayake
1998].

Zunachst wurden in dieser Arbeit die Zweige und Blatter von 15
zufallig ausgewahlten Mangrovenarten (siehe Kapitel 2.1.1.2.) getrennt
untersucht und auf Bioaktivitdt hin gescreent. Der primare Screen wurde
hinsichtlich der Bioaktivitdt auf Insekten durchgeflihrt. Nachdem durch
Bioassay-Guided-Isolation (BAGI) die bioaktiven Naturstoffe isoliert und
identifiziert werden konnten, wurden diese Substanzen auch in anderen
Testsystemen auf ihre Bioaktivitdten hin untersucht, um neben den
insektiziden Wirkungen unter Umstanden neue biologische Aktivitaten

beschreiben zu kénnen.
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1.3.1. Folgende Bioaktivitaten wurden untersucht

Da das Hauptziel dieser Arbeit darin bestand, neue Bioaktivitaten far
Substanzen aus Mangrovenpflanzen zu beschreiben, flossen die Substanzen
in folgende Bioassays ein. Diese Bioassays wurden gezielt ausgewahlt, da
im Zusammenhang dieser Substanzen keinerlei Daten hinsichtlich dieser

Bioaktivitaten bekannt waren.

- Bioaktivitat auf Insekten: Als Bioaktivitat wird hierunter
nicht nur eine letale Aktivitat gezahlt, sondern auch eine stark
gewichtsreduzierende, entwicklungsmodifizierende oder
fraBhemmende Aktivitdt. Zum Vergleich wurden klassische
insektizide Naturstoffe isoliert und getestet.

- UV-Schutz: Uber eine UVA1 induzierte
Signaltransduktionskaskade, deren Ursprung membrangebundene
Ceramide sind, werden Transkriptionsfaktoren aktiviert, die die
Transkription des membrangebundenen Rezeptors [ICAM-1
regulieren [IUF aktuell 01/2002]. Der ICAM-1 Rezeptor ist auch
unter dem Namen CD54 bekannt, und spielt eine Rolle in der
Immunantwort  [Sligh et al. 1993]. ICAM-1 vermittelte
Entziindungsreaktion kénnen das zentrale Nervensystem [Miklossy
et al. 2006] oder den respiratorischen Trakt bei Asthma [van de
Stolpe und van der Saag 1996] betreffen. Diese durch den ICAM-1
Rezeptor vermittelte Aktivitat ist mit ein Grund flir Sonnenbrande
und andere UV-Licht abhdngige Entziindungsreaktionen, die bis
hin zu malignen Melanomen fiihren kénnen [Roland et al. 2007;
Weishaupt et al. 2007; Donadio et al. 2002]. Die direkte Korrelation
zwischen UV Belastung und der Expremierung von ICAM-1 kann
genutzt werden, um die Bioaktivitdt von Substanzen hinsichtlich
ihrer ICAM-1 Hemmung zu untersuchen. Demnach kann nach der
Applikation bestimmter Substanzen die verminderte Expression
von ICAM-1 mittels Polymerasekettenreaktion bestimmt werden.
Flr diesen Zweck wird ein ICAM-1 mRNA spezifisches Primerpaar

eingesetzt. Die dadurch amplifizierte Menge an DNA ist ein
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direktes MaB fuar die ICAM-1 Expression. Um eine Struktur-
Wirkungs-Beziehung abzuleiten, wurden entweder synthetische
Analoga kommerziell erworben oder verschiedene Derivate im
Rahmen dieser Arbeit synthetisiert, die in die verschiedenen
Bioassays eingeflossen sind.

- Tumortherapie: Einige Substanzen wurden hinsichtlich
ihres anwendbaren Potentials fur die Tumortherapie untersucht.
Zum einen wurde auf inhibitorische Wirkung an rekombinant
hergestellten menschlichen Kinasen getestet. Zum anderen
wurden die Substanzen direkt auf Zelllinien appliziert, um ihre
Wirkungen im zellularen System zu untersuchen. Aus dem
Vergleich dieser beiden Anséatze sollen Schliisse gezogen werden.

- Weiter wurden einige Terpene hinsichtlich ihrer
antiphlogistischen Aktivitat untersucht.

Zudem wurden fur Interpretationen beziglich der
chemischen Okologie wurden die Konzentrationen einiger

Substanzen in den Stammpflanzen semiquantativ bestimmt.
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2. Material und Methoden

2.1. Pflanzen- und Tiermaterial

2.1.1. Mangroven

2.1.1.1.  Vorkommen der untersuchten Mangrovenpflanzen

Proben verschiedener Mangrovenpflanzen wurden

im

Mangrovengarten auf der sidchinesischen Inselprovinz Hainan gesammelt

(Abb. 2.1.1.1.b). Hainan ist eine Insel im Sidchinesischen Meer und zugleich
die sudlichste Provinz der Volksrepublik China, die seit 1988 den Status
einer Sonderentwicklungszone hat. Hainan dehnt sich vom 18° - 20°

nérdlicher Breite und vom 108° - 111° éstlicher Lange aus (Abb. 2.1.1.1.a).

Die Flache von Hainan ist vergleichbar mit der Flache von Nordrhein-

Westfalen (ca. 34.000 Quadratkilometer).

RUSSIA

o KAZAKHSTAN

Harbin
L]

MONGOLIA

Shenyang,

Qinhuangdao, ) NKOR
S BERING X, * 0
IRAN Tiahjin'o, - Daliaris ibn
Lanzhou, Zhe?nadozo’
Xian sl )
Nanjing, ... ~Shanghai

Chengdu Wuhan | Ningbo,. £
Chonggings i O

INDIA

i : 1 e e e e s e s e
o115 - it 400 0K m

Abb. 2.1.1.1.a: Die geografische Lage der chinesischen Inselprovinz Hainan an deren

NordkUste das Mangrovenpflanzenmaterial gesammelt wurde (Quelle: CIA World Factbook)
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Abb. 2.1.1.1.b: Impressionen aus dem Mangrovengarten von Haikou auf der
stdchinesischen Insel Hainan (M. Bayer, April 2006)
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2.1.1.2. Mangrovenarten fir den ersten Testscreen

Tab. 2.1.1.2.a: Nach insektiziden Inhaltsstoffen gescreente Mangrovenarten
(Phylogenetische Einordnung nach [http:/plants.usda.gov/])

Pfanzenname

Familie

Avicennia marina (FORSSK.) VIERH.

Acanthaceae

Barringtonia racemosa (L.) SPRENG.

Lecythidaceae

Bruguiera gymnorrhiza (L.) LAM.

Rhizophoraceae

Bruguiera sexangula (LOUR.) POIR.

Rhizophoraceae

Kandelia candel (L.)

Rhizophoraceae

Laguncularia racemosa (GAERTN.) Combretaceae
Lumnitzera racemosa (WILLD.) Combretaceae
Lumnitzera littorea (GAUDICH.) Combretaceae
Pluchea indica (LESS.) Asteraceae

Rhizophora apiculata (BLUME.)

Rhizophoraceae

Rhizophora mucronata (LAM.)

Rhizophoraceae

Sonneratia alba (SM.) Sonneratiaceae

Sonneratia caseolaris (L.) ENGL. Sonneratiaceae

Sonneratia ovata (BAKER.) Sonneratiaceae

Xylocarpus granatum (J.KOENIG) Meliaceae

Von jeder Pflanze (Tab. 2.1.1.2.a) wurden etwa 40 g Frischgewicht
Blatter und/oder Zweige gesammelt, in Disseldorf gefriergetrocknet und
mittels Methanol Rohextrakte hergestellt. Die Identifizierung der Pflanzen
dieser Sammlung und der Pflanzen fir die Herstelllung der GroBextrakte
geschah durch Prof. Lin Peng von der Xiamen Univerisity. Vergleichsproben
sind unter dem Aktenvermerk M-011 an der Universitat Peking eingelagert.

Um eine erste Auswahl zu treffen, welche Organe bestimmter
Mangrovenarten sich fir die Suche nach insektiziden bzw. bioaktiven
Substanzen eignen, wurden methanolische Extrakte verschiedener Organe
verschiedener Mangrovenarten hergestellt (jeweils aus 1 g Trockengewicht).
Dieser Extrakt wurde in einer Konzentration von 2200 ppm (10 mg
Absolutgewicht eines methanolischen Extrakies (Berechnung siehe Tab.
2.3.2.1.2)) in einen Insektentest eingebracht. Die Ergebnisse dieses Testes
wurden hinsichtlich der Uberlebensrate und der Gewichtsrate ausgewertet
(Abb. 2.1.2.2.a und Abb. 2.1.1.2.b).
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Uberlebensrate der Versuchsinsekten bei 2200 ppm
methanolischem Rohextrakt (Neonates, 6 Tage)
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Abb. 2.1.1.2.a: Uberlebensrate der Versuchsinsekten nach einem ersten
Screeningversuch mit dem methanolischen Rohextrakt verschiedener Organe verschiedener
Mangrovenarten

Gewichtsrate der Versuchsinsekten bei 2200 ppm
methanolischem Rohextrakt (Neonates, 6 Tage)
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Abb. 2.1.1.2.b: Gewichtsrate der Versuchsinsekten nach einem ersten
Screeningversuch mit dem methanolischen Rohextrakt verschiedener Organe verschiedener
Mangrovenarten

Die Reduktion der Lebensrate war in allen Testansatze nicht als
signifikant anzusehen, deshalb wurde als Auswahlkriterium die Gewichtsrate

herangezogen, um bestimmte Pflanzen fir GroBextrakte auszuwahlen.
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Um die Bioaktivitdt auf Substanzgruppen und nicht auf den
Gesamtextrakt zu reduzieren, wurden von diesen Pflanzenproben die
Rohextrakte erst durch flissig/flissig Extraktion und anschlieBend durch
saulenchromatografische Schritte fraktioniert. Dabei konnte festgestellt
werden, dass durch das Auftrennen des Rohextraktes der Blatter von
Avicennia marina die Bioaktivitat verloren ging.

Zur Auswahl standen demnach die Blatter von Rhizophora apiculata
und von Lumnitzera littorea, die Blatter von Sonneratia ovata, die Zweige von

Sonneratia alba sowie die Zweige und Blatter von Rhizophora mucronata.

Im Frihjahr 2006 wurde eine Expedition in den Mangrovengarten von
Haikou auf der studchinesischen Insel Hainan gestartet, mit dem Ziel Proben
von Rhizophora apiculata (Blatter), Lumnitzera littorea (Blatter), Sonneratia
ovata (Blatter), Sonneratia alba (Zweige) und Rhizophora mucronata (Blatter)
zu sammeln. Jedoch war es nur mdglich, Proben von Rhizophora apiculata
(Blatter), Lumnitzera littorea (Blatter) und Sonneratia alba (Zweige) zu
sammeln, um das frische Pflanzenmaterial anschlieBend an der Universitat
Peking unter Leitung von Prof. Dr. Wenhan Lin mittels 90%igem Ethanol zu
extrahieren. Dazu wurden die Blatter der Mangroven (jeweils etwa 4,5 kg
Frischgewicht) im frischen Zustand in etwa 0,5 cm? groBe Stlicke mittels
einer Schere zerschnitten und anschlieBend in einem Plastikeimer dreimal
mit jeweils 10 Liter 90%igem Ethanol tber Nacht extrahiert. Die etwa 5 kg
Zweige (Frischgewicht) wurden mittels einer kleinen Gartenmaschine in
kleinere Stlicke von etwa 1 cm Lange und etwa 2 mm Breite und Tiefe
zerschnitten. AnschlieBend wurden die Holzstiickchen wie auch die
zerschnittenen Blatter in einem Plastikeimer dreimal mit jeweils 10 Liter

90%igem Ethanol Uber Nacht extrahiert.
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Tab. 2.1.1.2.b: Taxonomie der Mangrovenpflanzen, von denen im April 2006 etwa 4,5 kg
Frischgewicht gesammelt wurde (Phylogenetische Einordnung nach [http:/plants.usda.gov/])

Blatter von Rhizophora apiculata
Phylogenetische Einordnung:

Reich: Plantae

Unterreich: Tracheobionta
Uberabteilung: Spermatophyta
Abteilung: Magnoliophyta

Klasse: Magnoliopsida
Unterklasse: Rosidae

Ordnung: Rhizophorales

Familie: Rhizophoraceae

Gattung: Rhizophora

Art: Rhizophora apiculata (BLUME.)

Blatter von Lumnitzera littorea
Phylogenetische Einordnung:

Reich: Plantae

Unterreich: Tracheobionta
Uberabteilung: Spermatophyta
Abteilung: Magnoliophyta

Klasse: Magnoliopsida
Unterklasse: Rosidae

Ordnung: Myrtales

Familie: Combretaceae

Gattung: Lumnitzera

Art: Lumnitzera littorea (GAUDICH.)

Zweige von Sonneratia alba

Phylogenetische Einordnung:

Reich: Plantae

Unterreich: Tracheobionta
Uberabteilung: Spermatophyta
Abteilung: Magnoliophyta
Klasse: Magnoliopsida
Unterklasse: Magnoliidae
Ordnung: Magnoliales
Familie: Sonneratiaceae
Gattung: Sonneratia

Art: Sonneratia alba (SM.)

2.1.2. Nicht mangrovenassoziierte Pflanzen als Vergleich zur

Untersuchung der insektiziden Aktivitat

2.1.2.1. Aglaia (Aglaia duppereana, Meliaceae)
Arten der Gattung Aglaia sind im indochinesischen Gebiet beheimatet.
Die Blaten und Blatter

entzindungshemmenden Inhaltsstoffe in der traditionellen viethamesischen

dieser Pflanzen werden aufgrund ihrer

Medizin in Form von Tee verabreicht. Die antiphlogistisch wirkenden
Naturstoffe sind dieselben, die auch als insektizide Naturstoffe identifiziert
wurden [Proksch et al. 2005; Baumann et al. 2002)]. Hierbei handelt es sich
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um die Rocaglamide, die sich biosynthetisch wahrscheinlich aus Flavonoiden
und Cinnamoylamiden ableiten [Nugroho et al. 1999]. Die Gattung Aglaia ist
wie der Neembaum ebenfalls ein Verireter der Familie der
Mahagoniegewéachse (Meliaceae).

Die insektizide Wirkung dieser Substanzen ist schon fur viele
verschiedene Rocaglamidderivate beschrieben worden [Duong NT, 2005]. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde ein Rocaglamidderivat aus den Bliten von
Aglaia duppereana isoliert und im Insektizidbioassay eingesetzt, um die
Aktivitat der aus Mangroven isolierten Substanzen in Relation zu schon
bekannten insektiziden Naturstoffen zu stellen. Auch wenn sich bei der
Totalsystese von Rocaglamiden noch keine Erfolge verzeichnen lassen, die
einen groBflachigen Einsatz dieser Naturstoffe begunstigen wirden, werden
in Vietnam verdinnte ethanolische Extrakte von Aglaiapflanzenteilen in
Kombination mit Saponinen als Lésungsvermittler auf Felder ausgebracht,
um das Erntegut vor Insektenbefall zu schitzen. Dieser Erfolg spricht far
sich, aber vor einem groBflachigen Einsatz dieser Aglaiaextrakte ist im Sinne
des Schutzes vor groBflachiger Abholzung dieser Baume zu warnen.

Die hier verwendeten Bliten von Aglaia duppereana wurden in
Viethnam im Dezember 2006 gesammelt. Die ldentifizierung wurde von Dr.
Tran Ngoc Ninh, BSc. Nguyen Kim Dao und Dr. Nguyen Trong Son
vorgenommen und eine Probe wurde am Institut fir Chemie an der

Viethamese Academy of Science in Hanoi eingelagert.

2.1.2.2. Ryania (Ryania speciosa, Flacourtiaceae)

Ryania ist eine in Mittel- und Sidamerika beheimatete
Pflanzengattung aus der Familie der Flacourtiaceae. lhre Inhaltsstoffe, die
Diterpenalkaloidderivate vom Typ des Ryanodins sind namensgebend fir
den muskular vorkommenden Ryanodinrezeptor, von dem es je nach
Muskelzellentyp 3 verschiedene Untertypen gibt [Sutko et al. 1997]. Das
insektizide Potential von Ryanodinderivaten wurde Mitte des 20.
Jahrhunderts entdeckt [Rogers et al. 1948]. Die Grundstruktur mit mehr als
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10 Stereozentren wurde bereits 1970 mittels Réntgenstrukturkristallografie
absolut bestimmt [Srivastava und Przybylska 1970].

2.2. Insekten

2.2.1. Spodoptera littoralis (Boisduvall, Lepidoptera: Noctiudae)

Spodoptera littoralis ist ein polyphager Schadling, der im gesamten
europaischen und asiatischen Mittelmeerraum, aber auch vor allem in Afrika
und Nordafrika beheimatet ist. Die Baumwolleule ist polyresistent gegen viele
Insektizide und sehr robust. Somit stellt diese Schadinsektenart ein optimales
Testsystem flr die Erforschung von Insektiziden dar. Von den in diesem
System als insektizid identifizierten Stoffen kann aufgrund der Robustheit von
Spodoptera littoralis angenommen werden, dass diese Substanzen auch far

andere, nicht derart robuste Schadinsektenarten toxisch sind.

2.3. Bioassays

2.3.1. Bioassay-guided-Isolation (BAGl)

Die Methode der Bioassay-guided-Isolation (BAGI) wird angewendet,
um gezielt Inhaltsstoffe mit insektizider Wirkung zu isolieren. Zuerst werden
die Rohextrakte mit einer relativ hohen Konzentration von 2200 ppm
gescreent. Bei festgestellter Bioaktivitdt werden die Rohextrakte in n-Hexan,
Ethylacetat und Wasser durch fllssig-flissig Extraktion aufgeteilt und jede
Fraktion erneut einem Insektizidtest unterzogen. Hierbei wird eine um die
Halfte reduzierte Konzentration eingesetzt (1100 ppm). Die dann sich als
wiederum aktive Fraktion herausgestellten Phasen werden weiter mithilfe
sdulenchromatografischer Methoden aufgetrennt. Die einzelnen Fraktionen,
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die meist noch Stoffgemische darstellen, werden wiederum einem
Insektizidtest unterzogen. Dabei wird die Konzentration auf 550 ppm
reduziert. Weitere saulenchromatografische Aufreinigungsschritte und
Bioassays fuhren letztendlich zu den Reinsubstanzen, mit denen nach der
Strukturaufklarung  Bioassays in  verschiedenen  Konzentrationen

durchgefihrt werden.

2.3.2. Insektenbioassay

Die insektizide Wirkung wird an der polyphagen Schéadlingsart
Spodoptera littoralis untersucht, die in weiten Teilen der Welt fir
Ernteausfalle verantwortlich ist [Hosny et al. 1986]. Von dieser Art ist auch
bekannt, dass sie resistent gegentber verschiedenen Insektiziden ist, die auf
andere Schadlingsarten toxische Wirkungen in geringen Konzentrationen

entfalten.

2.3.2.1. Durchflhrung der Bioassays

2.3.2.1.1. Herstellung des Kunstfutters

600 g weiBe Bohnen werden tUber Nacht in 1600 mL Leitungswasser
zum Quellen gebracht. Am néchsten Tag werden die gequollenen Bohnen
mit einem Mixer zu einem homogenen Brei zerkleinert und es werden 8
Packchen Hefe, 12 g Nipagin, 12 g Vitamin C und 4 mL Formaldehyd
hinzugegeben. Die Bohnenmasse wird gut durchmengt und auf mehrere 500
mL Becherglaser verteilt, die 48 Stunden bei -80°C eingefroren werden.
AnschlieBend werden die Glaser mit der gefrorenen Bohnenmasse fir
insgesamt eine Woche in die Gefriertrocknungsanlage gestellt. Danach wird
die getrocknete Bohnenmasse mit einer Drogenmihle zu feinem Pulver

gemabhlen, welches bei -20°C eingelagert wird.




20

Material und Methoden

2.3.21.2. Herstellung der Bioassayansatze

0,735 g der gemahlenen Bohnenmasse werden in einen kleinen
Plastiktopf (Urinbecher) abgewogen. Die zu testende Substanzmenge wird in
1500 pL Methanol, Ethylacetat oder n-Hexan gelést und auf das Pulver
gegeben, sodass das gesamte Pulver vom Ldsungsmittel bedeckt ist. Zum
Trocknen wird das Topfchen Uber Nacht unter dem Abzug deponiert. Das
angetrocknete Pulver wird am nachsten Tag mit einem sauberen Spatel
wieder aufgelockert und pulverisiert. Uber eine Stocklésung (0,532 mg/mL)
werden 1,41 mL (0,75 mg) Gentamycinsulfat auf das Pulver gegeben. Uber
eine weitere Stocklésung (35,455 mg/mL) wird Agar aufgekocht und jeweils
2,2 ml (78 mgq) in jedes Plastikidpfchen abgefllt. Danach wird die komplette
Masse mit einem sauberen Glasstab (20 cm Léange, 4 mm Durchmesser) gut
durchmengt. Nach etwa 15 min ist der Agar fest und die Probe bereit flir den
Bioassay (Tab. 2.3.2.1.2.).

kénnen folgende Einwaagen bzw. Konzentrationen berechnet werden

01 | mg | = 22 ppm _ 20 ppm = 0,09 mg
0,2 | mg | = 43 ppm E 40 ppm = 0,19 mg
03 | mg | = 65 ppm f_t % 60 ppm = 0,28 mg
04 | mg|=]| 86 ppm | £ o % 80 ppm | = | 037 | mg
05| mg | =] 108 ppm | £ gé < 100 ppm | = | 047 | mg
06 | mg | = 129 ppm E‘@ = 120 ppm = 0,56 mg
07 | mg | =] 151 ppm | = é& S 140 ppm | = | 065 | mg
08 | mg | = 172 ppm 8 E E 160 ppm = 0,74 mg
09 | mg | = 194 ppm g% Mo 180 ppm = 0,84 mg
1 mg | = 215 ppm o 2 g 200 ppm = 0,93 mg
i1 | mg | =] 237 ppm ';- CQ 59 220 ppm = | 1,02 | mg
12 | mg | = 258 ppm 5 % ¢ 240 ppm = 1,12 mg
1,3 | mg | = | 280 ppm 9 §§ S 260 ppm = 1,21 mg
1,4 | mg | =| 301 ppm 2272 280 ppm | = | 1,30 | mg
15| mg | =] 323 ppm :,')-_EI o E 300 ppm =] 140 | mg
16 | mg | = | 344 ppm T 20 320 ppm | = | 1,49 | mg
22
1,7 | mg | =| 366 ppm @ g 8 2 340 ppm = 1,58 mg
1,8 | mg | = 387 ppm D '% <+ 2 360 ppm = 1,67 mg
1,9 | mg | = | 409 ppm | 2o 380 ppm | = | 1,77 | mg
2 mg | = | 430 ppm é g% g 400 ppm = | 1,86 | mg
21 | mg | = | 452 ppm S 2 g 420 ppm | = | 1,95 | mg
22 | mg | = | 473 ppm | 2 ) S 440 ppm | = | 2,05 | mg
23 | mg | =| 495 ppm S5 § 460 ppm = | 214 mg
24 | mg | = 516 ppm g ﬁ X 480 ppm = 2,23 mg
25 | mg | = 538 ppm o= 500 ppm = 2,33 mg
26 | mg | =] 559 | ppm | R 520 pom | = | 242 | mg
27 | mg | =] 581 ppm | © 540 ppm | = | 251 | mg
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28 | mg | = 602 ppm 560 ppm 2,60 mg
29 | mg | = 624 ppm 580 ppm 2,70 mg

3 mg | = 645 ppm 600 ppm 2,79 mg
3,1 mg | = 667 ppm 620 ppm 2,88 mg
32 | mg | = 688 ppm 640 ppm 2,98 mg
33 | mg | = 710 ppm 660 ppm 3,07 mg
34 | mg | = 731 ppm 680 ppm 3,16 mg
35 | mg | = 753 ppm 700 ppm 3,26 mg
36 | mg | = 774 ppm 720 ppm 3,35 mg
3,7 | mg | = 796 ppm 740 ppm 3,44 mg
38 | mg | = 817 ppm 760 ppm 3,53 mg
39 | mg | = 839 ppm 780 ppm 3,63 mg

4 mg | = 860 ppm 800 ppm 3,72 mg
41 | mg | = 882 ppm 820 ppm 3,81 mg
42 | mg | = 903 ppm 840 ppm 3,91 mg
43 | mg | = 925 ppm 860 ppm 4,00 mg
44 | mg | = 946 ppm 880 ppm 4,09 mg
45 | mg | = 968 ppm 900 ppm 4,19 mg
46 | mg | = 989 ppm 920 ppm 4,28 mg
47 | mg | = | 1011 ppm 940 ppm 4,37 mg
48 | mg | = | 1032 ppm 960 ppm 4,47 mg
49 | mg | = | 1054 ppm 980 ppm 4,56 mg

5 mg | = | 1075 ppm 1000 ppm 4,65 mg
5,1 mg | = | 1097 ppm 1020 ppm 4,74 mg
52 | mg | = | 1118 ppm 1040 ppm 4,84 mg
53 | mg | = | 1140 ppm 1060 ppm 4,93 mg
54 | mg | = | 1161 ppm 1080 ppm 5,02 mg
55 | mg | = | 1183 ppm 1100 ppm 5,12 mg
56 | mg | = | 1204 ppm 1120 ppm 5,21 mg
57 | mg | = | 1226 ppm 1140 ppm 5,30 mg
58 | mg | = | 1247 ppm 1160 ppm 5,40 mg
59 | mg | = | 1269 ppm 1180 ppm 5,49 mg

6 mg | = | 1290 ppm 1200 ppm 5,58 mg

Allgemeine Formeln zu Berechnung:

mg in ppm: f(x)zx~mg~215M
mg
ppm in mg: f(x)zxoppm'ioﬂ
215 ppm

2.3.2.1.3. Durchfihrung eines Wahlversuches

Wie in 2.3.2.1.2. beschrieben, wird jeweils ein Futterstiick mit und ein
Futterstiick ohne zutestender Substanz hergestellt. Die beiden Futterstlicke

werden in einer genlgend groBen Dose in ca. 6 cm Entfernung voneinander
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platziert. Danach werden 10 etwa 15-20 Tage alte Raupen in die Mitte
zwischen den beiden Futterstlick platziert und die Dose flr 16 Stunden in
den Inkubator (26°C, 16h Licht) gestellt. Nach Beendigung des Biotestes
wird das Verum wund das Placebo Futterstick aus der Dose
herausgenommen, von den Futter- und Kotkriimeln mit einem Pinsel befreit,
bei -80°C eingefroren und anschlieBend gefriergetrocknet. Das
Ursprungsgewicht eines dieser Futterstlicke betragt im gefriergetrockneten
Zustand 754,55 mg. Anhand dieses Urspungsgewichtes kann ermittelt
werden, wie viel die Insekten von jedem Futterstiick gefressen haben und
diese verzehrte Menge wird im Verhaltnis zueinander als Faktor

ausgerechnet und grafisch dargestellt.

2.3.2.1.4.  Spezielle Durchfihrung des Insektentests

Die mit dem Futter hergestellten Plastikidpfchen werden jeweils mit 10
Neonates bestickt und mit Parafiim und einem Fliegengitterstoff
verschlossen. Die Insektentests werden in einem Brutschrank bei 26°C und
16 Stunden Licht am Tag inkubiert. Nach 6 Tagen werden die Raupen aus
jedem Versuchsansatz genommen und einzeln auf einer Milligrammwaage
gewogen. Anhand der notierten Gewichte kdnnen statistische Werte
berechnet werden.

2.3.2.1.5. Vorteil des Bioassays an kompletten Insekten

Substanzen werden industriell haufig an isolierten Proteintargets oder
Insektenzellkulturen getestet. Dadurch wird der gesamte Metabolismus des
Korpers auBer Acht gelassen und dies ist wahrscheinlich mit ein Grund,
warum viele Substanzen, die an isolierten Targets eine Wirkung zeigten nicht
weiter bioaktiv sind, sobald sie am ganzen Insekt getestet werden. Des
Weiteren kénnen hierbei auch Substanzen erforscht werden, die Uber einen
noch unbekannten Mechanismus agieren, von dem noch kein Proteintarget
isoliert wurde. Weiter kébnnen auch unspezifische Aktionsmdglichkeiten wie
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der Einfluss auf die Membrandynamik erforscht werden. In dem hier
durchgefihrten Test werden die Substanzen am ganzen Insekt untersucht.
Zellkultur und Enzymbioassays waren hierbei nur noch relevant, um das

genaue Target zu ermitteln.

2.3.2.2. Statistische Auswertung der Insektenbioassays

2.3.2.2.1. Folgendes Formelwerk wurde verwendet

Tab. 2.3.2.2.1.: MS-Excel Arbeitsblatt Programmierung fir die Auswertung des Bioassays

A B C
1 Kontrollgruppe Konzentration/Substanz 1
2 Raupe 1
3 Raupe 2
4 Raupe 3
5 Raupe 4
6 Raupe 5
7 Raupe 6
8 Raupe 7
9 Raupe 8
10 Raupe 9
11 Raupe 10
12
13 Mittelwert =MITTELWERT(B2:B11) =MITTELWERT(C2:C11)
14 Stabw =STABW(B2:B11) =STABW(C2:C11)
15 SEM =B14/WURZEL(ZAHLENWENN(B | =C14/WURZEL(ZAHLENWENN(
2:B11;">0") C2:C11;">0%)

16 %Gew 100 =C13*100/$B$13

) =ZAHLENWENN(C2:C11;">0")*
17 %Uberlebende 100 $B$17/ZAHLENWENN(B2:B11;">

0)
=WURZEL((C13-
18 | T-Test zur Kontrolle $B$13)"2)/(WURZEL((C1472+$B
$1472)/10))

19
20 T-Test Signifikanz
21 >0,99 2,878 =WENN(C18>$B$21;"+++";"---")
22 >0,98 2,552 =WENN(C18>$B$22;"+++";"---")
23 >0,95 2,101 =WENN(C18>$B$23;"“+++";"---)
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2.3.2.2.2. Statistische Signifikanz

Die Auswertung erfolgte durch das Programm Excel der Microsoft
Cooperation. Die Einzelgewichte der Insekten werden notiert, die
Standardabweichung berechnet und darauf basierend der Standardfehler
des Mittelwertes ermittelt. Die  Signifikanz  der  verschiedenen
Versuchsansatze wird mit Hilfe des T-Testes im Vergleich zu Kontrollgruppe
Uberprift [Lozan und Kausch 1998].

*

>95%ige Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe

*%

>98%ige Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe

*k*

>99%ige Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe

2.4. Synthesen von Acetyl-, Zinnamoyl- und Benzoyl-

Derivaten

2.4.1. Acetylierung von Lupeol

Um  Struktur-Aktivitats-Beziehungen  hinsichtlich  der ICAM-1
Expressionsunterdriickung (Kapitel 3.5.) untersuchen zu kdnnen, wurde
Acetyl-Lupeol synthetisisert. Fir diese Reaktion werden 20 mg Lupeol in 1
mL Pyrridin in einem Eppendorff-Cup gelést und es werden 0,5 mL
Essigsdureanhydrid hinzugeflgt. Das Gemisch wird bei Raumtemperatur
Uber Nacht stehen gelassen. Am nachsten Tag wird die Mischung in einen
20 mL Scheidetrichter Gberfiihrt, 6 mL Wasser mit einem pH Wert von 4 und
Dichlormethan hinzugefigt. Nach kraftigem Schitteln wird die untere
Dichlormethanphase abgenommen. Die Dichlormethanphase wird 3-mal
gegen jeweils 6 mL Wasser mit einem pH Wert von 4 ausgeschuttelt.
AnschlieBend wird die Dichlormethanphase eingedampft und das Produkt
mittels NMR bestéatigt. Diese Reaktion ist modifiziert nach Becker et al. 1993
(S. 423). Die Struktur wurde mittels NMR bestatigt.
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Erzielte Ausbeute:

Einsatz: 20 mg 0,047 mMol Lupeol

0,024 mMol Acetyl-Lupeol

Ausbeute: 11,3 mg
Rate: 51%

2.4.2. Benzoylierung von B-Sitosterol, Cholesterol und Lupeol

Um  Struktur-Aktivitats-Beziehungen  hinsichtlich  der ICAM-1
Expressionsunterdriickung (Kapitel 3.5.) untersuchen zu kénnen, wurden
Benzoyl-Lupeol, Benzoyl-B-Sitosterol und Benzoyl-Cholesterol synthetisisert.
Fir diese Reaktionen werden 25 mg des Triterpens oder des Steroids in
einem 10 mL Rundkolben in 3 mL Pyrridin gel6st, anschlieBend werden 2 mL
Benzoylchlorid unter Rihren und Eiskihlung hinzugegeben. Das Gemisch
wird unter Rulckfluss 2 Stunden lang erhitzt. Das Gemisch wird nach
Abkihlung in 10 mL Eiswasser abgefiltert und in einem 100 mL
Scheidetrichter mit 30 mL Methanol und 30 mL n-Hexan ausgeschdttelt. Die
hieraus entstandene n-Hexan-Phase wird weitere 2-mal gegen 30 mL 90%
Methanol ausgeschiittelt, sowie die Methanolphase 2-mal gegen 30 mL n-
Hexan. Die vereinigten n-Hexan Phasen werden in einem 100 mL
Rundkolben zur Trockene eingedampft. Der trockene Rickstand wird unter
Ultraschall in soviel Methanol gelést (je nach Substanz etwa 20-50 mL), dass
eine Suspension entsteht. Diese Suspension wird unter Rilckfluss erhitzt,
sodass sich eine klare Lésung bildet. Falls sich beim Sieden noch ungeldste
Teile in der Lésung befinden, wird vorsichtig durch den Ruckflusskihler
Methanol hinzugegeben, bis sich alle Substanz gerade I6st. Nach dem
Sieden wird die Lésung méglichst langsam abgekihlt, damit sich wahrend
des Prozesses der Umkristallisation mdglichst groBe Kristalle bilden kénnen.
Die methanolische Lésung mit den Kristallkeimen wird tGber Nacht bei -20°C
gelagert. Am nachsten Tag wird die Lésung abgenutscht, der Kolben sowie
der Filter mit eiskaltem Methanol nachgewaschen. Die Kristalle werden

gesammelt und die Struktur mittels NMR bestétigt. Die Reaktion ist eine




26

Material und Methoden

Variation der Einhorn-Variante, wie in der Literatur beschrieben [Becker et al.
1993]. Die Strukturen wurden mittels NMR bestatigt.

Erzielte Ausbeuten:

Einsatz: 25 mg = 0,059 mMol Lupeol

Ausbeute: 7,2mg = 0,014 mMol Benzoyl-Lupeol
Rate: 23%

Einsatz: 25 mg = 0,065 mMol Cholesterol
Ausbeute: 8,3 mg = 0,017 mMol Benzoyl-Cholesterol
Rate: 26%

Einsatz: 25 mg = 0,060 mMol B-Sitosterol
Ausbeute: 9,4 mg = 0,018 mMol Benzoyl-B-Sitosterol
Rate: 30%

2.4.3. Zinnamoylierung von B-Sitosterol, Cholesterol und Lupeol

Um  Struktur-Aktivitdts-Beziehungen  hinsichtlich  der ICAM-1
Expressionsunterdriickung (Kapitel 3.5.) untersuchen zu kdnnen, wurden
Zinnamoyl-B-Sitosterol,  Zinnamoyl-Cholesterol und  Zinnamoyl-Lupeol
synthetisiert. Fir diese Reaktionen werden ca. 4 g Zinnamoylchlorid im
Trockenschrank bei 100°C verflissigt. 25 mg des Triterpens oder Steroids
werden in einem 10 mL Rundkolben in 3 mL Pyrridin gelést und unter
Eiskiihlung werden 2 mL des verflUssigten Zinnamoylchlorids hinzugegeben.
Hierbei entsteht oft ein Feststoff im Reaktionsansatz, der sich aber wieder
bei der 2-stlindigen Erhitzung unter Rickfluss restlos 16st. AnschlieBend wird
der Reaktionsansatz in einen Behalter mit Eiswasser abgefiltert. Der im Filter
zurtickbleibende Ruickstand wird in Dichlormethan gelést und mit der
Eiswasserphase vereint. Die Eiswasserphase wird 3-mal mit dem gleichen
Volumen Dichlormethan ausgeschuttelt, die Dichlormethanphase 3-mal mit
dem gleichem Volumen Wasser ausgeschuittelt. Die vereinigten
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Dichlormethanphasen werden eingedampft und in n-Hexan aufgeldst. Diese
n-Hexan-Phase wird 3-mal gegen das gleiche Volumen Methanol (95%)
ausgeschuttelt. AnschlieBend werden die vereinigten n-Hexanphasen
eingedampft. Der trockene Rilckstand wird unter Ultraschall in soviel
Methanol angelést (je nach Substanz etwa 20-50 mL), dass eine Suspension
entsteht. Diese Suspension wird unter Rlckfluss erhitzt, sodass sich eine
klare Lésung bildet. Falls sich beim Sieden noch ungeléste Teile in der
Ldésung befinden, wird vorsichtig durch den Rickflusskihler Methanol
hinzugegeben, bis sich alle Substanz gerade 16st. Nach dem Sieden wird die
Lésung mdéglichst langsam abgeklhlt, damit sich wahrend des Prozesses der
Umkristallisation mdglichst groBe Kristalle bilden kédnnen. Die methanolische
Lésung mit den Kristallen wird tGber Nacht bei -20°C gelagert. Am nachsten
Tag wird die Lésung abgenutscht, der Kolben sowie der Filter mit eiskaltem
Methanol nachgewaschen. Die Kristalle werden gesammelt und die Struktur
mittels NMR bestétigt. Die Reaktion ist eine Variation der Einhorn-Variante,
wie in der Literatur beschrieben [Becker et al. 1993]. Die Strukturen wurden
mittels NMR bestatigt.

Erzielte Ausbeuten:

Einsatz: 25 mg = 0,059 mMol Lupeol

Ausbeute: 3,9 mg = 0,007 mMol Zinnamoyl-Lupeol
Rate: 12%

Einsatz: 25 mg = 0,065 mMol Cholesterol

Ausbeute: 4,9 mg = 0,090 mMol Zinnamoyl-Cholesterol
Rate: 15%

Einsatz: 25 mg = 0,060 mMol B-Sitosterol

Ausbeute: 6,1 mg = 0,018 mMol Zinnamoyl-B-Sitosterol

Rate: 19%
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2.5. Proteinkinase-Bioassay

Die ProQinase GmbH in Freiburg ist ein Spin Off Unternehmen der
Klinik fir Tumorbiologie, das sich auf Enzymbioassays spezialisiert hat.
Humane Proteinkinasen, die eine tumorrelevante Bedeutung besitzen,
werden dort rekombinant hergestellt und in in vitro Inhibitionsassays
eingesetzt (Tab. 2.5.). Somit kann ein direkter Vergleich angestellt werden,
ob aktive Substanzen spezifisch auf nur einige oder unspezifisch auf alle
Kinase inhibitorisch wirken.

Tab. 2.5.: Liste der humanen Proteinkinasen deren Hemmung durch verschiedene

Substanzen getestet wurde

Abgekurzte Ausformulierte Bezeichnun Einfluss auf
Schreibweise der der Kinase 9 folgenden Bereich
Kinase der Tumorentstehung
EGF-R Epidermal growth factor Angiogenese
receptor
TIE2 Angiopoietin receptor 2 Angiogenese
VEGF-R2 VaSCL:JaI’ endothelial growth Angiogenese
actor receptor 2
Vascular endothelial growth .
VEGF-R3 factor receptor 3 Angiogenese
AKTA V-akt murine thymoma viral Apoptose
oncogene homolog 1
ARKS Aurora related kinase 5 Apoptose
FLT3 FMS-like tyrosine kinase 3 Apoptose
FAK Focal adhesion kinase Metastasierung
INS-R Insuline receptor Metastasierung
SRC proto ontogenic tyrosine kinase Metastasierung
Aurora-A Aurora kinase A Proliferation
Aurora-B Aurora kinase B Proliferation
B-RAF-VE v-raf murine sarcoma viral Proliferation
oncogene homologue B1
CDK2/CycA Cyclin dependent kinase 2 Proliferation
CDK4/CycD1 Cyclin dependent kinase 4 Proliferation
CK2-alphat Casein kinase Proliferation
coT Mlt.ogen-egctlvateq protein Proliferation
kinase kinase kinase 8
EPHB4 Ephrin B 4 receptor Proliferation
ERBB2 endothelial growth factor Proliferation
receptor
IGF-1-R Insulin-like growth factor 1 Proliferation
receptor
MET Mesenchymal-epithelial Proliferation
transition factor
PDGFR-beta Platelet-derived growth factor Proliferation
receptor beta Untereinheit
PLK1 Polo-like-kinase-1 Proliferation
SAK Snk/Plk AKIN Kinase Proliferation
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Vorteil dieser Testreinen ist die Tatsache, dass mit humanen
Enzymen gearbeitet wird und keine Enzyme aus anderen Organismen
verwendet werden. Es kann targetorientiert geforscht werden und die
Wirkung kann evil. auf bestimmte Kinasen eingegrenzt werden. Fir das Ziel,
Wirkstoffe flr die humane Krebstherapie zu entwickeln, ist es essentiell, die
Substanzen an humanen Targets und nicht an Targets anderer Spezies zu
untersuchen.

Der Nachteil dieses Testverfahrens ist, dass keinerlei Daten zur
Kinetik der Substanz erhoben werden kdnnen. Andere Aspekte, wie die
Membrangangigkeit der Substanzen kénnen ebenfalls nicht berlcksichtigt

werden.

2.6. Weitere Bioassays

2.6.1. Zellkulturassays an murinen Krebszellen

Diese Testreihnen werden an der Johannes Gutenberg Universitat
Mainz am Institut fir Physiologische Chemie in der Abteilung Angewandte

Molekularbiologie unter Leitung von Prof. W.E.G. Miiller durchgefiihrt.

Dieser Test stellt einen zusatzlichen Erkenntnisgewinn zu den
Ergebnissen an isolierten Proteintargets dar, denn in diesen Testreihen
werden die Substanzen mittels muriner Krebszelllinien auf ihre Bioaktivitat
hin untersucht. Die erganzende Aussageféahigkeit ist jedoch begrenzt, denn
es ist ungewiss, ob diese Krebszelllinien Uber die gleichen Targets verflgen,
an denen die Substanzen direkt getestet worden sind, oder ob die
Substanzen im Rahmen des Zellmetabolismus’ abgebaut oder modifiziert
werden, was sich ebenfalls auf die Bioaktivitat auswirken kénnte.
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2.6.2. UV-Schutz-Testung

Am An-Institut far Umweltmedizinische Forschung gGmbH der
Heinrich Heine Universitat Dusseldorf im Arbeitskreis von Frau PD Dr.
Susanne Grether-Beck wurden verschiedene Naturstoffe darauf getestet, ob
diese eine UVA1 schitzende Wirkung auf Keratinozyten entfalten kénnen.
Der UV-Schutz basiert darauf, dass Keratinozyten auf eine Belastung durch
UVA1 mit einer erhdhten Expression des zelluldren Oberflachenproteins
ICAM-1 (intracellular adhesion molecule 1) reagieren. Der Mechanismus ist
weitgehend noch unverstanden, aber eine Rolle fir die erhdhte Expression
stellen membrangebundene Ceramide dar, die bei UV-Stress aus der
Membran herausgelést  werden und in eine intrazellulare
Signaltransduktionskaskade minden, durch die Transkriptionsfaktoren
aktiviert werden, die wiederum die Transkriptionsrate des ICAM-1 Genes
erhéhen. Der Oberflachenrezeptor ICAM-1 ist auch unter der Bezeichnung
CD54 bekannt. An ihn binden zytotoxische T-Zellen, die wiederum Nekrosen
und weitere Entziindungsreaktionen auslésen, welche eine typische
Symptomatik fir Sonnenbrande darstellen. Weiter ist bekannt, dass eine
Uberexpression des ICAM-1 Rezeptors in degenerativen neuronalen
Erkrankungen und Asthma involviert ist. Leider kann bei diesem Bioassay
nicht genau determiniert werden, an welchen Stellen die Substanzen die
Signaltransduktion beeinflussen und somit zur Herunterregulierung der
Expression von ICAM-1 fiihren. Denkbar sind Angriffspunkte in oder an den
Zellmembranen, den Proteinsignalkaskaden oder den Transkriptionsfaktoren.
Die Expression wird durch eine Polymerasekettenreaktion der mRNA von
ICAM-1 untersucht. Die Menge der amplifizierten DNA ist proportional zur
transkribierten mRNA und somit zur ICAM-1 Transkriptionsinduktion.
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2.6.3. Toxikologische Untersuchungen

Weitere toxikologische Untersuchungen werden in der Arbeitsgruppe
von Frau Dr. Yvonni Chovolou am Institut fliir Toxikologie an der Heinrich
Heine Universitat Disseldorf durchgefihrt. Neben den zytotoxischen
Ergebnissen, basierend auf einem MTT Assay [Mosmann 1983], kdnnen
weitere Untersuchungen hinsichtlich der TNFa induzierten NFkB Antwort
durchgefiihrt werden, die einen Schluss auf die antiphlogistischen Wirkungen
einiger Substanzen zulassen (Abb. 2.6.3).

: j//N\ enzymatische Umsetzung: ©\(/N\N/©
®N H

N= (mitochondriale) Dehydrogenasen Na
N oder Reduktase "N
Br® )§N . , > )\
S>%\ nichtenzymatische Umsetzung: s” N

NADPH oder NADH )__J\
MTT

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide)

hydrophiles lipophiles

Tetrazoliumsalz (gelb) Formazan (lila)

Abb. 2.6.3: Die zellatmungsbedingte Umsetzung vom MTT als MaB flr die Zellviabilitat

Der NFxB-Assay wurde indirekt Uber einen Reporterassay
durchgefihrt. Es wurde untersucht, ob NFxB die Transkription eines
Reportergenes induzieren kann. Hierflir wurde die SEAP (secreted form of
human alkaline phosphatase) als Reporterprodukt eingesetzt. Da dieses
Enzym sekretiert wird, konnte anhand der Phosphataseaktivitdt im
umgebenden Medium festgestellt werden, ob aktiviertes NFxB im Zellkern

vorliegt.
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2.7. Phytochemische Methoden

2.7.1. Flussig/Flussig-Extraktion

Rohextrakte kénnen mittels Ausschitteln in einem Scheidetrichter in
verschiedene Lésungsmittelphasen aufgetrennt werden. Die verschiedenen

Substanzen verteilen sich je nach Polaritat. (Abb. 2.7.1.)

Rohextrakt aufgenommen
in 90% MeOH
I

I 1
[ n-Hexan ] [90% Methanol evaporiert]

[ EIOAG ] [ Wasser ]

[ Wasser ] [ 1-Butanol ]

Abb. 2.7.1.: Prinzip der Flissig/Flissig Extraktion

Aus pflanzlichen Extrakten reichern sich in der n-Hexan Phase vor
allem Chlorophyllderivate, Fettsduren, Wachse und Terpene mit wenigen
polaren funktionellen Gruppen an. In der Ethylacetatphase sammeln sich vor
allem mittelpolare Substanzen wie Flavonoide an. In der Wasserphase
befinden sich nach dem Ausschiitteln vor allem Zucker, in der Butanolphase

glycosylierte Substanzen.

2.7.2. Vacuumflissigchromatographie (Vacuum liquid
chromatography (VLC))

Durch die VLC kann ein Rohextrakt seiner Polaritat nach grob

vorfraktioniert werden. Bevorzugt sind die Materialien Silica und DIOL. Hierzu
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wird eine Glassaule groBen Durchmessers (ca. 5-10 cm) mit der trockenen
stationaren Phase beflllt (ca. 20 cm hoch). Auf diese Phase wird der auf die
stationare Phase eingetrocknete Extrakt (1 g Extrakt auf 1 g stationare
Phase) geschichtet. Zum Schluss wird die Saule mit Watte nach oben hin
ausgekleidet, damit das hineinflieBende L&sungsmittel die Schichten nicht
aufwirbelt. Der untere Teil der Glassaule besitzt einen Schliff, an dem ein
Kolben befestigt werden kann und oberhalb des Schliffes der Saule befindet
sich ein seitlicher Vakuumansaugstutzen, durch den die Saule unter Vakuum
gesetzt werden kann, damit das Lésungsmittel schnell durch die Saule in den
Kolben gesaugt werden kann. Bei Silica und DIOL Material wird mit der
unpolarsten Mischung begonnen und somit von unpolar nach polar eluiert.
Jedes Ldsungsmittelgemisch wird in einem separaten Kolben aufgefangen.
(Tab. 2.7.2.)

Tab. 2.7.2.: Folgende Lésungsmittelgemische sind flr die Bearbeitung bestimmter
Fraktionen mittels VLC von Nutzen (die angegebenen Volumina beziehen sich auf 10 g

Extrakt)

n-Hexan EtOAc ml
1, 1 0 200
2. 9 1 200
: 3. 8 2 200
i 4. 7 3 200
o 5. 6 4 200
2 6. 5 5 200
mL 7. 4 6 200
5 8. 3 7 200
S 9. 2 8 200
o 10. 1 9 200
11. 0 1 200
£ EtOAc MeOH 200
= = 12. 9 1 200
8 ) 13 8 2 200

@ > :
& 2 14. 7 3 200
;n e 15. 6 4 200
2 5 16. 5 5 200
o Y 17. 4 6 200

= o

o S 18. 3 7 200
oz g 19. 2 8 200
5 20. 1 9 200
3 21. 0 1 200
= MeOH H,O 200
= 22. 9 1 200
§ 23. 8 2 200
l 24. 7 3 200
3 25. 6 4 200
Z 26. 5 5 200
S 27. 4 6 200
= 28. 3 7 200
29. 2 8 200
30. 1 9 200
31. 0 1 200




34

Material und Methoden

2.7.3. Saulenchromatographie

Mittels Saulenchromatographie kénnen Substanzgemische effektiv
aufgetrennt werden. Hierzu wird eine Glassaule mit der 50fachen
Gewichtsmenge an Saulenmaterial, bezogen auf die aufzutrennende
Fraktion bestlickt (bei Silica und DIOL). Das Saulenmaterial wird in dem fir
die Auftrennung optimalen Substanzgemisch geldst und in die Saule gefilllt.
Hierzu kénnen Materialien wie Sephadex, Silica oder DIOL verwendet

werden.

2.7.3.1. Silica (Kieselgel)

Hierzu wurde Kieselgel 32-63, 60 der Firma ICN Biomedicals GmbH
verwendet. Die Auftrennung anhand von Kieselgel beruht auf Polaritat. Das
sehr polare Kieselgel als stationdre Phase und unpolarere Lésungsmittel als
mobile Phase kdnnen eine sehr gute Auftrennung bewirken. Problematisch
ist die Verwendung von Silicagel bei basischen Alkaloiden, da durch die
Saurefunktionen des Silicagels die basischen Stickstoffatome der Alkaloide
protoniert werden kénnen, wodurch die Alkaloide fortan als Salz vorliegend

und nur noch schwer bis gar nicht mehr zu eluieren sind.

2.7.3.2. Sephadex

Durch eine Saulenchromatographie mittels Sephadexmaterial
(Sephadex LH 20 der Firma Sigma) lassen sich Substanzen ihrer GroéBe
nach auftrennen. Kleinere Molekile werden starker vom Saulenmaterial
retardiert als gr6Bere. Da neben der GréBenausschlusschromatographie
aber auch Absorptionseffekte der Auftrennung zu Grunde liegen, kann es
zuweilen schwer sein, das Auftrennverhalten anhand dieses Materials
vorherzubestimmen. Als FlieBmittel eignen sich hierbei Gemische aus
Methanol und Dichlormethan.
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2.7.3.3. DIOL

LiChroprep® DIOL der Firma Merck ist eine Alternative zu Silicagel,
da es Uber keine sauren funktionellen Gruppen verfligt und aufgrund seiner
amphiphilen Molekularstruktur eine sehr gute Auftrennungsleistung im
mittelpolaren Bereich besitzt. Als besonders effektive FlieBmittel eignen sich

Gemische aus n-Hexan und Aceton.

2.7.4. DUnnschichtchromatographie (DC)

Die Dunnschichtchromatographie hat ihren primaren
Anwendungsbereich in der Optimierung der FlieBmittelgemische flir eine
anschlieBende Saulenchromatographie. Nach dem DC-Lauf wird mittels UV-
Lampe bei 254 nm und 366 nm die Fluoreszenzléschung bzw. die
Eigenfluoreszenz betrachtet. Folgende Sprihreagenzien wurden verwendet,

um die Substanzen zu detektieren:

Anisaldehyd/Schwefelsaure:
42,5 mL Methanol, 5 mL Eisessig, 2,5 mL konz. Schwefelsdure, 0,25 mL
Anisaldehyd

Dragendorff:

Lésung I: 20 g Weinsaure in 80 mL destillietem Wasser gelést, dazu 1,7 g
Bismut Subnitrat

Lésung Il: 35 g Kaliumiodid werden in 80 mL destilliertem Wasser geldst
Lésung | und Il werden vereint und gefiltert und ergeben Lésung I

Um das Sprihreagenz zu erhalten werden 10 mL der Lésung |l

in 90 mL 20%iger Weinsaurelésung geldst
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2.7.5. Praperative Dinnschichtchromatographie (PDC)

Bei der PDC werden Substanzen auf der gesamten Bandbreite einer
DC-Platte aus Aluminium aufgetragen und mit einem optimalen
Lésungsmittelsystem Uber 20 cm hinweg laufen gelassen. Nach Beendigung
des Laufes werden die Banden unter UV-Licht mit einer Wellenlange von 254
nm oder 366 nm markiert und anschlieBend mit einer Schere ausgeschnitten.
Alternativ kann bei nicht unter UV Licht sichtbaren Substanzen ein auBerer
ca. 1 cm breiter Streifen abgeschnitten werden und mit verschiedenen
Spriihreagenzien behandelt werden. Nach Entwicklung wird dieser Streifen
wieder an die restliche DC angelegt, um die Laufhdhe auf der nicht
entwickelten DC zu markieren. Nach dem Ausschneiden der Streifen werden
diese in ca. 5 mm breite Sticke zerschnitten und mit Methanol
ausgewaschen. Nach mehrmaligem Auswaschen wird eines der DC Stlicke
erneut mittels Sprihreagenz oder UV-Licht untersucht, ob die komplette
Substanz ausgewaschen werden konnte, andernfalls wird der Waschvorgang
wiederholt. Um eventuelle Silicarlickstande zu entfernen wird die Lésung

filtriert und evaporiert.

2.7.6. Semipraparative HPLC

Mittels der semipréaparativen HPLC kdnnen kleinere Substanzmengen
effektiv aufgetrennt werden. Die maximale Menge sollten etwa 30 mg sein,
da bei jedem Durchgang maximal etwa 2-3 mg Substanz auf die Saule
aufgetragen werden kann. FlieBmittelgemische aus Methanol und 0,1% TFA
haltigem NANOpur Wasser sind hocheffektiv, um eine optimale Auftrennung
mit der Reversed Phase Saule zu gewahrleisten. Die UV-Wellenlange kann
auf einen substanzspezifischen Bereich eingestellt werden und gleichzeitig
kann mit einem Schreiber das Chromatogramm dokumentiert werden. Je
nach Anforderung wurden verschiedene Gradienten verwendet, d.h. es kann
an dieser Stelle kein Standardgradient angegeben werden.
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Folgendes Gerat wurde verwendet:

Pumpe LaChrom L-7100, Merck/ Hitatchi
Vorsaule Eurospher 100-C18, Knauer

Saule Eurospher 100-C18, Knauer
Detektor LaChrom L-7400, Merck/ Hitatchi
Schreiber | Chromato-Integrator D-2000, Merck/ Hitatchi
Flussrate 5 mL/min

2.7.7. Praparative HPLC

Die Verwendung der praparativen HPLC ist vor allem fur gréBere
Substanzmengen geeignet, da hier fir einen Durchlauf bis zu 50 mg auf die
Saule aufgetragen werden kann. Genau wie bei der semipraperativen HPLC
kénnen FlieBmittelgemische aus Methanol und 0,1% TFA haltigem NANOpur
Wasser fur eine optimale Trennung verwendet werden. Je nach Anforderung
wurden verschiedene Gradienten verwendet, d.h. es kann an dieser Stelle
kein Standardgradient angegeben werden.

Folgendes Gerat wurde verwendet:

Pumpe Varian, PrepStar 218
Eurospher 100-C18, Knauer

Vorsaule

Varian Dynamax (250 x 4.6 mm, ID and 250 x
Saule 21.4 mm, ID), gepackt mit Microsorb 60-8 C-
18, mit integrierter Vorsaule

Detektor Varian, ProStar 320 UV-Vis detector
PC-

gestitzte Varian Star (V.6)

Software

Flussrate 20 mL/min

2.7.8. Analytische HPLC

Um die Zusammensetzungen verschiedener Proben zu untersuchen,

wurden diese mittels einer HPLC (High Performance Liquid Chromatography
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(Hochleistungsflissigchromatographie))-Anlage  mit  Diodenarraydetektor
untersucht. Als stationdre Phase diente eine Saule mit Reversed Phase
Saulenmaterial (RP-18) (Lange 10 cm, Durchmesser 4 mm). Als mobile
Phase diente ein Lésungsmittelgemisch aus Methanol und NANOpur Wasser
mit einem durch Phosphorsdure eingestellten pH-Wert von 2,00. Die

Substanzen wurden mit einer Flussrate von 1 mL/min eluiert.

Der Standardgradient hatte folgende Programmierung:

Zeit [min] Methanol NANOpur Wasser pH 2
0 10 % 90 %

5 10 % 90 %

35 100 % 0 %

45 100 % 0%

50 10 % 90 %

60 10 % 90 %

Folgendes Gerat wurde verwendet:

Probeninjektionssystem ASI-100, Dionex
Pumpe P 580, Dionex
Saulenofen STH 585, Dionex

Saule Eurospher 100-C18, Knauer
Detektor UVD 340 S, Dionex
PC-gestltzte Software Chromeleon V6.3

2.7.9. HPLC Quantifizierung von Ellagsaurederivaten

Mittels dieser semiquantiven Bestimmung konnten Ellagsaurederivate
im Kernholz und in der Rinde von Sonneratia alba erfasst werden.
Kommerziell bezogene Ellagsdure wurde als Vergleichssubstanz eingesetzt.
Die HPLC verflugte Uber eine RP-18 Saule und es wurde mit einem
isokratischen System (100% MeOH) und einer Flussrate von 1 mL/min

eluiert.
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Eine Stammlésung mit der Konzentration von 0,1 mg Ellagsaure pro 1
mL wurde mittels HPLC untersucht. Als Referenz wurde das arithmetische
Mittel der Peakflachen von fanf Injektionen (jeweils 20 pL) verwendet
(12463773 Einheiten). Die Standardabweichungen waren so gering, dass sie

vernachlassigt wurden.

Mit einer Konzentration von 2 mg Extrakt pro mL wurden die zu
vermessenden Proben ebenfalls finf Mal auf die auf die Saule gegeben
(jeweils 10 pL), um aus den gemessenen Peakflachen das arithmetische
Mittel zu berechnen.

Aufgrund der unterschiedlichen Molekulargewichte der verschiedenen
Ellagsdurederivate wurden folgende Korrekturfaktoren ~mathematisch
ermittelt: Ellagsaure = 1, 3-Methyl-O-Ellagsaure = 0,96, 3,3’-Di-O-Methyl-
Ellagsédure = 0,92 und 3,3’,4-Tri-O-Methyl-Ellagsaure = 0,88.

Die Ruckberechnung erfolgte Uber einen klassischen Dreisatz. Nach
der Vermessung des externen Standards, konnte errechnet werden, welche
Absorbtionsflache 0,1 mg/mL Ellagsédure (auf 10 pL Injektionsvolumen
bezogen) hat. Bei 2 mg Extrakt pro mL (10 pL Injektionsvolumen) konnte der
absolute Gehalt der Ellagsaurederivate pro 2 mg Extrakt bestimmt werden.
Dieser Gehalt wurde anhand der ermittelten Gewichte der einzelnen
Fraktionierungsschritte bis auf das Trocken- bzw. Frischgewicht

zurlickgerechnet.

2.7.10. Abschéatzung des Gehaltes von Taraxerolderivaten in
Rhizophora stylosa mittels 'H-NMR

Mittels einer 'H-NMR basierten Methode konnte der Gehalt an Z-
Coumaroyl-Taraxerol, E-Coumaroyl-Taraxerol und Taraxerol in den
Fraktionen der Blattkutikulafraktion von Rhizophora stylosa bestimmt werden.

Zunéachst wurde der Extrakt mittels klassischer
Fraktionierungsverfahren, wie der Saulechromatographie getrennt. Die
Anwesenheit von Triterpenen konnte mittels Anisaldehyd Sprihreagenz
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nachgewiesen werden. Die Kutikulafraktion wurde weiter aufgetrennt und die
Fraktionen mittels '"H-NMR vermessen.

Die Quantifizierung der Taraxerolderivate geschah anhand der
Integrationswerte und der chemischen Verschiebungen der Protonen.

Um zunéchst die Gesamtheit der Taraxerolderivate in ein Verhaltnis
zu den Fetsauren zu stellen, wurden die Integrationen der Protonen an
Position 15 (Struktur von Taraxerol siehe Kapitel 3.4.) (chemische
Verschiebung von 5,51 ppm ('H-NMR Tabelle sieche Kapitel 3.4.)) in ein
Verhéltnis zu den Integrationen der Fettsauren gestellt. Idealerweise wurde
in den Taraxerol-haltigen Fraktionen nur Fettsduren und keine anderen
Substanzen gefunden (aus Grinden der Vereinfachung wurde als mittlere
Kettenlange der Fettsduren 18 angenommen).

Um weiter das Verhéltnis zwischen Taraxerol und mit Coumarsaure
verestertem Taraxerol zu bestimmen, wurde die Integration der Protonen an
Position 3 bestimmt (unverestert: 3,2 ppm; mit p-Coumarséure verestert:
4,52 ppm ('H-NMR Tabelle siehe Kapitel 3.4.)).

Um zuletzt das Verhaltnis zwischen E-Coumaroyl-Taraxerol und Z-
Coumaroyl-Taraxerol zu bestimmen, wurden die Integrationen der
Doppelbindungsprotonen der E-Coumaroyl-Taraxerol oder Z-
Coumarséaurebestandteil zur Hilfe genommen, die jeweils anhand der
Kopplungskonstanten identifiziert werden konnten.

Ruckberechnung:

Zwecks Ruckberechnung wurden zuerst die Verhaltnisse aller
Taraxerolderivate zu den Fettsauren auf die Fraktion rlickberechnet, diese
Fraktion wiederum bis auf den Gesamtextrakt. Somit konnte zunéchst der

Gehalt aller Taraxerolderivate bestimmt werden.

Das Verhéltnis der Taraxerolderivate zueinander wurde anhand der
ermittelten Werte hinsichtlich der chemischen Verschiebung an Position 3

sowie der Versterung mit Coumarsaure berechnet.
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Alle prozentualen Werte wurden anschlieBend Uber die ermittelten
Gewichte der Fraktionierungsschritte bis auf das Frischgewicht

rickberechnet.

2.7.11. HPLC-MS

Durch die Kopplung eines Hochleistungsflissig-
chromatographiegerates mit einem Elektronenspray-Massenspektrometer
kénnen die eluierten Substanzen auf ihr Molekulargewicht hin untersucht
werden. Durch das MS/MS Verfahren kdnnen zudem die Fragmente der
einzelnen Substanzen untersucht werden. Die Datenausgabe erfolgt anhand
eines UV-Spektrums, sowie der Massenspektren im positiven bzw. negativen
Modus. Als mobile Phase diente ein Ldésungsmittelgemisch aus Methanol
bzw. Acetonitrii und NANOpur Wasser mit einem 0,1%igen Zusatz von
Ameisensdure. Flussrate betrug 0,4 mL/min.

Der Standardgradient hatte folgende Programmierung:

Zeit [min] Methanol bzw. NANOpur Wasser mit
Acetonitril 0,1%iger Ameisensaure

0 10 % 90 %

2 10 % 90 %

35 100 % 0%

45 100 % 0 %

47 10 % 90 %

60 10 % 90 %

Folgendes Gerat wurde verwendet:

Probeninjektionssystem G 1313 A ALS 1100, Agilent
Pumpe Edwards 30, BOC
Saule Knauer Eurospher 100; C-18A
Detektor G 1315 B DAD 1100, Agilent
Massenspektrometer Finnigan LCQDeca, Thermoquest
lonenquelle ESI, Thermoquest
PC-gestltzte Software Xcalibur, Version 1.3
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2.7.12. EI-MS

Bei der Molekllmassenermittlung durch die Electron Impact
Massenspektrometrie wird die Probe bei einer bestimmten Temperatur
verdampft und in einem Vakuum direkt durch einen lonenstrahl ionisiert.
Nach der lonisierung werden die Molekile und die Fragmente in einem
Magnetfeld beschleunigt und nach ihrer Masse aufgetrennt.

Dieses Gerat wird von Dr. Tommes am Institut flir Organische Chemie
an der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf betrieben. Das dort verwendete
Gerét ist ein Finnegan MAT 8200.

Im Gegensatz zur HPLC-MS ist diese Methode vor allem fir die

Analyse von Steroidderivaten und Triterpenen gut geeignet.

2.7.13. NMR

Bei der Nuclear Magnetic Resonance Spektrometry (NMR) werden die
in einem deuterierten Lésungsmittel gelésten Substanzproben in ein starkes
Magnetfeld eingebracht. Bei der 'HNMR werden die chemischen
Verschiebungen der Protonen gemessen. Die chemische Verschiebung wird
als o in ppm angegeben, die Kopplungskostanten als J in Hertz (Hz). Die
Messungen fur diese Arbeit erfolgten zum einen am Institut fir Anorganische
Chemie unter Leitung von Dr. Peters an einem Bruker DRX-500 Gerét, sowie
an dem gleichen Geratetyp unter Leitung von Prof. Dr. Deng an der Normal

University in Beijing.

2.7.14. Optische Drehung

Moleklle mit chiralen Zentren kdnnen polarisiertes Licht abhangig von
Schichtdicke, Temperatur, L&sungsmittel und Konzentration mit einem
determinierten Winkel drehen. Die Drehwerte der Molekule lassen Schlisse
auf die Stereochemie zu, indem sie mit den bekannten Literaturwerten
verglichen werden. Da die optische Drehung immer abhangig von
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Lésungsmittel und Temperatur ist, werden die in der Literatur genannten
Parameter verwendet. Als Lichtquelle des Perkin 241 MC Polarimeters wird
eine Natriumlampe mit einer konstanten Wellenlange von 589 nm (Natrium-
D-Linie) verwendet. Gemessen wurde mit einer Schichtdicke von 10 cm und
einer Temperatur von 20°C. Als Vergleichsstandard wird (+)-Rutin (1% in
Ethanol mit einem theoretischen Drehwert von [a]p?® = +12,4° verwendet.
Uber einen Dreisatz, in dem der theoretische Drehwert von (+)-Rutin, der
gemessene Drehwert von (+)-Rutin und der gemessene Drehwert der
Substanz eingehen, kann der reele Drehwert der untersuchten Verbindung

nach folgender Formel bestimmt werden.

emesserner _ Drehwert _von _ Rutin
[a]f)0 =8 = = = ® gemessener _ Drehwert _der _ Substan 7

Soll — Drehwert _von _ Rutin(+12,4°)
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2.8. Verwendete Gerate

-80°C Gefriertruhe

Brutschrank flr die Kulturhaltung
Brutschrank fir Insektenbioassays
Fraktionssammler
Gefriertrocknung

Gefriertruhe

Heizplatte mit Rihrer

Injektionsspritzen fir praperative
HPLC

Kdhlschranke

Mixer

Mixer 8010E

Rotationsverdampfer
Trockenschrank

Ultraschallbad

UV-Betrachter

Waage Typ BL 1500 (d = 100 mg)
Waage Typ RC210P (d = 0,01 mg)
Zentrifuge

2.9. Chemikalien

Deuterierte Lésungsmittel fir NMR
DIOL-Matrial 0,025-0,04 mm
Formaldehyd

Gentamycinsulfat

HPLC Lésungsmittel
Lésungsmittel far
Saulenchromatographie und
Dunnschichtchromatographie

Nipagin M

RP-18 Saulenmaterial

Saccharose

Sephadex LH-20 0,25-0,1 mm
Silicagel 0,04 — 0,063 mm
Spektroskopische Lésungsmittel fiir
die Drehwertbestimmung

Vitamin C

Benzoylchlorid

Forma Scientific

Memmert GmbH & Co. KG
Rubbarth Apparate GmbH
Retriever Il, ISCO

Lyovac GT2, Steris
Siemens-Elektrogerate GmbH
IKA-Werk, Janke & Kunkel GmbH &
Co. KG

Hamilton

Privileg, Quelle GmbH
IKA-Werk, Janke & Kunkel GmbH &
Co. KG

Waring Commercial, Torrington
Rotavapor R200, Blchi
Kelvitron, Heraeus

Sonorex RK 510S, Bandelin
Camag

Sartorius AG

Sartorius AG

Biofuge pico, Heraeus

Uvasol, Merck

Merck

Fluka

Serva Electrophoresis

LiChroSolv HPLC grade, Merck
Bezogen als technische
Lésungsmittel aus dem
Chmikalienlager der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf und
anschlieBend an institutsinternen
Destillationsapparaturen aufgereinigt
Fluka

Merck

Aro

Merck

Merck

Sigma-Aldrich

Caelo
Fluka
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Zinnamoylchlorid Fluka
Essigsdureanhydrid Fluka
Pyrridin Fluka

Chemikalien, die unverandert in Bioassays eingegangen sind, sind aus
Grunden der lexikalischen Semantik in Kapitel 7.1. aufgelistet.

2.10.Sonstige Ver- und Gebrauchsmittel

10 L Eimer Curver

Agar fir Raupenkultur Caelo

Atemschutzmaske fir die Arbeit an 3M Europe

der Insektenkultur

Baumwolle Holsatia

Filterpapier fur die Eiablage VWR

Fliegengitter Tesa

Glasstabe 200mm x 4 mm Glasblaserei, Heinrich-Heine-

Universitat Disseldorf
Gummibander zum VerschlieBen der  Herlitz
Urinbecher flr Insektenbioassays

Hefe Bella Back
Kochtopf WMF

Parafilm VWR
Petrischalen Greiner Bio-One
Pinsel, um Neonates zu picken Herlitz
Schneebesen WMF
Uhrfederstahlpinzette zum Greifen der VWR

Insekten

Urinbecher flr Insektenbioassays Roth

WeiBe Bohnen Miiller’'s Mihle

2.11. PC-Programme

Textverarbeitung, Prasentation, Microsoft Office 2003
Tabellenkalkulation
Zeichenprogramm fur Strukturformeln  ChemDraw Ultra 8.0, Cambridge

Soft

ACDLabs 11.0 Freeware
Nachschlagewerk fir Naturstoffe Dictionary of Natural Products,

Chapman & Hall
Online-Suche nach Pubmed
Verdéffentlichungen SciFinder Scholar

NMR Software Bruker Software, MestReNova
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3. Ergebnisse

3.1. Ellagsaurederivate aus Zweigen von Sonneratia alba

Aus den Zweigen der Mangrovenspezies Sonneratia alba
(Sonneratiaceae) wurden verschiedene Derivate der Ellagsaure isoliert,
deren Strukturen aufgeklart und deren insektezide Aktivitdten untersucht
wurden. Die insektizide Wirkung wurde anhand von Insektenversuchen nach
jedem Fraktionierungsschritt verfolgt und konnte schlieBlich in einer Fraktion
lokalisiert werden, aus der Ellagsaure, 3-Methyl-O-Ellagsaure, 3,3-Di-O-
Methyl-Ellagséure und 3,3",4-Tri-O-Methyl-Ellagsaure mittels
semipraparativer HPLC isoliert werden konnten (Tab. 3.1.1.a). AnschlieBend
wurden diese vier Reinsubstanzen auf ihre Bioaktivitat einzeln getestet.

Diese vier Substanzen wurden im Rahmen dieser Arbeit aus
Sonneratia alba erstmals isoliert. Ellagsaure ist im Pflanzenreich weit
verbreitet, 3-Methyl-O-Ellagsdure kommt unter anderem in vielen Eukalyptus
Spezies vor [DNP]. 3,3-Di-O-Methyl-Ellagsaure ist Bestandteil vieler Arten
der Gattung Euphorbia aus der Familie der Euphorbiaceae
(Wolfsmilchgewachse) und der Gattung der Vogelknéteriche (Polygonum)
aus der Familie der Polygonaceae (Knéterichgewachse) [DNP]. 3,3’,4-Tri-O-
Methyl-Ellagséure ist Bestandteil einzelner Arten der
Riemenblumengewachse (Loranthaceae), (Psittacanthus cucularis) und
Arten der Tupelogewéachse (Nyssaceae) (Diplopanax stachynthus) [DNP].

Ellagsaurederivate mit anderen Methoxylierungsmustern (Nasutin B
und Nasutin C) kommen in der Haemolymphe der Termitenart Nasutitermes
exitiosus vor [DNP]

3.1.1. Isolierung und Strukturaufklarung

Auf der folgenden Seite ist das Isolierungsschema von Ellagsaure, 3-
Methyl-O-Ellagsaure, 3,3’-Di-O-Methyl-Ellagsaure und 3,3’,4-Tri-O-Methyl-
Ellagsaure dargestellt (Abb. 3.1.1.a).
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/ Ethanolischer \

Rohextrakt

85¢g

- | )

Aliquotierung durch flussig/flissig Extraktion
1

I | 1
w ( Et0Ac- ) h

asser- n-hex-
phase Phase Phase
44 g 452 mg 366 mg
—_ ;I_/ N
Sephadexsaule mit 100% MeOH
|
rlxrlwrlxrlxrlwrlxrlxrlx
Sa.EtO Sa.EtO | (Sa.EtOA| | Sa.EtO | [ Sa.EtO | [Sa.EtOA| | Sa.EtO Sa.EtO
Ac.1 Ac.2 c.3 Ac.4 Ac.5 c.6 Ac.7 Ac.8
142,8 79,3 56,2 40,1 47,2 35,7 10,1 6,4
mg mg mg mg mg mg mg mg
L AN AN AN VAN VAN I AN AN J

Semipraparative HPLC
I

| | | |
(Ellagsure) (3-Methy-O-\ (3,3-Di-O-Methyl-) (3,3',4-Tri-O-Methyl\
Ellagséure Ellagséure Ellagséure
3,4 mg 2,9 mg
6,3 mg 1,3mg

- AN J \ / N\ /

Abb. 3.1.1.a: Isolierungsschema von Ellagsaure, 3-Methyl-O-Ellagsaure, 3,3’-Di-O-Methyl-
Ellagsaure und 3,3",4-Tri-O-Methyl-Ellagséure aus den Zweigen von Sonneratia alba

Die Zweige von Sonneratia alba wurden im April 2006 im
Mangrovengarten von Haikou auf der sitdchinesischen Insel Hainan
gesammelt. AnschlieBend wurde im Labor von Prof. Dr. Wenhan Lin an der
Universitat Peking ein Rohextrakt mit etwa 90%igem Ethanol hergestellt.
Dieser Rohextrakt wurde nach Dusseldorf transportiert und dort in 90%igem
Methanol unter Ultraschall wieder aufgeldést und gefiltert. Die 90%ige
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Methanollésung wurde in einem Scheidetrichter gegen n-Hexan mehrmals
ausgeschdittelt. Die so gewonnene Methanolphase wurde eingedampft und
der Rickstand wieder in einem Gemisch aus Wasser und Ethylacetat unter
Ultraschall gelést. Die Wasserphase wurde mehrmals gegen Ethylacetat
ausgeschdittelt, die Ethylacetatphase wurde wiederum mehrmals gegen
Wasser ausgeschittelt. Von der n-Hexan-, den vereinigten Ethylacetat- und
den vereinigten Wasserphasen wurde jeweils ein Insektenbiotest mit gleicher
Konzentration von 1100 ppm durchgefiihrt. Nachdem die Bioaktivitat in der
Ethylacetatphase lokalisiert werden konnten, wurde diese mittels einer
Sephadexsaule weiter aufgetrennt. Dadurch konnten die Ellagsaurederivate
von den anderen Bestandteilen effektiv getrennt werden. Es erwies sich als
sehr schwierig, die einzelnen Ellagsaurederivate voneinander mittels einer
Saulenchromatographie zu trennen. Jedoch konnten diese Derivate durch
die substanzspezifische UV-Absorption im HPLC System detektiert werden
(Abb. 3.1.1.b; Abb. 3.1.1.c) und mittels der praparativen HPLC getrennt und
aufgereinigt werden.

Ellaass P -22,074 3,3’-Di-O-Methyl-
agsaure -~ o Ellagsaure
I

3,3',4-Tri-O-Methyl-
4-1,131 MJM 417

Ellagséure
Abb. 3.1.1.b: HPLC-Chromatogramm der Etylacetat Phase von Sonneratia alba
(Standardgradient (Kapitel 2.7.8.)) mit Retentionszeiten: Ellagséure: 22,574 min; 3-Methyl-O-
Ellagsaure: 24,195 min; 3,3’-Di-O-Methyl-Ellagséure: 25,515 min; 3,3’,4-Tri-O-Methyl-
Ellagsaure: 27,515 min

|
3-Methyl-O-
Ellagséure

13 - 37,106
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Peak #22 100%
1% Ellags,ure 990.94

70,0

50,0

25,0

LT e S e S L e T EE S
200 250 300 350 400 450 500 550 595

Abb. 3.1.1.c: Typisches UV-Spektrum (analytische HPLC mit Diodenarray Detektor) von
Ellagsaure (helle Linie im Hintergrund als Vergleich zu kommerziell erworbener Ellagsaure)

nm

Ein Nachweis fir das Vorhandensein von Ellagsaure, 3-Methyl-O-
Ellagsdure, 3,3-Di-O-Methyl-Ellagsaure,  3,3’,4-Tri-O-Methyl-Ellagsaure
konnte durch die Anwendung der Massenspektrometrie erbracht werden. Im
negativen Modus konnten eindeutig die sich abspaltenden Methylgruppen
nachgewiesen werden (Abb. 3.1.1.d; Abb. 3.1.1.e; Abb. 3.1.1.f; Abb. 3.1.1.9).
Je nach Methylierungsgrad variiert die Anzahl der sich abspaltenden
Methylgruppen, welche an der Massendifferenz von jeweils 15 erkannt
werden kdnnen. Bei Ellagsaure ist das Molekulargewicht von 302 g/mol
erkennbar, bei 3-Methyl-O-Ellagsaure wird ein Fragment mit der Masse von
15 abgespalten, bei 3,3’-Di-O-Methyl-Ellagsaure werden zwei Fragmente mit
den Massen von 15 abgespalten und bei 3,3’,4-Tri-O-Methyl-Ellagséaure
werden ebenfalls zwei Fragmente mit den Massen von jeweils 15
abgespalten. Jedoch ist bei 3,3’,4-Tri-O-Methyl-Ellagsédure die Gesamtmasse
344 g/mol, was auf eine dreifache Methylierung der Ellagsaure hinweist.
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Abb. 3.1.1.d: LC-MS Spektrum und UV-Spektrum (unten) von Ellagsaure (MG 302 g/mol)
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Abb. 3.1.1.e: LC-MS Spektrum und UV-Spektrum (unten) von 3-Methyl-O-Ellagsdure (MG
316 g/mol)
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Abb. 3.1.1.f: LC-MS Spektrum und UV-Spektrum (unten) von 3,3’-Di-O-Methyl-Ellagsaure

(MG 330 g/mol)
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Abb. 3.1.1.g: LC-MS Spektrum und UV-Spektrum (unten) von 3,3’,4-Tri-O-Methyl-Ellagsaure

(MG 344 g/mol)
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Nach der Aufreinigung mittels semipraparativer HPLC konnten
Ellagsaure, 3-Methyl-O-Ellagsaure, 3,3’-Di-O-Methyl-Ellagsdure und 3,3’,4-
Tri-O-Methyl-Ellagsaure isoliert und identifiziert werden (Abb. 3.1.1.h; Tab.
3.1.1.a). Die NMR-Spektren sind in Kapitel 7.4. abgebildet.

0
Nummerierung nach [Li et al. 1999]

R1 R2 R3 | Molekulargewicht in g/mol
Ellagsaure H H H 302
3-Methyl-O-Ellagséure CH;3 H H 316
3,3-Di-O-Methyl-Ellagséure CHs; H CHs; 330
3,3",4-Tri-O-Methyl-Ellagséure CHs; CHs; CHs; 344

Abb. 3.1.1.h: Strukturen von Ellagsaure, 3-Methyl-O-Ellagsaure, 3,3’-Di-O-Methyl-Ellagsaure
und 3,3",4-Tri-O-Methyl-Ellagsaure

Tab. 3.1.1.a: 'HNMR-Daten von Ellagsaure, 3-Methyl-O-Ellagsaure, 3,3"-Di-O-Methyl-
Ellagsaure und 3,3’,4-Tri-O-Methyl-Ellagséure

Ellagséure 3E-:\|/Iethyl-0- 3,3’-Di-O-'I'\/IethyI- 3,3’,4-Tri-Oﬂ-MethyI-
agsaure Ellagsaure Ellagsaure
SH(m) NOE SH(m) NOE SH(m) NOE SH(m) NOE
Proton an | MeOH- MeOH- DMSO- MeOH- MeOH- MeOH- MeOH- MeOH-
Kohlenst ds o ds o ds s ds ay
off Nr. 500 600 500 600 500 600 500 600
MHz MHz MHz MHz MHz MHz MHz MHz
5 7,45 (s) - 7,52 (s) - 7,54 (s) - 7,62 (s) X
5 7,45 (s) - 7,57 (s) - 7,54(s) - 7,53 (s) -
3 O-CH3 - - 4,01 (s) - 4,03 (s) - 4,05 (s)
3’ O-CH3 - - - - 4,03 (s) - 4,03 (s) -
4 O-CH3 - - - - - - 3,99 (s) X
4’ O-CH3 - - - - - - - -

Bei Ellagsaure zeigte sich nur ein Peak im 'HNMR Spektrum bei 7,45
ppm. Dieser einzige Peak basiert auf den beiden aromatischen Protonen, die
aufgrund der Symmetrie des Molekils die gleichen chemischen
Verschiebungen besitzen. In den anderen drei Fallen konnten die
Methoxygruppen eindeutig anhand der Integrationen und den chemischen
Verschiebungen von etwa 3,8 — 4,0 ppm bestimmt werden (Tab. 3.1.1.a). Die
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Positionen der Methoxygruppen konnten erst eindeutig durch die Aufnahme
eines NOE (Nuclear Overhauser Effect) 'HNMR Spektrums eindeutig
bestimmt werden. Hierzu wird mit der Frequenz einer Methoxygruppe
eingestrahlt und beobachtet, ob eine durch den Raum verlaufende
Korrelation zu einem der beiden aromatischen Protonen besteht. Nur im Fall
von 3,3’,4-Tri-O-Methyl-Ellagsdure konnte solch eine Korrelation fiir eine der
drei Methoxygruppen beobachtet werden (Abb. 3.1.1.i). Fir die anderen
beiden Methoxygruppe von 3,3’,4-Tri-O-Methyl-Ellagsaure, sowie fir die
beiden Methoxygruppen von 3,3’-Di-O-Methyl-Ellagsdure und fir die eine
Methoxygruppe von 3-Methyl-O-Ellagséure konnte in keinem Fall eine solche
NOE-Korrelation zu Proton 5 bzw. 5’ festgestellt werden. Demnach ergab
sich fir die Substanzen 3,3-Di-O-Methyl-Ellagsaure und 3-Methyl-O-
Ellagsaure nur eine mdgliche Struktur.

Mit der Frequenz von
4 O-CHj eingewirkt

Signalamplitude
J . von H-5 sichtbar

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0

Abb. 3.1.1.i: NOE Korrelation von 4-OCH3 zum Proton an Position 5 von 3,3’,4-Tri-O-Methyl-
Ellagsaure
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3.1.2. Quantifizierungsergebnisse

Im Folgenden sind die Quantifizierungsergebnisse fir Ellagsaure, 3-
Methyl-O-Ellagsaure, 3,3’-Di-O-Methyl-Ellagsaure und 3,3’,4-Tri-O-Methyl-
Ellagsaure in Zweigen von Sonneratia alba dargestellt. Im Marz 2008 wurden
Zweige von Sonneratia alba im Mangrovengarten von Haikou auf der
studchinesischen Insel Hainan gesammelt. Zuerst wurde von den Zweigen
die Rinde entfernt, um anschlieBend die Rinde und den Kernholzbestandteil
durch eine HPLC-gestltzte Quantifizierung getrennt zu untersuchen.
Folgende Werte konnten dabei ermittelt werden (Abb. 3.1.2.):

Verteilung der Ellagsaurederivate
2000 1821
= 1800
¢§’ 1600 -
% 1400 1213
12
£ 1200 g1
x 1000
8 800 -
= 600 -
£
& 388 12 144, 43 24
0 [Imm
Ellagséure 3-Methyl-O- 3,3"-Di-O- 3,3',4-O-Tri-
Ellagsaure Methy!I- MethyI-
Ellagsaure Ellagsaure
\[I]IAnteiI in der Rinde in ppm M Anteil im Holz in ppm\

Abb. 3.1.2.: Quantitative Verteilung der Ellagsaurederivat in der Rinde und im Kernholz von
Sonneratia alba

In der grafischen Darstellung (Abb. 3.1.2.) der semiquantitativen
Gehaltserfassung der Ellagsédurederivate in Zweigen von Sonneratia alba ist

zu erkennen, dass der Hauptanteil der Verbindungen in der Rinde
akkumuliert.
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3.1.3. Insektenbioassayergebnisse

Im Folgenden ist die Wirkung von Ellagsaure, 3-Methyl-O-Ellagsaure,
3,3’-Di-O-Methyl-Ellagsaure  und  3,3’,4-Tri-O-Methyl-Ellagsdure  auf
Spodoptera littoralis (Boisduvall (Lepidoptera: Noctidudae)) dargestellt.

3.1.3.1. FraBhemmender Effekt von Ellagsaure

Um den fraBhemmenden Effekt von Ellagsaure zu untersuchen, wurde
ein  Wahlversuch durchgeflhrt. Bei einer Konzentration von 100 ppm
Ellagsdure wird von den Insekten 2,5-mal mehr Futter ohne Ellagsaure
verzehrt, als das ellagsaurehaltige Futter. Bei 80 ppm und bei 60 ppm wird
immer noch etwa 2-mal mehr vom Futter ohne Ellagsaure gegessen. Erst bei
einer Konzentration unterhalb von 40 ppm ist keine eindeutige Praferenz fir

die ellagsaurefreie Nahrung mehr zu erkennen. (Abb. 3.1.3.1.).

Verhaltnis zwischen verzehrtem Futter mit und ohne Ellagsaure
(4. Entwicklungsstadium, 16 Stunden)

5,0
4,5 -
4,0 -
3,5
3,0 2,58
2,5
2,0 1
1,5
1,0 -
0,5
0,0

Verhéltnis zwischen verzehrtem Futter mit
und ohne Ellagsaure

20 ppm 40 ppm 60 ppm 80 ppm 100 ppm

Abb. 3.1.3.1.: Repellenter Effekt von Ellagsaure auf Spodoptera littoralis
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3.1.8.2. Langzeitversuch mit Ellagséure

Durch einen Langzeitversuch sollte geklart werden, wie Spodoptera
littoralis auf eine 20-tdgige Futterung mit Ellagsaure in einer Konzentration
von 20 ppm reagiert (Abb. 3.1.3.2.). Im Folgenden ist zu erkennen, dass
selbst eine solch geringe Konzentration an Ellagsaure einen starken Effekt
auf das Gewicht und die Uberlebensrate hat. Hierzu wurden Neonates
verwendet, die sich bis zu ihrem 20. Lebenstag entweder auf
ellagsaurefreiem oder ellagsdurehaltigem Futter entwickeln konnten (Abb.
3.1.3.2).

Langzeitversuch mit Ellagsaure (Neonates, 20 Tage)

8‘ 100 100 100
D ] N 91
8 € 90 - \
S

S o 80 1
gs 0 63
QEQ

; o S 60 n

O c @®
© 35 50

0 @© |

SE@ 40
O I 30 -

25 20 ‘ ‘
§8 10
2 0
= Kontrollgruppe 20 ppm

\l Uberlebensrate & Gewichtsrate \

Abb. 3.1.3.2.: Langzeitversuch mit Ellagsaure: Wirkung aus Spodoptera littoralis bei einer
Konzentration von 20 ppm

3.1.83.3. Fitterungsversuch mit verschiedenen Ellagsdurekonzentrationen

Ein weiterer Versuch sollte Aufschluss darlber geben, wie die
Uberlebens- bzw. Gewichtsraten von Spodoptera littoralis bei Fitterung
unterschiedlicher Ellagsdurekonzentrationen ausfallen. Hierzu wurden
Neonates verwendet, die sich entweder in einer Kontrollgruppe oder in einer

der verschiedenen ellagsaurereichen Versuchanséatze entwickeln konnten.
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Nach der Signifikanzberechnung konnte gezeigt werden, dass alle
Durchschnittsgewichte basierend auf ihren Standardabweichungen zu p >
99% signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe geringer ausfallen (Abb.
3.1.3.3.). Bei einer Konzentration von 323 ppm zeigte sich zudem eine letale
Wirkung. Somit kann der ICso Wert mit etwa 90 ppm und der LCso Wert mit
etwa 320 ppm angegeben werden.

absolutes Gewicht der Insekten Uberlebens- und Gewichtsrate der Insekten
(Neonates, 6 Tage) (Neonates, 6 Tage)
100 100 100 100 100
g —
20 64 %0 \ WY - Y
80 \ L -
15 70 \ \ el
%0 N N %0
2 ES
€10 40 38 \ %7
30 :: \7
20 10 —
* 0 B \\ESTENNE
0
0 Kontrollgruppe 108 ppm 215 ppm 323 ppm
1 E Gewichtsrate s Uberlebensrate
B Kontrollgruppe 108 ppm  M215ppm  [1323 ppm ‘ — Linear (Gewichtsrate) - - - Linear (Uberlebensrate)

Signifikanz mittels T-Test im Vergleich zur Kontrollgruppe:
* >95%ige Signifikanz; ** >98%ige Signifikanz, *** >99%ige Signifikanz (n=10)
Abb. 3.1.3.3.: Wirkung von Ellagsaure auf Spodoptera littoralis bei Konzentrationen von 108
ppm, 215 ppm und 323 ppm

3.1.3.4. Gewichtsreduzierender Effekt von Ellagsaure, 3-Methyl-O-
Ellagséaure, 3,3’-Di-O-Methyl-Ellagsédure und 3,3’,4-Tri-O-Methyl-
Ellagséaure auf Spodoptera littoralis

Fir Ellagsaure, 3-Methyl-O-Ellagsaure, 3,3-Di-O-Methyl-Ellagsaure
und 3,3,4-Tri-O-Methyl-Ellagsdure wurden die gewichtsreduzierende
Wirkung auf Spodoptera littoralis ermittelt. Als einheitliche Konzentration
wurde far diesen Test 215 ppm gewahlt, da aus Vorversuchen hervorging,
dass in diesem Konzentrationsbereich die Differenzierbarkeit der
Bioaktivitdten aller vier Substanzen am optimalsten ist. Das
gewichtsreduzierende Potential von 3-Methyl-O-Ellagsdure ist nicht
signifikant verschieden im Vergleich zur Kontrollgruppe. Jedoch kann fur alle
anderen drei Substanzen eine signifikante Gewichtsreduktion mit p > 99%
im Vergleich zur Kontrollgruppe ermittelt werden. Es ist ersichtlich, dass
Ellagsdure das starkste gewichtsreduzierende Potential aufweist und 3-
Methyl-O-Ellagsdure das schwachste Potential (Abb. 3.1.3.4.) aller

methylierten Ellagsdurederivate besitzt. Bei der Konzentration von 215 ppm
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wurde jedoch bei keiner der Substanzen ein zusatzlicher letaler Effekt

bemerkt.

absolutes Gewicht bei einer Konzentration von 215 ppm Gewichtsrate bei einer Konzentration von 215 ppm
(Neonates, 6 Tage) (Neonates, 6 Tage)

100

20 7.9 100 5

80
146 70

mg
o o &
*
*
*
W SO0
[SISiSistStat
- &
>
F 8
S

1

3-0-
Methylellagséure

Kontrollgruppe
Ellagséure
3,3"-Di-O-

Methylellagséure
3,3',4-Tri-O-

Methylellagséure

| Kontrollgruppe Ellagséure
m3-O-Methylellagséure £13,3-Di-O-Methylellagsaure
£ 3,3',4-Tri-O-Methylellagsaure

Signifikanz mittels T-Test im Vergleich zur Kontrollgruppe:
* >95%ige Signifikanz; ** >98%ige Signifikanz, *** >99%ige Signifikanz (n=10)
Abb. 3.1.3.4.: Gewichtsreduzierender Effekt von Ellagsaure, 3-Methyl-O-Ellagséure, 3,3’-Di-
O-Methyl-Ellagsaure und 3,3’,4-Tri-O-Methyl-Ellagsdure auf Spodoptera littoralis bei einer
Konzentration von 215 ppm

3.1.4. Kinaseinhibitionsassay

In den folgenden Versuchen wird das inhibitorische Potential von
Ellagsdure, der bereits erwahnten Ellagsduremethylether, weiterer
Ellagsédurederivate und verschiedener synthetischer Verbindungen, die in der
Ellagsdure als Teilstrukturen enthalten sind auf humane tumorrelevante
Proteinkinasen untersucht. Ein Anhaltspunkt flr eine solche Bioaktivitat

lieferte eine Literaturstelle [Cozza et al. 2006].

Zuerst jedoch wurde die ellagsaurereiche Ethylacetatfraktion diesem
Test unterzogen. Die Abklrzungen der Enzyme sind im Methodenteil

aufgelistet.

Zu erkennen ist, dass der Extrakt nicht auf alle Enzyme gleich stark
inhibitorisch wirkt, sondern sich die Aktivitat (ICso-Werte) Uber eine komplette

Bandbreite von 7 pg/mL bis hin zu 119 pg/mL erstreckt (Tab. 3.1.4.a).
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Tab. 3.1.4.a: Bioaktivitat des Ethylacetatextraktes von Sonneratia alba auf verschiedene
humane tumorrelevante Proteinkinasen: ICs, Werte des Ethylacetatextraktes in ug/mL

B-RAF- | CDK2/ CDK4/ CK2-
AKT1 | ARK5 | Aurora-A | Aurora-B VE CycA CycD1 alphat
S. alba EtOAc |80 54 83 72 75 119 80 90
EGF- | EPHB IGF1- VEGF- VEGF-
R 4 ERBB2 FAK R SRC R2 R3
INS- PDGFR-
FLT3 R MET beta CcoT PLK1 SAK TIE2
S abaoAc (60 [0 b 70 v B

In einem weiteren Bioassay (Tab. 3.1.4.b) wurden die 1Cso Werte der
Reinsubstanzen ermittelt. In der oberen Spalte ist jeweils die 1Cs
Konzentration in pg/mL angegeben. Der untere Zahlenwert ist der daraus
resultierende 1Cso Wert in uM. Jedes nicht beschriftete Feld ist ein
Versuchsansatz ohne messbare Bioaktivitat.

Aus diesen Experimenten ist ersichtlich, dass Ellagsaure die einzige
Substanz ist, die alle Enzyme hemmen konnte. Die Bandbreite erstreckt sich
von etwa 250 nM bis hin zu etwa 16 uM, was einem Unterschied von einem
Faktor 64 entspricht. Die mittlere Hemmkonzentration von Ellagsaure liegt
bei etwa 2,31 uM.

Die Aktivitat von 3-Methyl-O-Ellagsaure ist schon deutlich reduziert,
denn es kdnnen zum einen nicht mehr alle Enzyme gehemmt werden und
zum anderen werden die Enzyme, die noch gehemmt werden nicht in dem
MaBe stark gehemmt, wie es Ellagsdure vermag.

Bei der Anwesenheit einer weiteren Methylgruppe (3,3-Di-O-Methyl-
Ellagséure) ist die gesamte Aktivitdt verschwunden. Ebenso kénnen keine
Aktivitaten im Fall von den beiden mdglichen dreifach methylierten
Ellagsaurederivaten oder der vierfach methylierten Form mehr verzeichnet

werden.
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Auch die biphenolischen kommerziell erhaltlichen Teilstrukturen von
Ellagsaure sind bis auf 2,3-Dihydroxy-Biphenyl alle inaktiv. Letztere Substanz

zeigt bei

Bioaktivitdt auf das o-Dihydroxysystem, welches essentiell fur die Wirkung

ist.

manchen Enzymen eine Aktivitdt. Zurlckzuflhren

ist diese

Tab. 3.1.4.b: Bioaktivitat verschiedener Ellagsdurederivate und synthetische Teilstrukturen
auf humane tumorrelevante Proteinkinasen: Oberer Zahlenwert: 1Cso Konzentration in g/L;
Unterer Zahlenwert: IC5y Konzentration in uM

Biphenyl

Name Struktur MG |EGF-R |EPHB4 |ERBB2 |FAK
o)
"9 E E- |1,10E 40E
Ellagsaure HO-Q )—Q )-OH |3022 3’710 ) 3’750 T 8’70 )
O OH
o)
ICso Wert in uM 0,69 1,82 3,64 3,11
O
3-Methyl-O Y 8,20E
- et y- - , 5
Ellagséure HO O O OH 13303 06
O O-
O
ICso Wert in uM 24,83
O
Di-O-Methyl 9L
3,3"-Di-O-Methyl-
Ellagsaure HO O OOOH 330,0
O
O
Tri-O 9L
3,3,4-Tri-O- /
Methyl-Ellagsaure HO O OOO 3443
0
/ O
T hylell Py
etramethylellag- /
Shurs o4 ) )0 |3583
O O-
o]
OH
2-Phenyl-Phenol 186,2
OH
2,2"-Dihydroxy- H
Biphenyl O O 1702
H
4-Phenyl-Phenol HO-L ) | 186.2
4,4’-Dihydroxy-
Bipher HO-L ) )-OH | 186,2
2,3-Dihydroxy- HO__OH 186.2
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. @)
Biphenyl-2- OH 198.2
Carbonsaure O O ’
@)
OH
Diphenséaure O O 2422
HO 5
Biphenyl-4- 0
Carbonséaure HO 198,2
Biphenyl-4,4'- O%O
Dicarbonséure HO O O OH 242,2
Name Struktur MG |IGF-1-R [sRc | oG | FEGE
HO O O
Ellagsaure HOOH 302,2 [EENNER 2405 | 2405 | 4,508
O OH
O
ICso Wert in pM 0,25 0,79 0,79 1,52
)
HO O
3-Methyl-O- 6,00E- |7,20E- |9,80E-
Ellagsaure HOOH 330.314,10E-:06 | g 06 06
O O-
)
ICso Wert in uM 12,41 18,17 21,80 29,67
)
-0 O
3,3"-Di-O-Methyl-
Ellagséure HO O OOOH 330,0
@)
)
-0 O
3,3,4-Tri-O- /
Methyl-Ellagséure HO O OOO 3443
)
/ O
T hylell 0L
etramethylellag- !
shrs o4 ) )0 |3583
O O-
@)
OH
2-Phenyl-Phenol 186,2
OH
2,2"-Dihydroxy- H
Biphenyl O O 170,2
HO
4-Phenyl-Phenol HO-C ) | 186.2
4,4-Dihydroxy-
Biphom, HO- )~ )-OH | 186,2
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2,3-Dihydroxy- HO_OH 1862 4.20E- |930E-
Biphenyl , 06 -
ICs0 Wert in uM 2256 | 49,94
@)
Biphenyl-2- OH 198.2
Carbonséure Q O )
@)
OH
Diphenséaure O Q 2422
HO 5
Biphenyl-4- 0]
Carbonsaure HO 198,2
Biphenyl-4,4’- 0] 0
Dicarbonsaure HO . . QOH 242,2
Name Struktur MG |AKT1 ARK5 ﬁurora- gurora-
HO O O
Ellagsaure HOOH 3022 [1,00E:06 | 105 | 1205 | 7608
3 O OH
ICso Wert in uM 3,31 0,50 2,48 2,51
)
3-Methyl-O HO_2
-Methyl-O-
Ellagsaure HO O O OH |[330,3
O O-
)
)
Di-O-Methyl 9L
3a3,_ i' - et y-
Ellagséaure HO-Q )~ )-OH |330,0
O O-
@)
)
Tri-0 90
3,3’,4- ri-O- /
Methyl-Ellagséure HO O O O 3443
O O-
@)
/ O
T hylell 9L
etramethylellag- /
saure 04 )\ )0 3583
o O-
@)
OH
2-Phenyl-Phenol 186,2
OH
2,2"-Dihydroxy- “
Biphenyl Ho 170,2
4-Phenyl-Phenol HO-C)—<) |186.2
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Bononyt | Ho)—ron | 1862
2,3-Dihydroxy- HO_OH 186.2 2,10E- | 2,40E-
Bipheny! ’ 06 06
ICso Wert in uM 11,28 12,89
Biphenyl-2 9 OH
lpnenyre- 198,2
Carbonséaure O O
0]
OH
Diphenséaure O Q 2422
HO 5
Biphenyl-4- 0]
Carbonsaure HO 198,2
Biphenyl-4,4'- O%O
Dicarbonséure HO O Q OH 242,2
CDK2/ CDK4/ |CK2-
Name Struktur MG CycA CycD1 | alphat FLT3
HO O O
Ellagsaure HOOH 302,2|1,00E-08 | 205|300 1,008
O OH
O
ICso Wert in uM 3,31 1,09 16,55 |0,33
0]
Methyl-O "9L
3-Methyl-O-
Ellagséure HO O O OH 13303
o O-
)
O
Di-O-Methyl 9L
3,3"-Di-O-Methyl-
Ellagsaure HO O O OH |330,0
O O-
@)
O
-0 O
3,3",4-Tri-O- /
Methyl-Ellagsaure HO Q OOO 3443
@)
/ O
T hylell 0L
etramethylellag- 4
séure /O O O O 358,3
O O-
)
OH
2-Phenyl-Phenol 186,2
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Dihyd "
2,2"-Dihydroxy- “
Biphenyl HO 170,2
4-Phenyl-Phenol HO-C ) |186.2
4,4’-Dihydroxy-
Biphem HO-C)—)-OH |186,2
; HO OH
2,3-Dihydroxy- 9,90E-
Biphenyi 186,2 06
ICso Wert in pM 53,17
Biphenyl-2 S OH
lpnenyre- 198,2
Carbonséaure Q Q
0]
OH
Diphenséaure O Q 242,2
HO 5
Biphenyl-4- 0]
Carbonsaure HO 198,2
Biphenyl-4,4’- O%O
Dicarbonséure HO O O OH 242,2
Name Struktur MG |INSR  |MET | PDOFRIpiy
HO O O
Ellagséure HOOH 302,2 | 1,00E-07 8’770'5' 3’790'5' (136005
3 O OH
ICso Wert in pM 0,33 0,56 1,29 3,31
0]
3-Methyl-O "oL
- et y_ -
Ellagsaure HO O O OH 1330.3
o O-
)
O
-0 O
3,3’-Di-O-Methyl-
Ellagsaure HO Q O OH |330,0
O O-
@)
O
Tri-O 9L
3,3",4-Tri-O- /
Methyl-Ellagsaure HO O O O 3443
O O-
@)
/ O
Tetramethylellag- 3583

saure
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Methyl-Ellagsaure

O O-

OH
2-Phenyl-Phenol 186,2
Dihyd "
2,2’-Dihydroxy- H
Biphenyl HO 170,2
4-Phenyl-Phenol HO-C)—)  |186.2
4,4’-Dihydroxy-
Biphen, HO-C )~ )-OH | 186,2
i HO OH
2,3-Dihydroxy-
Biphenyl 186,2
. O,
Biphenyl-2- OH 198.2
Carbonséaure O O ’
0]
OH
Diphenséaure Q O 242,2
HO
O
Biphenyl-4- Q
Carbonséure HO 198,2
Biphenyl-4,4'- O%O
Dicarbonséaure HO O Q OH 242,2
Name Struktur MG [sak |TIE2 [coT  |oPAT
O
"9 E- |7,10E 5,30E
Ellagsaure HO-\ )\ )-OH (3022 =] 3’700 g e
O OH
o}
IC50 Wert in uM 0,26 2,98 2,35 1,75
0]

Methyl-O "oL 9,40E
3-Methyl-O- : -
Ellagsaure HO- )—\ /)-OH |330,3|2,70E-06 06

O O-
)
ICso Wert in uM 8,18 28,46
O
Di-O-Methyl 9L
3,3"-Di-O-Methyl-
Ellagsaure HO O O OH 13300
O O-
@)
)
. -0 O
3,3',4-Tri-O- HOK ) )0 3443
@)




66

Ergebnisse

/ O
T hylell 5=
etramethylellag- /
shurs o4 ) )0 [3583
o O-
)
OH
2-Phenyl-Phenol 186,2
Dihyd "
2,2’-Dihydroxy- H
Biphenyl HO 1702
4-Phenyl-Phenol Ho-C)—) | 1862
4,4’-Dihydroxy-
Biphen HO-C )—C)-OH | 186,2
i HO OH
2,3-Dihydroxy- . 3,00E-
Biphenyl 186,2 | 6,90E-06 | 1
ICso Wert in uM | 137,05 |16,11
. O,
Biphenyl-2- OH 198.2
Carbonséure O O ’
0]
OH
Diphenséaure O Q 2422
HO
O
Biphenyl-4- O,
Carbonséure HO 198,2
Biphenyl-4,4'- O%O
Dicarbonséaure HO O O OH 242,2
Ohne Fillung/keinen Wert Sehr schwache oder keine Akiivitat
hellgrau Schwache Akiivitat

dunkelgrau Mittelstarke Aktivitat
Eh Starke Aktivitat

3.1.5. Tumorzellinhibitionsassay an murinen L5178Y
Lymphomazellen

Um die tumorrelevante Hemmung von Ellagsdure und ihrer
methylierten Derivate weiter zu untersuchen, wurden die Substanzen auch
auf ein zellulares System appliziert. Bei allen Versuchen wurde eine
Konzentration von 10 pg/mL gewahlt. In der rechten Spalte ist diese

Konzentration in molare Konzentration ungerechnet. In diesem Versuch ist
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zu erkennen, dass das inhibitorische Potential von Ellagsaure am zellularen
System bei Weitem nicht in dem MaBe ausgepragt ist, wie an den
verschiedenen tumorrelevanten Kinasen (Tab. 3.1.5.). Weiter kénnen keine
Struktur-Aktivitdtsbeziehungen fir die Aktivitdt auf murine Lymphomazellen
erhoben werden, da die Aktivititen nicht mit den aus den

Proteinkinaseuntersuchungen korrelieren.

Tab. 3.1.5.: Wachstumsinhibition verschiedener phenolischer Substanzen auf murine
Lymphomazellen (L5178Y

Name MG WLa501h738tLTm Inhibiirung in | 10 pg/mL = x
Kontrolle = 100% & uM
Ellagsaure 302,2 14,0 86 33,1
3-Methyl-O-Ellagsaure 316,2 56,2 43,8 31,6
3,3"Di-O-Methyl- 330,3 83,0 17 30,3
Ellagsaure
3,3.4-Tr-O-Methyl- | 34 3 100,3 0,3 29
Ellagsaure
2-Phenyl-Phenol 170,2 100,9 -0,9 58,8
2,2’-Dihydroxy-Biphenyl 186,2 41,0 59 53,7
4-Phenyl-Phenol 170,2 80,5 19,5 58,8
4,4-Dihydroxy-Biphenyl | 186,2 5,4 94,6 53,7
2,3-Dihydroxy-Biphenyl 186,2 42,0 58 53,7
Biphenyl-2-Carbonsaure | 198,2 96,4 3,6 50,4
Diphenséaure 2422 89.8 10,2 41,3
Biphenyl-4-Carbonséure | 198,2 78,7 21,3 50,4
Biphenyl-4,4~ 2422 107,9 7,9 41,3
Dicarbonsédure

3.1.6. Tumorzellinhibitionsassay an verschiedenen humanen

Zelllinien

Um die inhibitorische Wirkung von Ellagsdure auf humane
Krebszelllinien zu untersuchen, wurde Ellagsdure im Rahmen eines MTT-
Assays gegenuber verschiedenen Zelllinien untersucht. Es wurden
Konzentrationen von 10 uM, 25 uM, 50 uM und 100 puM gewahlt.
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Die Wirkung auf folgende Zelllinien wurde untersucht

HepG2 humane Leberkarzinomzellen
MCF7 humane Brustkrebszelllinien
HCT116 humane Darmkrebszellen

Folgende Viabilitdtsdaten konnten ermittelt werden:

Ellagséure auf HepG2 in verschiedenen Konzentrationen Ellags&ure auf HCT116 in verschiedenen Konzentrationen
c 140 - 140
(] (]
2 120 2 120
2 2
(7] (7]
< 100 A < 100 A
o 3
5 80 5 801
© ©
c c
o 601 o 601
o o
240 240
2 g
3 20 3 20
I I
Z 0 . . . . Z 0 . . . .
0 10 25 50 100 0 10 25 50 100
MM Ellagsaure MM Ellagsaure

Ellagséure auf MCF?7 in verschiedenen Konzentrationen

140
120
100 A
80 1

60
40 4
20
0 : ‘ ‘ ‘
10 25 50 100

0

Viabilitatsrate nach 24 Stunden

MM Ellagsaure

Abb. 3.1.6.: Inhibitorische Wirkung von Ellagsaure auf verschiedene humane Krebszelllinien

In Abb. 3.1.6. ist grafisch dargestellt, dass nur die humane
Brustkrebszelllinie MCF7 gehemmt wird. Der 1Csp Wert fir diese
inhibitorische Wirkung liegt bei etwa 100 pM.

Die Zelllinien HepG2 und HCT116 werden mit keiner der gewahlten

Konzentrationen von Ellagsaure in ihrer Viabilitat gehemmt.
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3.2. Sterole

3.2.1. B-Sitosterol

Aus der Mangrovenart Lumnitzera littorea (Combretaceae) konnte
mittels BAGI aus der n-Hexan-Phase der Blatter B-Sitosterol als die im
Hinblick auf die Schadinsektenart Spodoptera littoralis bioaktive Komponente
identifiziert werden (Abb. 3.2.1.a). Im April 2006 wurden etwa 4,5 kg
Blattmaterial von Lumnitzera littorea im Mangrovengarten von Haikou auf der
stdchinesischen Insel Hainan gesammelt und im Labor von Prof. Dr.
Wenhan Lin an der Universitat in Peking ein Rohextrakt mittels 90%igem
Ethanol hergestellt. Dieser Rohextrakt wurde in Deutschland wieder komplett
in 90%igem Methanol geldst, gefiltert und mittels Scheidetrichter der
lipophile, in n-Hexan lésliche Teil extrahiert. Die eingedampfte n-Hexan-
Phase wurde mit einer auf Silicagel basierenden VLC getrennt. In der
Fraktion, die mit dem L&sungsmittelgemisch von 7:3 n-Hexan:Ethylacetat
eluiert wurde, konnte die Bioaktivitdt festgestellt werden (Abb.. 3.2.1.a).
Diese Fraktion wurde mittels einer auf DIOL-Material basierenden
Saulenchromatographie mit einem Ld&sungsmittelgemisch von 6:4 n-
Hexan:Aceton getrennt. Die einzelnen Fraktionen wurden mittels DC auf
Reinheit und anhand von Insektentests auf Bioaktivititen hin getestet.
Nachdem eine bioaktive Fraktion mit nur einer Komponente gefunden wurde,
wurde die isolierte Substanz als B-Sitosterol eindeutig mittels '"HNMR und El-
MS identifiziert. Zur Bestatigung der biologischen Aktivitdt des isolierten B-
Sitosterols wurde der Insektenbioassay mit kommerziell erhéltlichem -
Sitosterol wiederholt und bestatigt.

B-Sitosterol ist ein im Pflanzenreich weit verbreitetes Phytosterol.
Hinsichtlich der Isolierung aus Lumnitzera littorea kann festgehalten werden,
dass aus dieser Pflanzenart dieses Phytosterol erstmals isoliert wurde.
Aufgrund des nahezu ubiquitiren Vorkommens von B-Sitosterol im

Pflanzenreich, nimmt dieser Befund jedoch eine untergeordnete Rolle ein.
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@hanolischer Rohextre@

309

\ /

I
Aliquotierung mittels flissig/flissig Extraktion

| |
/ Wasserphase \ (" EtOAc- ) / n-hexan-Phase \

Phase

15,72 ¢ 6,46 g 3,95¢g

N A AN /

VLC Saule
|
| 1 1 1 1 |
" mizvict O (( mizvice ) (C mizvies ) (( mizvics ) mizvics O\ (( Mi7.VLC6 )
100% n-hexan 85% n-hexan 70% n-hexan 65% n-hexan 40% n-hexan + 100 % EtOAc
+ + + 60 % EtOAc
15% EtOAc 30% EtOAc 35% EtOAc
136 mg 997,6 mg 680 mg 680,4 mg 108,0 mg 124 mg
- AN AN | AN AN VAN Y

DIOL Saule mit 60:40 n-hex:Aceton

(a-Sitosterol

B-Sitosterol

8,9 mg

—

Abb. 3.2.1.a: Isolierungsschema von B-Sitosterol aus den Blattern von Lumnitzera littorea

Nachdem B-Sitosterol isoliert werden konnte, wurde eine "HNMR Messung
durchgefuhrt. Im Vergleich zu den Literaturwerten ist zu erkennen, dass es
sich aufgrund der Verschiebungen der Protonen an der Position 3 und an der
Position 6, sowie an den Methylgruppen an den Positionen 18, 19, 21, 26, 27
und 29 eindeutig um B-Sitosterol handelt (Tab. 3.2.1.a; Abb. 3.2.1.b). Das
NMR-Spektrum ist in Kapitel 7.4. abgebildet.
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Tab. 3.2.1.a: Charakteristische '"HNMR-Daten von B-Sitosterol

Proton an Greca et al. 1990 -Sitosterol
ohlerstoffatom [CDCI3 400 Mhe c:[[)3<:|3 500 MHz
oH(m, JHz) MH(m, JHz)
3 3,52 (1H m) 3,52 (1H m)
6 5,35 (1H m) 5,35 (1H m)
18 0,69 (3H s) 0,68 (3H s)
19 1,01 (3H s) 1,01 (3H s)
21 0,92 (3H d J=6,4) 0,93 (3H d J=3,7)
26 0,83 (3H d J=6,9) 0,83 (3H d J=7,2)
27 0,81 (3H d J=6,9) 0,81 (3H d J=7,2)
29 0,85 (3H t J=7,8) 0,85 (3Ht J=7,8)

Abb.3.2.1.b: B-Sitosterol

Durch das Molekulargewicht konnte die Struktur weiter bestatigt
werden. Da die LC-MS Methode fir die Strukturaufklarung aufgrund
fehlender lonisierung des B-Sitosterols im ESI-Verfahren nicht geeignet war,
wurde ein EI-MS Spektrum dieser Substanz aufgenommen (Abb. 3.2.1.c).
Dabei konnte bestatigt werden, dass es sich bei der isolierten Substanz um
B-Sitosterol handelt, da dasselbe Spektrum mit kommerziell erworbenem [-

Sitosterol erhalten werden konnte.
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Abb. 3.2.1.c: EI-MS Spektrum von B-Sitosterol

3.2.2. Semiquantitative Gehaltserfassung

Um einen semiquantitativen Eindruck Uber die Konzentration von j-
Sitosterol im Blattgewebe der Pflanzen der Gattung Lumnitzera zu gewinnen,
wurden im Méarz 2008 etwa 50 g Frischmaterial von Lumnitzera racemosa im
Mangrovengarten von Haikou auf der sidchinesischen Insel Hainan
gesammelt und mittels DC semiquantitativ bestimmt (Abb. 3.2.2.). Als
Vergleichsstandard wurde kommerziell erhéltliches -Sitosterol verwendet.

Der Anteil von B-Sitosterol bezogen auf das Frischgewicht konnte
nach Auswertung der Dunnschichtchromatographie auf ca. 450 ppm
berechnet werden. Die stoffliche Zusammensetzung der Kutikula ist mit der
des Blattgewebes identisch und zusammen betragt sie nur etwa 2% des

Frischgewichtes.
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Folgender Gehalt konnte dabei ermittelt werden:

Anteil bezogen auf das Frischgewicht
Kutikula 0,3%
Gewebe 1,8%

§:2

Kutikula
Rest vom
Blatt

Abb. 3.2.2.: B-Sitosterol Nachweis mittels DC in den Blattern von Lumnitzera racemosa

3.2.3. Insektenbioassayergebnisse

3.2.3.1. Langzeittest

Um die entwicklungsbeeinflussende Wirkung von B-Sitosterol auf die
Raupen der Insektenart Spodoptera littoralis zu untersuchen, wurden jeweils
10 Neonates mit normalem Standardfutter oder mit B-Sitosterol-haltigem
Futter (300 ppm) aufgezogen. Ab dem 6. Lebenstag wurden alle Raupen alle

24 Stunden einzeln gewogen, um eine Gewichtsverlaufskurve fir beide
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Gruppen erstellen zu kénnen. Das letzte Gewicht der Kontrollgruppe konnte
am 19. Tag gemessen werden, da ab diesem Zeitpunkt alle Raupen ins
Puppenstadium (bergangen waren. Bei der Verumgruppe konnten die
letzten noch nicht verpuppten Raupen am 21. Tag beobachtet werden. Es ist
zu erkennen, dass die Entwicklungsdauer durch die standige Futterung mit
300 ppm B-Sitosterol verlangert, sowie das Gewicht verringert wird (Abb.
3.2.3.1.a).

Gewichtsverlauf der Raupen (6 Tage alte Neonates bis Tag 21)

2000
1800 Ram
1600 ,* o
1400 — t" LS
1200 . N
21000 e S —_
800 o ‘s “l
600 & e
400 FEEgrT i
200 ior o e
R
Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
\- +- Kontrollgruppe —= -300 ppm B-Sitosterol\

Abb. 3.2.3.1.a: Gewichtsverlauf der Larven von Spodoptera littoralis bei standiger Fitterung
mit 300 ppm B-Sitosterol

Im Folgenden sind die einzelnen Gewichtsverlaufkurven der
Kontrollgruppe (Abb. 3.2.3.1.b) und der Verumgruppe (Abb. 3.2.3.1.c)
dargestellt. Jeweils sind die Standardabweichungen des Mittelwertes, sowie
die Signifikanz der Fatterung mit B-Sitosterol zu der Fitterung ohne B-
Sitosterol dargestellt. Die durchschnittlichen Gewichte der sich entwickelnden
Raupen unterscheiden sich bis auf den Wert des 16. Tages statistisch
signifikant mit p > 99%, da an diesem Tag das abnehmende Gewicht der
Kontrollgruppe den Kurvenverlauf der mit B-Sitosterol gefiitterten Insekten
schneidet. Weiter ist zu erkennen, dass es am 19., 20. und 21. Tag keine
signifikanten Abweichungen mehr gibt. Hier konnten keine Signifikanzen
mehr berechnet werden, da zu diesen Zeitpunkten alle Kontrollinsekten
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schon in das Puppenstadium Ubergegangen waren. An allen anderen Tagen
konnte eine Signifikanz von p > 99% errechnet werden (T-Test).

Gewichtsverlauf der Raupen in der Kontrollgruppe
(6 Tage alte Neonates bis Tag 19)
2500
2000 - 1835
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o
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Abb. 3.2.3.1.b: Gewichtsverlauf der Kontrollgruppe im Langzeit 3-Sitosterol Versuch

Gewichtsverlauf der Raupen bei einer dauerhaften Ernahrung
mit 300 ppm B-sitosterol (6 Tage alte Neonates bis Tag 21)
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Signifikanz mittels T-Test im Vergleich zur Kontrollgruppe:
* >95%ige Signifikanz; ** >98%ige Signifikanz, *** >99%ige Signifikanz (n=10)
Abb. 3.2.3.1.c: Gewichtsverlauf der Verumgruppe im Langzeit 3-Sitosterol Versuch

Ferner konnten Daten bezlglich der Entwicklungsdauer vom
Schlipfen bis zur Verpuppung, der Puppengewichte, der Entwicklungsdauer
vom Neonate bis zum adulten Falter sowie der Gewichte der adulten Falter,
die nach der Eiablage tot aufgefunden wurden (Abb. 3.2.3.1.d), erhoben
werden. Es ist zu erkennen, dass bei Fltterung mit 300 ppm B-Sitosterol die
Entwicklungsdauer von Neonates zu Puppen, sowie von Neonates zu Faltern
mit einer Signifikanz von p > 98% um etwa 10% verlangert wurde. Die

Gewichte der Puppen der mit 300 ppm B-Sitosterol behandelten
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Insektengruppe waren signifikant (p > 95%) reduziert, die Gewichte der
Falter ebenfalls signifikant (p > 99%) reduziert.

Entwicklungsdauer von Neonate zur Verpuppung in Tagen Puppengewichte in mg
22,0 580
21,5 TR 560 554
21,0
1 540 | *
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20,0 220 507
$195 E
. 190 130 0 I
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17,5 — 440
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\E\Komrollgruppe 0300 ppm B—Sitosterol\ \E\Komrollgruppe 0300 ppm B—Sitos1erol\
Entwicklungsdauer von Neonate zum Falter in Tagen Frischgewicht der toten Falter in mg
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Signifikanz mittels T-Test im Vergleich zur Kontrollgruppe:
* >95%ige Signifikanz; ** >98%ige Signifikanz, *** >99%ige Signifikanz (n=10)

Abb. 3.2.3.1.d: Langzeit B-Sitosterol Versuch: Entwicklungsdauer der Insekten und Gewichte
der Puppen bzw. der Falter im Vergleich zur Kontrollgruppe

Nachdem die adulten Falter jeder Gruppe zusammengebracht
wurden, konnte die Menge der abgelegten Eier ermittelt werden, indem die
abgelegten Eigelege gewogen wurden. Die Gelege der beiden Gruppen
wurden getrennt von einander inkubiert und anschlieBend die daraus
geschlipften Neonates der nachsten Generation gezahlt. Es ist ersichtlich,
dass die Falter, die wahrend ihres Puppenstadiums mit 300 ppm B-Sitosterol
geflttert wurden, im Vergleich zur Kontrollgruppe etwa 55% weniger Eier
legten. Aus den gelegten Eiern schllpften bei der Kontrollgruppe etwa 1000
Neonates, bei der Verumgruppe nur 3 Neonates. Dies bedeutet eine
Fertilitdtsreduktion um 99,7%. (Abb. 3.2.3.1.e).
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abgelegte Eier der adulten Falter in mg aus den abgelegten Eiern geschliipfte Neonates

600 10000
496,71

500 - 976
1000

400

100

2 300

200 -

100 q 3

Kontrollgruppe 300 ppm B-Sitosterol Kontrollgruppe 300 ppm B-Sitosterol

Abb. 3.2.3.1.e: Langzeit B-Sitosterol Versuch: Abgelegte Eier der Placebo und Verum
Gruppe und die aus den abgelegten Eiern geschlipften Neonates

Im Folgenden werden Aufnahmen der adulten Falter gezeigt.
Phanotypisch ist makroskopisch keine Veranderung zu sehen. Die
markantere Fllgelstellung der Falter bei der Verumgruppe ist das einzige
Merkmal, das in einigen Fallen phanotypisch verandert ist (Abb. 3.2.3.1.f;
Abb. 3.2.3.1.g), welches aber nicht zwangslaufig auf die Fitterung mit -

Sitosterol zurlickzufiihren sein muss.

Abb. 3.2.3.1.f: Langzeit B-Sitosterol Versuch: Phanotypische Merkmale der Kontrollgruppe
(oben) und der Verumgruppe (unten)
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Abb. 3.2.3.1.g: Langzeit B-Sitosterol Versuch: Phanotypische Merkmale der Kontrollgruppe
(oben) und der Verumgruppe (unten)

3.2.3.2. Insektizider Vergleich zwischen B-Sitosterol, Cholesterol, 5a-

Cholestan-3B-ol und 5a-Cholestan

Um einen weiteren Vergleich der insektizider Aktivitdt zwischen -
Sitosterol und anderen kommerziell erhaltlichen Steroiden (Tab. 3.2.3.2.) zu
erhalten, wurden Kurzzeittests Uber 6 Tage hinweg mit Neonates
durchgefiihrt. B-Sitosterol, Cholesterol und 5a-Cholestan-3p-ol besitzen
ungeféhr die gleiche Wirkung, wohingegen aber 5a-Cholestan eine etwas
starkere gewichtsreduzierende Wirkung besitzt (Abb. 3.2.3.2.).

Geuwichtsrate der Insekten bei einer Konzentration von
215 ppm (Neonates, 6 Tage)

absolutes Gewicht der Insekten bei einer Konzentration von
215 ppm (Neonates, 6 Tage)

100
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80
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%
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1

absolutes Gewicht der
Versuchsinsekten in mg
&

relatives Gewicht der Versuchsinsekten

B Kontrollgruppe 0 B-Sitosterol m Cholesterol
3 5a-Cholestan-38-ol @ 5a-Cholestan

Signifikanz mittels T-Test im Vergleich zur Kontrollgruppe:
* >95%ige Signifikanz; ** >98%ige Signifikanz, *** >99%ige Signifikanz (n=10)

Abb. 3.2.3.2.: Vergleich der Wirkung zwischen B-Sitosterol, Cholesterol, 5a-Cholestan-3-ol
und 3a-Cholestan auf Neonates von Spodoptera littoralis
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Tab. 3.2.3.2.: Strukturen von B-Sitosterol, Cholesterol, 5a-Cholestan-33-ol und 5a-Cholestan

B-Sitosterol

Cholesterol

5a-Cholestan-3p-ol

50-Cholestan

3.2.4. Kinaseinhibitionsassay

B-Sitosterol wurde weiter auf die Fahigkeit hin untersucht, humane
tumorrelevante Proteinkinasen zu hemmen. Die folgende Tabelle zeigt ein
breites Spektrum von verschiedenen Kinasen, anhand derer diese
Bioaktivitdt untersucht wurde. Die nicht ausgeflillten Stellen in der Tabelle
bedeuten, dass hier keine Hemmung beobachtet werden konnte. Es werden
nur 3 der insgesamt 24 untersuchten Kinase gehemmt. Die starkste
Hemmung wird bei einen 1Csp Wert von 8,68 puM beobachtet, die beiden
schwéacheren weisen einen ICso Wert von etwa 20 pM auf (18,81 pM und
22,91 uM) (Tab. 3.2.4.).

Tab. 3.2.4: Bioaktivitat von B-Sitosterol auf humane tumorrelevante Proteinkinasen: Oberer
Zahlenwert: IC5y Konzentration in g/L; Unterer Zahlenwert: ICsy Konzentration in uM

g2l T | o |E|E|-| e
Name MG |L | T |2 iy T Wl % s
L L < =1
Wpuh o > | > <
. 9,50E- | 3,60E-
B-Sitosterol | 414,71 06 06
ICs0
Wert in 22,91 8,68
uM
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s | I T 6 | | » C| - ; =l | |-
N MG |82 1351819 s|l5|lo|lw|lc|X|<|lWw|o| %
ame § T2 % 3| g C|Z2|=S |52 |o|F|o| &
[a)] [a) @
©lo|© o
B-Sitosterol | 414,71 7,325
ICs0
Wert in 18,81
uM

3.2.5. Tumorzellinhibitionsassay an murinen L5178Y

Lymphomazellen

Anhand einer Zellkultur von murinen Lymphomazellen wurde der
Effekt von B-Sitosterol auf intakie Zellen getestet. B-Sitosterol und 5a-
Cholestan entfalten keine Zytotoxizitat. Die Toxizitat von Cholesterol und 5a-

Cholestan-3p-ol ist relativ gering (Tab. 3.2.5.).

Tab. 3.2.5.: Inhibition von B-Sitosterol, Cholesterol, 5a-Cholestan-3p-ol und 5a-Cholestan
auf murine Lymphomazellen (L5178Y )

L5178Y Inhibierung in | 10 pg/ml = x
Name MG Wachstum % UM
Kontrolle = 100%
B-Sitosterol 414,7 102,5 - 241
Cholesterol 386,7 84,4 15,6 25,9
50-Cholestan-33-ol | 388,7 95,5 4,5 25,7
5a-Cholestan 372,7 106,9 - 26,8

3.2.6. Semisynthetische Sterolderivate

Fir den ICAM-1 Expressionsunterdriickungsbioassay (Kapitel 3.5.)
wurden fir die Untersuchung der Struktur-Aktivitdts-Beziehung Derivate
verschiedener Sterole synthetisiert (Tab. 3.2.6.a). Von B-Sitosterol, sowie
von Cholesterol wurden jeweils Benzoyl- und Zinnamoyl-Ester synthetisiert.
Als Ausgangssubstanz dienten kommerziell erhéliliche Steroide und
Benzoylchlorid sowie Zinnamoylchlorid (siehe Kapitel 2.4.). Die NMR-
Spektren sind in Kapitel 7.4. abgebildet.
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Tab. 3.2.6.a: Synthetisierte Derivate von B-Sitosterol und Cholesterol

Benzoyl-B-Sitosterol

Zinnamoyl-B-Sitosterol

Benzoyl-Cholesterol

Zinnamoyl-Cholesterol

Da die Ausgangsstoffe [B-Sitosterol und Cholesterol kommerziell
erworben wurden, besteht kein Zweifel an deren Strukturen. Dennoch

wurden "HNMR Spektren aufgenommen, um deren Strukturen zu bestatigen.

Im Fall von Benzoyl-B-Sitosterol (Tab. 3.2.6.b) ist das aromatische
AA'BB’C Spinsystem des aromatischen Esters bei einer Verschiebung
zwischen 7,4 und 8,0 ppm zu erkennen.
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Tab. 3.2.6.b: Charakteristische 'HNMR-Daten von Benzoyl-B-Sitosterol

Proton an .
Benzoyl-B-Sitosterol
Kohlen:ltr(.)ffatom CDC?/I3 goo MH
MH(m, JHZz)
3 4,88 (1H m)
6 5,42 (1H m)
18 0,69 (3H m)
19 1,7 (3H s)
21 0,93 (3H d J=6,6 Hz)
26 0,84 (3H d J=6,9 Hz)
27 0,82 (3h d J=6,9 Hz)
29 0,86 (3H t J=3(7,2;5,1) Hz)
37 8,0 (2H dd J=1,5(1,6);5,0 Hz)
46’ 7,43 (2H t J=7,5 Hz)
5 7,54 (1Ht J=7,5 Hz)

Bei Zinnamoyl-B-Sitosterol (Tab. 3.2.6.c) lassen sich die Protonen der

E- konfigurierten Doppelbindung mit einer Kopplungskonstante von 15,75

Hertz erkennen. Zudem erscheinen die Protonen 5, 6’, 7, 8 und 9 als

AABB’'C System, was typisch fur den unsubstituierten Aromaten einer

Zimtsaure ist.

Tab. 3.2.6.c: Charakteristische '"HNMR-Daten von Zinnamoyl-B-Sitosterol

Proton an . .
Zinnamoyl-B-Sitosterol
Kohlenlfltr(.)ffatom CDCIZS%O MHz
MH(m, JHZz)
3 4,78 (1H m)
6 5,41 (1H m)
18 0,69 (3H m)
19 1,05 (3H s)
21 0,93 (3H d J=6,3 Hz)
26 0,83 (3H d J=3,8 Hz)
27 0,81 (3H d J= 6,9 Hz)
29 0,85 (3H t J=1,9(7,5;4,7) Hz)
2 6,43 (1H d J=16,1 Hz)
3 7,67 (1Hd J=15,7 Hz)
59 7,52 (2H m)
6’7’8 7,38 (3H m)

Bei Benzoyl-Cholesterol (Tab. 3.2.6.d) lasst sich wie bei Benzoyl-p-

Sitosterol das

aromatische

AA'BB’C Spinsystem der

veresterten




Ergebnisse

83

Benzoeséaure erkennen, welches im Tieffeldbereich von etwa 7,5 bis 8,0 ppm

erscheint.

Tab. 3.2.6.d: Charakteristische 'HNMR-Daten von Benzoyl-Cholesterol

Bei Zinnamoyl-Cholesterol (Tab. 3.2.6.e) lasst sich wie bei Zinnamoyl-
B-Sitosterol eine E- konfigurierte Doppelbindung (Kopplungskonstante von
etwa 16 Hz) mit den chemischen Verschiebungen von 6,43 und 7,67 ppm
erkennen, sowie das aromatische AA’'BB’'C System im Bereich von 7,5 bis

8,0 ppm erkennen.

Proton an
Kohlenlfltroffatom Begchgltggg Ifﬂsliro'
OoH(m, JHz)
3 4,86 (1H, m)
6 5,42 (1H m)
18 0,69 (3H s)
19 1,07 (3H s)
21 0,92 (3H d J=6,6 Hz)
26 0,86 (3H d J=2,2 Hz)
27 0,87 (3H d J=2,2 Hz)
37 8,04 (2H d J=7,2)
46’ 7,43 (2H m)
5 7,54 (1H t J=7,2(7,5) Hz)

Tab. 3.2.6.e: Charakteristische 'HNMR-Daten von Zinnamoyl-Cholesterol

Kohﬁé?]tsq[gf?:tom Zinnamoyl-Cholesterol
Nr CDCI3 500 MHz
oH(m, JHz)
3 4,75 (1H m)
6 5,41 (1Hm)
18 0,69 (3H s)
19 1,05 (3H s)
21 0,91 (3H d J=6,3 Hz)
26 0,86 (3H d J=1,2 Hz)
27 0,87 (3Hd J=1,2 Hz)
2 6,43 (1Hd J=16,1 Hz)
3’ 7,67 (1Hd J=16,0 Hz)
59’ 7,52 (2H m)
6’7’8 7,38 (3H m)
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3.3. E-Coumaroyl-Lupeol und Z-Coumaroyl-Lupeol

In dem lipophilen Blattextrakt (n-Hexan-Phase) der Mangrovenart
Rhizophora apiculata (Rhizophoraceae) wurde in Vorversuchen eine
insektizide Aktivitat festgestellt. Im April 2006 wurden etwa 4,5 kg frisches
Blattmaterial von Rhizophora apiculata im Mangrovengarten von Haikou auf
der sldchinesischen Insel Hainan gesammelt. Das frische Blattmaterial
wurde zerschnitten und mit 90%igem Ethanol mehrmals extrahiert. Dieser an
der Universitat Peking hergestellte Rohextrakt wurde im Labor in Disseldorf
wieder mit 90% Methanol gel6st, gefiltert und im Scheidetrichter gegen n-
Hexan ausgeschuttelt. Das folgende Isolierungsschema zeigt, wie aus
diesem n-Hexan Extrakt die E- und Z- Isomere des Coumaroyl-Lupeols
isoliert werden konnten (Abb. 3.3.a; Tab. 3.3.b). Die Isolierung wurde anhand
von Insektentests gezielt vorangetrieben, bis bioaktive Fraktionen mit nur
einer Komponente erhalten werden konnten.

Lupeol ist das im Pflanzenreich meist verbreitete pentazyklische
Triterpen [DNP]. Die Veresterung von Lupeol mit Coumarsauren ist im
Pflanzenreich weniger h&ufig anzutreffen, was sich wahrscheinlich auf eine
spezielle genetische und somit proteome Disposition zurlickzuflhren l&sst.
Nur sehr wenige Pflanzen sind dafir bekannt, Coumaroyl-Lupeol zu
enthalten. E-Coumaroyl-Lupeol ist Bestandteil einer Akazienart (Acacia
trineura), Z-Coumaroyl-Lupeol ein Bestandteil der Art Diospyros maritima,
einer Art der Gattung Diospyros, welche zu den Ebenholzgewéachsen
(Ebenaceae) gehdrt [DNP].

Aus der Art Rhizophora apiculata wurden im Rahmen dieser Arbeit E-
Coumaroyl-Lupeol und Z-Coumaroyl-Lupeol erstmals isoliert. Aus der
Schwesterart Rhizophora mangle wurde Coumaroyl-Lupeol jedoch bereits
beschrieben [Williams 1999].
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Tab. 3.3.a: Isolierungsschema von Z- und E-Coumaroyl-Lupeol aus den Blattern von

Rhizophora apiculata
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Der NMR Datenvergleich (Tab. 3.3.a) der beiden isomeren
Lupeolester mit Werten fur Lupeol aus der Literatur bestatigt die Strukturen
der Triterpenanteile. Dass an Position 3 dieses Triterpen eine Esterfunktion
vorliegt, ist aus der tieffeldverschobenen chemischen Verschiebung des
Protons an Position 3 ersichtlich. Urspriinglich besitzt dieses Proton eine
Verschiebung von etwa 3,2 ppm. Nach Veresterung wird dieses Proton um
mehr als ein ppm tieffeldverschoben. Es kann sogar ein Unterschied der
chemischen Verschiebung des Protons an Position 3 bei den E- und Z-
Isomeren gezeigt werden. Bei Z-Coumaroyl-Lupeol besitzt dieses Proton
eine Verschiebung von 4,42 ppm, bei E-Coumaroyl-Lupeol eine
Verschiebung von 4,49 ppm. Neben den Methylgruppen und deren
Verschiebungen an den Positionen 23, 24, 25, 26, 27, 28 und 30 sind
ebenfalls die beiden Protonen an der Methylengruppe an Position 29
charakteristisch fur Lupeolderivate. Anhand der gemessenen Proben konnte
gezeigt werden, dass eines der beiden Methylenprotonen in ein Dublett mit
einer Kopplungskonstante von etwa 2 Hz aufspalten ist. Dieser Effekt ist auf
einen W-Effekt zwischen dem der Methylgruppe an Position 30 abgewandten
Protons und den Methylgruppenprotonen an Position 30 zurlickzufiihren. Die
Signale der aromatischen Protonen zwischen 6,5 und 8 ppm weisen auf ein
aromatisches AA'BB’ System hin, welches im unveresterten Lupeol nicht
vorliegt, was darauf hindeutet, dass diese Protonen zur angeesterten p-
Coumarsaure gehort. Die Protonen der Doppelbindung der p-Coumarséaure
an Position 2° und 3 geben Aufschluss Uber die Stereochemie der
Doppelbindung. Durch die Kopplungskonstanten kann bestimmt werden, ob
es sich um eine Z- oder E-Stellung handelt. Die Kopplung von 12,9 Hz weist
auf eine Z-Stellung und die Kopplung von 15,8 Hz auf eine E-Stellung hin.
Die NMR-Spektren sind in Kapitel 7.4. dargestellt.
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Tab. 3.3.a: '"HNMR-Daten von E- und Z-Coumaroyl-Lupeol im Vergleich zu Literaturwerten

Proton an
s}t((;?;fgr_n [Aratanech:rﬁﬁzzl ot al. 2004] Z-Coumar((j)sygldgpﬁalzin DMSO- E-CoumaroySI-OLouy':\)/le:IZin DMSO-ads
N CDs0D 500 MHz
MH(m, Hz) MH(m, JHz) H(m, JHz) H(m, JHz) H(m, JHz) H(m, JHz)
Proton 1 Proton 2 Proton 1 Proton 2 Proton 1 Proton 2
1 1,65(1HmM) | 0,9 (1Hm) 1,64 (1H m) 0,9 (1H m) 1,64 (1H m) 0,9 (1H m)
2 1,59 (1Hm) | 1,67 (1Hm) 1,6 (1Hm) 1,67 (1H m) 1,6 (1Hm) 1,67 (1H m)
.|| e e s
Hz) Hz) o
5 0,68 (1H m) 0,72 (1Hm) 0,72 (1Hm)
6 1,4 (1H m) 1,5 (1H m) 1,37 (1Hm) | 1,42 (1Hm) 1,37 (1Hm) 1,42 (1H m)
7 1,32 (1Hm) | 1,42 (1Hm) 1,3 (1H m) 1,4 (1H m) 1,3 (1H m) 1,4 (1H m)
9 1,29 (1H m) 1,29 (1H m) 1,29 (1H m)
11 1,2 (1Hm) 1,4 (1H m) 1,2 (1Hm) 1,4 (1H m) 1,2 (1Hm) 1,4 (1H m)
12 1,07 (1Hm) 1,68 (1Hm) 1,06 (1Hm) 1,64 (1Hm) 1,06 (1Hm) 1,64 (1Hm)
13 1,68 (1H m) 1,64 (1H m) 1,64 (1H m)
14
15 1 (1Hm) 1,68 (1H m) 0,99 (1Hm) | 1,68 (1Hm) 0,99 (1Hm) 1,68 (1H m)
16 1,37 (1Hm) | 1,48 (1Hm) 1,37 (1H m) 1,37 (1Hm)
18 1,37 (1H m) 1,37 (1H m) 1,37 (1Hm)
2,38 (1H ddd 2:/365(‘:H dd.d 2,36 (1H dd'd
19 J=5,6:11,0; -5.4(6.0): 4=54(6.0)
11’!0’ Hz’) ’ 8,0(8,0); 13,7 8,0(8,0); 13,7
Hz) Hz)
21 1,37 (1Hm) | 1,92 (1Hm) 1,37 (1Hm) | 1,92 (1Hm) 1,37 (1H m) 1,92 (1H m)
22 1,37 (1Hm) | 1,19 (1Hm) 1,37 (1Hm) | 1,19 (1H m) 1,37 (1Hm) 1,19 (1H m)
23 0,97 (3H s) 0,97 (3H s) 0,97 (3H s)
24 0,76 (3H s) 0,76 (3H s) 0,76 (3H s)
25 0,83 (3H s) 0,82 (3H s) 0,82 (3H s)
26 1,03 (3H s) 1,03 (3H s) 1,03 (3H s)
27 0,94 (3H s) 0,95 (3H s) 0,95 (8H s)
28 0,79 (3H s) 0,8 (3Hs) 0,8 (3H s)
29 454 (1Hbrs) | 4,67 (1Hbrs) | | 4,54 (1H brs) ‘fjffﬁﬁ'z? 4,55 (1H brs) ?]S?,éwz?
30 1,68 (3H s) 1,68 (3H s) 1,68 (3H s)
o 572 (1Hd 6,35 (1Hd
J=12,9 Hz) J=15,8 Hz)
g 6,83 (1Hd 7,52 (1Hd
J=12,9 Hz) J=15,8 Hz)
5 g 7,61 (2Hd 7,55 (2H d
’ J=8,5 Hz) J=8,5 Hz)
& g 6,73 (2Hd 6,76 (2Hd
’ J=8,5 Hz) J=8,5 Hz)
7 —OH 9,86 (1H brs) 9,99 (1H brs)
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Tab. 3.3.b: Strukturen von E- und Z-Coumaroyl-Lupeol

E-Coumaroyl-Lupeol

Z-Coumaroyl-Lupeol

Bei den beiden E- und Z- Isomeren von Coumaroyl-Lupeol erwies sich
die Methode der LC-MS zur Massenbestimmung nicht als zweckmaBig, da
stets nur der Coumarsdurrest zu erkennen war. Deshalb wurde die
endgultige Massenbestimmung mittels EI-MS durchgefihrt (Abb. 3.3.b; Abb.
3.3.c). In beiden Féllen konnte dieselbe Masse von 572 g/mol bestimmt
werden. Der stark sichtbare Peak bei der Masse von 147 stellt das E- bzw. Z-
Isomer des 4-Hydroxyphenyl-acrylaldehyd lons dar, welches unter
Abspaltung der Hydroxygruppe an der Saurefunktion der p-Coumarsaure
entsteht. Der Peak mit der Masse von 164 stellt die komplette p-

Coumarsaure dar.
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Abb. 3.3.b: EI-MS Spektrum von E-Coumaroyl-Lupeol
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Abb. 3.3.c: EI-MS Spektrum von Z-Coumaroyl-Lupeol
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Durch den Vergleich der UV-Absorptionsspektren (Tab. 3.3.c) kann
weiter bestéatigt werden, dass an der einzigen Hydroxygruppe des Triterpens
an Position 3 eine p-Coumarsaure verestert sein muss. Es sind die UV-
Spektren von E- und Z-Coumaroyl-Lupeol, sowie von p-Coumarsaure und
Zimtsdure dargestellt. Bei den Coumaroyl-Lupeol-Derivaten ist die p-
Coumarsdure aufgrund ihrer aromatischen und konjugierten Struktur die
einzige chromophore Teilstruktur, die im langwelligen Bereich von Gber 250
nm absorbiert. Dies ist auch der Grund, weshalb das UV-Spektrum nahezu
ahnlich dem der reinen p-Coumarsaure ist. Im Vergleich dazu hat die
Zimtsaure ihr UV-Absorptionsmaximum bei etwa 280 nm, wohingegen p-
Coumarsaure das UV-Absorptionsmaximum bei etwa 310 nm hat. Dieser
Unterschied ist auf die para substituierte Hydroxygruppe der p-Coumarsaure
zurlckzufihren, durch die der Chromophor erweitert wird und somit das UV-
Absorptionsmaximum in den langwelligen Bereich verschoben wird. Dieser
Vergleich beweist erneut, dass die an Lupeol veresterte Struktur eine p-

Coumarsaure ist.

Tab. 3.3.c: Vergleich der UV-Spektren von Z-Coumaroyl-Lupeol, E-Coumaroyl-Lupeol, p-
Coumarséaure und Zimtsdure (DAD-HPLC)
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Um die Stereochemie von E- und Z-Coumaroyl-Lupeol zu bestétigen,
wurden die optische Drehungen gemessen (Tab. 3.3.d). Basierend auf
Literaturwerten aus dem Dictionary of Natural Products wurden die
Versuchsbedingungen (Temperatur, Lésungsmittel, Schichtdicke,
Konzentration) nachgestellt und es wurden annahernd die gleichen optischen
Drehwerte wie in der Literatur erhalten. Die minimalen Abweichungen lassen

sich auf Verunreinigungen zurickfihren.

Tab. 3.3.d: Vergleich der optischen Drehwerte von E- und Z-Coumaroyl-Lupeol mit

Literaturdaten
[DNP] Gemessen
. ] [a]p® +240° [a]p® +233,6°
£-Coumaroyl-Lupeol | 2 605 in CHCIy) (c=0,005 in CHCIy)
: ) [o]p®® +35,2° [0]p2® +37,2°
E-Coumaroyl-Lupeol (c=0.01 in CHCI) (c=0.01 in CHCl)

3.3.1. Insektenbioassayergebnisse

Die Isolierung der beiden Coumaroyl-Lupeol-lsomere wurde durch ihre
insektizide Aktivitdt gezielt unterstitzt. Im folgenden Diagramm ist das
gewichtsreduzierende Potential von E- und Z-Coumaroyl-Lupeol dargestellt
(Abb. 3.3.1.) Aufféllig ist, dass die Bioaktivitdt des E-lsomers starker ist, als
die des Z-lsomers. Des Weiteren ist nur E-Coumaroyl-Lupeol signifikant
bioaktiv im Vergleich zu Kontrollgruppe. Im Fall von Z-Coumaroyl-Lupeol liegt
die Signifikanz unter 95%, im Fall von Z-Coumaroyl-Lupeol aber bei p > 99%.




92 Ergebnisse

absolutes Gewicht der Insekten bei einer Konzentration von Gewichtsrate der Insekten bei einer Konzentration von
108 ppm (Neonates, 6 Tage) 108 ppm (Neonates, 6 Tage)

100
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Signifikanz mittels T-Test im Vergleich zur Kontrollgruppe:
* >95%ige Signifikanz; ** >98%ige Signifikanz, *** >99%ige Signifikanz (n=10)

Abb. 3.3.1: Bioaktivitat von E- und Z-Coumaroyl-Lupeol auf Spodoptera littoralis

3.3.2. Kinaseinhibitionsassay

E- und Z-Coumaroyl-Lupeol wurden auf ihre Bioaktivitdten hinsichtlich
der Hemmung von humanen tumorrelevanten Proteinkinasen untersucht
(Abb. 3.3.2.). Von den 24 hier untersuchten Proteinkinasen hemmt E-
Coumaroyl-Lupeol insgesamt 11 der Proteinkinasen mit einer 1C5y Wert-
Spannbreite von 2,27 uM bis 16,76 pM. Z-Coumaroyl-Lupeol vermag
ebenfalls 11 Proteinkinasen zu hemmen, jedoch sind dies in einigen Féllen
nicht dieselben wie bei E-Coumaroyl-Lupeol. Die Kinase, die von beiden
Coumaroyl-Lupeolderivaten mit einem 1Cso Wert von 2,27 uM bzw. von 2,44
UM gehemmt wird ist der epidermal growth factor receptor. In der unten
darstellten Tabelle sind alle Werte aufgelistet. Jedes nicht ausgefillte Feld
stellt einen absolvierten Test ohne messbare Bioaktivitat dar.

Tab. 3.3.2.: Bioaktivitédt von E- und Z-Coumaroyl-Lupeol auf humane tumorrelevante
Proteinkinasen: Oberer Zahlenwert: ICsy Konzentration in g/L; Unterer Zahlenwert: 1Csq
Konzentration in uM

EGF-R EPHB4 ERBB2 FAK IGF-1-R
E-Coumaroyl-Lupeol 1,30E-06 4,10E-06 9,60E-06
ICso Wert in uM 2,27 7,16 16,76
Z-Coumaroyl-Lupeol 1,40E-06 6,80E-06 8,10E-06
ICs0 Wert in uM 2,44 11,87 14,14
SRC VEGF-R2 | VEGF-R3 | AKT1 ARK5
E-Coumaroyl-Lupeol 3,80E-06 5,40E-06 6,50E-06
ICs0 Wert in uM 6,63 9,43 11,35
Z-Coumaroyl-Lupeol 4,80E-06 6,10E-06
ICs0 Wert in uM 8,38 10,65
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Aurora-A Aurora-B PAK4 PDK1 | CDK2/CycA

E-Coumaroyl-Lupeol 4,30E-06

ICs0 Wert in uM 7,51
Z-Coumaroyl-Lupeol 8,00E-06

ICs0 Wert in uM 13,97

CK2-
CDK4/CycD1 alphai FLT3 INS-R MET

E-Coumaroyl-Lupeol 4,90E-06 5,30E-06

ICs0 Wert in uM 8,55 9,25
Z-Coumaroyl-Lupeol 8,30E-06 8,80E-06

ICs0 Wert in uM 14,49 15,36

PDGFR-beta PLK1 SAK TIE2 COoT

E-Coumaroyl-Lupeol 2005 | 6,40E-06

ICs0 Wert in uM 4,54 11,17
Z-Coumaroyl-Lupeol 2’?)%5 8,80E-06

ICs0 Wert in uM 4,89 15,36

B-RAF-VE

E-Coumaroyl-Lupeol

ICs0 Wert in uM
Z-Coumaroyl-Lupeol 8,10E-06

ICs0 Wert in uM 14,14

3.3.3. Tumorzellinhibitionsassay an murinen L5178Y

Lymphomazellen

Anhand einer Zellkultur von murinen Lymphomazellen wurde der
Effekt von B-Sitosterol auf intakte Zellen getestet (Tab. 3.3.3.). Beide
coumaroylierten Lupeolderivate entfalten bei der eingesetzten Konzentration

von 17,5 uM keinerlei zytotoxische Aktivitat auf diese Zelllinie.
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Tab. 3.3.3.: Inhibition von B-Sitosterol, Cholesterol, 5a-Cholestan-33-ol und 5a-Cholestan
auf murine Lymphomazellen (L5178Y )
L5178Y

Name MG Wachstum Inhlbli/rung "1 10 pg/ml = x pM
Kontrolle = 100% °
E-Coumaroyl-Lupeol | 572,7 105,0 - 17,5
Z-Coumaroyl-Lupeol | 572,7 102,0 - 17,5

3.3.4. Semisynthetische Lupeol-Derivate

Fir den ICAM-1 Expressionsunterdriickungsbioassay (Kapitel 3.5.)
wurden fur die Untersuchung der Struktur-Aktivitadts-Beziehung anhand
kommerziell —erworbenen  Lupeols verschiedene  Derivatisierungen
durchgeflhrt (Tab. 3.3.4.a). Es wurde eine Acetylierung, eine Benzoylierung
und eine Zinnamoylierung durchgeflhrt (siehe Kapitel 2.4.). Da Acetyl-Lupeol
im Vergleich zu Benzoyl- und Zinnamoyl-Lupeol nicht umkristallisiert wurde,
zeigen sich in dem "H-NMR Spektrum kleinere Verunreinigungen. Die NMR-
Spektren sind in Kapitel 7.4. dargestellt.

Tab. 3.3.4.a: Synthetisierte Derivate von Lupeol

30

2
29=7,19 21

Acetyl-Lupeol

Benzoyl-Lupeol
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Zinnamoyl-Lupeol

In den folgenden NMR Tabellen sind die 'HNMR Daten der

verschiedenen Lupeolester dargestellt.

An Position 2" von Acetyl-Lupeol (Tab. 3.3.4.b) ist die Methylgruppe
des Acteylrestes bei einer chemischen Verschiebung von 2,04 ppm zu

erkennen.

Tab. 3.3.4.b: Charakteristische "HNMR-Daten von Acetyl-Lupeol

Proton an Acetyl-Lupeol
Kohlen:ltroffatom CDCls 500 MHz
SH(m, JHz) SH(m, JHz)
Proton 1 Proton 2
3 4,46 (1Hm)
19 2,36 (1Hm)
23 0,93 (3H s)
24 0,78 (3H s)
25 0,85 (3H s)
26 1,02 (3H s)
27 0,87 (3H s)
28 0,83 (3H s)
29 4,65 (1H brs) 4,68 (1Hd J=2,2 Hz)
30 1,68 (3H s)
2 2,04 (3H s)

An den chemischen Verschiebungen der Protonen 3’ bis 7° von

Benzoyl-Lupeol

(Tab. 3.3.4.c) ist erkennbar, dass es sich um ein
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aromatisches AA’BB'C System handelt, was typisch flr die angeesterte

Benzoesaure ist.

Tab. 3.3.4.c: Charakteristische '"HNMR-Daten von Benzoyl-Lupeol

Proton an
Benzoyl-Lupeol
Kohlen'fltroffatom CDCls 500 MHz
SH(m, JHz) SH(m, JHz)
Proton 1 Proton 2
3 4,72 (1Hm)
2,39 (1H ddd
19 J=6,0(5,6);
8,05(8,1); 12,3 Hz)

23 1,00 (3H s)

24 0,79 (3H s)

25 0,92 (3H s)

26 1,05 (3H s)

27 0,96 (3H s)

28 0,91 (3H s)

29 4,57 (1H brs) 4,69 (1Hd J=2,5 Hz)
30 1,69 (3H s)

- 8,03 (2H d J=1,25
37 Hz)

. 7,44 (2H t
46 J=7,9(7,5))

5 7,54 (1Hm)

An den Positionen 2’ und 3’ von Zinnamoyl-Lupeol (Tab. 3.3.4.d) ist
die E-konfigurierte Doppelbindung des Zimtsaurerestes zu erkennen. Der

aromatische Teil ist typisch flr ein AA’'BB’C System.

Tab. 3.3.4.d: Charakteristische 'HNMR-Daten von Zinnamoyl-Lupeol

Proton an )
Zinnamoyl-Lupeol
Kohlen;troffatom CDCls 500 MHz
SH(m, JHz) SH(m, JHz)
Proton 1 Proton 2
3 4,62 (1H m)
2,38 (1H ddd
19 J=5,55(5,7); 8,3(8,20);
13,9 Hz)
23 0,92 (3H s)
24 0,88 (3H s)
25 0,89 (3H s)
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26 1,04 (3H s)
27 0,95 (3H s)
28 0,79 (3H s)
29 4,57 (1H brs) 4,69 (1Hd J=1,9 Hz)
30 1,69 (3H s)
2 6,44 (1Hd J= 15,7)
3 7,66 (1Hd J=15,7)
o 7,53 (dd J=3,8(1,9):
5,9 6.6)
678 7,38 (3H m)




98

Ergebnisse

3.4. E-Coumaroyl-Taraxerol und Z-Coumaroyl-Taraxerol

Um das Vorkommen der coumaroylierten Triterpenderivate in den
Blattern der Gattung Rhizophora und deren Gehalt zu bestimmen, sollte
urspringlich im Marz 2008 erneut frisches Blattmaterial von Rhizophora
apiculata (Rhizophoraceae) im Mangrovengarten von Haikou auf der
stdchinesischen Insel Hainan gesammelt werden. Jedoch waren Pflanzen
dieser Art zu diesem Zeitpunkt nicht mehr auffindbar und so wurden Blatter
der nachstverwandten Schwesterart Rhizophora stylosa (Rhizophoraceae)
gesammelt. Aus etwa 20 g Frischgewicht konnten statt E- und Z-Coumaroyl-
Lupeol E- und Z-Coumaroyl-Taraxerol isoliert werden (Abb. 3.4.a; Tab.
3.4.a). Um die Lokalisation der Triterpene in den Blattern zu bestimmen,
wurde einerseits ein komplettes Blatt extrahiert und andererseits zuerst die
wachshaltige Kutikulaschicht mit organischen Lésungsmitteln abgelést und
danach das restliche, von der Kutikula befreite Blatt zerkleinert und
extrahiert. Die p-Coumarsdureester konnten sehr leicht mittels DC
identifiziert werden, da sie auf der einen Seite aufgrund ihres p-
Coumarsaurebestandteiles eine gute UV-Absorption bei 254 nm besitzen
und auf der anderen Seite aufgrund ihres Triterpengrundgeriistes gut mit
Anisaldehyd Sprihreagenz angefarbt werden kénnen (rot).

Taraxerol ist ein pentazyklisches Triterpen, welches unter anderen im
Léwenzahn (Taraxacum officinale) vorzufinden ist [DNP]. Daneben ist es
auch in vielen Arten der Wolfsmilchgewachse (Euphorbiaceae) oder der
Heidekrautgewéchse (Ericaceae) vorzufinden [DNP].

Das Verhélinis zwischen Taraxerol und Coumaroyl-Taraxerol
hinsichtlich des Vorkommens im Pflanzenreich verhalt sich ahnlich wie bei
Lupeol und Coumaroyl-Lupeol: Die coumaroylierte Form des Triterpens ist
wesentlich seltener. Neben der Art Rhizophora apiculata, in der Coumaroyl-
Taraxerol schon beschrieben wurde [Kokpol et al. 1990], sind E- und Z
Coumaroyl-Taraxerol aus der Pflanzenart Bruguiera cyclindrica bekannt
[DNP]. Bemerkenswert hierbei ist, dass die Gattung Rhizophora, sowie die
Gattung Bruguiera zur Familie der Rhizophoraceae gehéren.
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Unzerstérte und intakte

Blatter
1
Zerschneiden Abwaschen der Kutikula
mit Dichlormethan
1 P 1 N
Komplettextrakt mit 95% Kutikulafraktion Zerkleinern des
Methanol abgewaschenen Blattes
I N\ J
. L s N
In Dichlormethan nahezu In Dichlormethan I6sliche Komplettextraktion mit
unlésbare Wachse Kutikulafraktion 95% Methanol
N J
- . )
Praparative DC mit
Petrolether: Aceton 9:1
N J
1 - N 1
Z-Coumaroyl-Taraxerol E-Coumaroyl-Taraxerol Taraxerol
N J

Abb. 3.4.a: Isolierungsschema von E-Coumaroyl-Taraxerol, Z-Coumaroyl-Taraxerol und
Taraxerol aus den Blattern von Rhizophora stylosa (der der Quantifizierung basierenden
Gewichtsangaben und Verhéltnisse sind in Kapitel 7.2.2. angegeben)

Es entstanden folgende Fraktionen

Das komplette Blatt inklusive Kutikula
Totalextrakt . ,
zerkleinert und extrahiert

Von der Oberflache mittels
Kutikula organischer Lésungsmittel
abgewaschener Kutikulaanteil

Der Bestandteil der abgeldsten
Nicht I6sliches Wachs der Kutikula, der sich auf der organischen
Kutikula Phase oben als Wachsschicht

abgesetzt hat

Das von der Kutikula befreite Blatt,
Rest welchen zerkleinert und komplett

extrahiert wurde
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Zunéachst wurde eine vergleichende DlUnnschichtchromatographie mit
allen Fraktionen durchgefihrt (Abb. 3.4.b). Als FlieBmittelsystem wurde
Petrolether und Aceton im Verhaltnis 9:1 verwendet.

E-Coumaroyl-Taraxerol, Z-Coumaroyl-Taraxerol und Taraxerol

Petrd]ether:Aceton 9:1

) m icht losliches
t achs der K.

Abb. 3.4.b: Dinnschichtchromatographie der verschiedenen
Blattkompartimente von Rhizophora stylosa

Anhand dieser Dunnschichtchromatographie (Abb. 3.4.a) ist zu
erkennen, dass der Uberwiegende Teil der coumaroylierten Taraxerolderivate
in der Kutikulaschicht lokalisiert ist.

Tab. 3.4.a: Strukturen von E-Coumaroyl-Taraxerol, Z-Coumaroyl-Taraxerol und Taraxerol
29 30

D
S

E-Coumaroyl-Taraxerol
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Z-Coumaroyl-Taraxerol

Taraxerol

Im Folgenden sind die '"HNMR Daten von Taraxerol, E-Coumaroyl-
Taraxerol und Z-Coumaroyl-Taraxerol dargestellt (Tab. 3.4.b). Anhand des
Protons an Position 15 konnte bewiesen werden, dass es sich um Taraxerol
und nicht um B-Amyrin handelt, welches ein Isomer von Taraxerol ist, bei
dem eine Doppelbindung zwischen den Kohlenstoffatomen 12 und 13 zu
finden ist und die Methylgruppe 27 an Position 14 lokalisiert ist. Das

Doppelbindungsproton hatte im Fall von B-Amyrin aber eine chemische

Verschiebung von nur 5,18 ppm [Kajikawa et al. 2005].

Tab. 3.4.b: Charakteristische 'HNMR-Daten von E-Coumaroyl-Taraxerol, Z-Coumaroyl-
Taraxerol und Taraxerol im Vergleich zu Literaturwerten

Z-Coumaroyl- Taraxerol in E-Coumaroyl- Z-Coumaroyl-
Kohlenstoff Taraxerol : ;
Position Nr. [Kokpol et al. CDl\allfl 500 gazaxeroll\;lr;_' gazaxeroll\;lr;_'
1990] in CDCls z CDCI; 500 z | CDCI; 500 z
SH(m, JHZ) SH(m, JHz) SH(m, JHz) SH(m, JHz)
3 4,52 1H 1 32 1Hm 4,52 THm 4,52 1H m
(J=5,88) : : :
5,50 1H dd
15 (J=2.5, 7.,0) 551 1HmM 551 1Hm 551 1Hm
23 0,96 3H s 0,96 3H s 0,96 3H s
24 0,956H s 0,98 3H's 0,98 3H's 0,98 3H s
25 0,84 3H's 0,84 3H's 0,84 3H's 0,84 3H s
26 1,09 3H s 1,09 3H s 1,09 3H s 1,09 3H s
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27 0.933H s 0.933H s 0.933H s 0.933H s
28 0.87 3H s 0.87 3H s 0.87 3H s 0.87 3H s
gg 0,91 6H s 0,91 6H s 0,91 6H s 0,91 6Hs
, 6.83 1Hd
° 6,75 1H d (J=8.5) i 6,31 1H d(J=15) e
, 766 1Hd
3 7.61 1H d (J=8.5) ] 7.61 1H d(J=15) Can
- 5.82 2H - -
59 T 6,88 2H d(J=5) | 5,82 2H d (J=5)
- 6.83 2H d ] 3
68 i 7,45 2H d(J=5) | 6,83 2H d (J=5)

Um die Position der Doppelbindung im Taraxerolgrundgerust weiter zu
bestatigen, wurde ein 1D-TOCSY Spektrum aufgenommen. Bei diesem
TOCSY Spektrum handelt es sich um ein eindimensionales COSY Spektrum,
bei dem mit der Frequenz eines bestimmten Protons eingewirkt wird,
woraufhin die korrelierenden Protonen eines Spinsystems erscheinen.

Im folgenden TOCSY Spektrum (Abb. 3.4.c) wird mit der Frequenz
des Protons Nummer 15 eingewirkt, woraufhin 2 Signale im aliphatischen
Bereich zu sehen sind, die zu den Protonen an Position 16 gehdéren. Die
Methylgruppe an Position 28 wird ebenfalls geringflgig durch eine
Korrelation durch den Raum angeregt. Aber schon anhand der Integration,
die bei der Methylgruppe dreifach héher sein musste, als bei einem der
Protonen an Position 16, ist zu sehen, dass dies nur eine sehr schwache
Korrelation ist. Wenn es sich anstatt eines Taraxerolderivates um B-Amyrin
handeln wirde, dann wéaren insgesamt 3 Protonen angeregt worden. Bei -
Amyrin ist die Doppelbindung zwischen den Kohlenstoffatomen an Position
12 und 13 wodurch sich das Proton der Doppelbindung an Position 12
befinden wirde. Dies wirde ein Spinsystem mit den Protonen an Position 11
und dem Proton an Position 9 bilden. Dieses sich an Position 9 befindende
Proton ware bei einer TOCSY Anregung von B-Amyrin sichtbar gewesen. Da
zum einen dies nicht der Fall ist und zum anderen die chemische
Verschiebung des Protons an der Doppelbindung unterschiedlich zu den
Literaturwerten von B-Amyrin ist, kann eindeutig festgehalten werden, dass

es sich bei dem Triterpenanteil um Taraxerol handelt (Abb. 3.4.d).
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Abb. 3.4.c: 1D-TOCSY Spektrum des Taraxerolgrundgeristes (CDClz, 500 MHz)

23 24
Abb. 3.4.d: TOCSY Korrelationen des Taraxerolgrundgeristes

3.4.1. Semiquantitavie Gehaltserfassung

Im nachsten Schritt sollte eine semiquantitative Analyse
vorgenommen werden, um einen Eindruck von dem Anteil der
Taraxerolderivate bezogen auf das Frischgewicht berechnen zu kénnen
(Abb. 3.4.1.). Dazu wurden die verschiedenen Taraxerolderivate mittels
praperativer Dinnschichtchromatographie (Tab. 3.4.1.) voneinander getrennt
und ihre Identitat mittels NMR bestatigt.
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Tab. 3.4.1.: Praperative Dinnschichtchromatographie von Taraxerolderivaten

DC Vergleich der Préperative DC vor dem | Durch préaperative
einzelnen Ausschneiden unter UV- DC erhaltene
Blattbestandteile Licht Fraktionen

' Petrolether:Aceton 9:1

Spot1l [Spot2 5p03

Bezogen auf das Frischgewicht sind in der Kutikula insgesamt ca. 7 %
aller extrahierbaren Substanzen lokalisiert, davon sind aber etwa 24% nicht
weiter |6sliche wachsartige Substanzen. Von den Iéslichen Bestandteilen der
Kutikula sind etwa 76% Fettsauren, welche nicht ndher bestimmt wurden.
Dass es sich um Fettsduren handelt, konnte mittels NMR festgestellt werden.
Die restlichen 25% des l6slichen Kutikulaanteiles bestehen zu 50% aus
unverestertem Taraxerol und jeweils etwa 25% aus E- und Z-Coumaroyl-
Taraxerol (Abb. 3.4.1.).

Die Qualifizierung und Quantifizierung der Taraxerolderivate geschah
anhand von Integrationswerten und Kopplungskonstanten der NMR Spektren
(Methodik siehe Kapitel 2.7.10.).
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Zusammensetzung des Frischgewichtes in %

in Dichlormethan
l6slicher

Kutikulaanteil;
/ 5,45

92,84

W Substanzanteil, der nicht in der Kutikula lokalisiert ist
nicht in Dichlormethan l6slicher Kutikulaanteil
Fettsauren

Z-Coumaroyl-Taraxerol

& E-Coumaroyl-Taraxerol

Taraxerol

Abb. 3.4.1.: Grafische Darstellung der Quantifizierung der Taraxerolderivate in Rhizophora
stylosa
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3.5. UV-Assay mit Triterpenderivaten und Sterolderivaten

hinsichtlich reduzierter ICAM-1 Expression

Die folgenden Studien zur ICAM-1 Expressionsunterdriickung wurden
in Kooperation mit dem [UF (Institut fir Umweltmedizinische Forschung
gGmbH der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf) durchgeflhrt.

Eine Zellkultur humaner Hautzellen der Vorhaute von etwa 10-jahrigen
Jungen werden kultiviert und 24 h lang mit UVA1 Strahlung belastet. Nach
der Bestrahlung wird die Transkription der mRNA des ICAM-1 Proteins
mittels PCR, welche spezifisch auf die mRNA der ICAM-1 Gentranskriptes
ist, untersucht. ICAM-1 ist auch unter der Bezeichnung CD54 bekannt,
welches ein zellmembrangebundenes Rezeptorprotein ist, an das sich
zytotoxische T-Zellen anheften kénnen und neben Nekrosen auch andere
Entzindungsreaktionen auslésen kbénnen. Der Mechanismus fir die
Uberexpression von ICAM-1 ist noch weitgehend unbekannt, jedoch
scheinen membrangebundene Ceramide ein Ausléser fir eine
Signalkaskade zu sein, die in einer Transkriptionsfaktoraktivierung endet.
Wahrscheinlich ist hierflr der Transkriptionsfaktor AP-2-alpha verantwortlich.

Bei diesem Assay wird versucht, Substanzen zu finden, die die
Transkription von ICAM-1 unterdricken kénnen. Ob die Substanzen im
Bereich der Zellmembran oder im Bereich der Signaltransduktionskaskade
wirken, kann im Rahmen dieser Experimente nicht geklart werden.

Zunachst wird ein Zytotoxizitatstest anhand eines MTT Assays
durchgefihrt (30 uM Substanz). Fir diesen Ansatz wurden die Substanzen in
2%igem Ethanol gelést. Die in diesem Assay nicht als zytotoxisch
bestimmten Substanzen werden fir den ICAM-1 Assay verwendet. Bei
diesem Assay gibt es eine Kontrollgruppe an Zellen, die nicht bestrahlt wird
und eine weitere Kontrollgruppe, die ohne Behandlung bestrahlt wird. Somit
kann jeweils das Minimum und das Maximum der ICAM-1 Transkription
festgestellt werden. Um die inhibitorische Aktivitdt der verschiedenen
Substanzen zu testen, werden diese mit den Zellen Gber Nacht inkubiert (30
UM Substanz) und die Substanz anschlieBend von den Zellen abgewaschen,
damit nur die an der Zellmembran angelagerten oder in die Zelle

eingedrungenen Substanzen ihre Wirkung entfalten kénnen. Danach werden
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alle Zellen gleichméaBig mit UVA1 24 Stunden lang bestrahlt und die mRNA
des ICAM-1 Genes mittels PCR festgestellt und quantifiziert.

In der folgenden Tabelle sind alle Substanzen aufgefiihrt (Quellen der
Substanzen siehe Kapitel 7.1.) die in den Test eingeflossen sind (Tab. 3.5.a,
Abb. 3.5.a, Abb.3.5.b). Einige dieser Substanzen sind erst in spateren
Testreihen eingeflossen, da sie erst nach den ersten Versuchen aufgrund der
Untersuchung von Struktur-Aktivitats-Beziehungen entweder synthetisiert

oder kommerziell erworben wurden.

Tab. 3.5.a: Triterpene und Steroide, die in den UV-Assay eingeflossen sind

Code Struktur Name MG
OH
\\\\\Q
(6]
PB1 Cabraleol 458
PB2 Dammarenolsaure 458
2
PB3 7-Hydroxycholesterol- 416
peroxide
PB4 14-Dehydroergosterol 398
24,25-Dihydroxy-50.-
PB5 dammar-20-en-3on 48
40,14-Dimethyl-9,19-
PB6 cyclocholestan- 446
3B,240,25-triol
ih
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(23E)-(20S5)-20,25-
dihydroxy-3,4-

PB7 secodammara-4(28)-23- 444
dien-3-carbonséure
(20S,23E)-20,25-
Dihydroxy-3,4-
PB8 secodammara-4(28)-23- 474
diencarbonsaure
PB9 24,25-Epoxycycloartenol 442
PB10 24,25-Epoxy-dammar- 440
20-en-3-on
50,80-epidioxy-24-
PB11 ethylcholesta-6,22-dien- 442
3B-ol
50,80-epidioxy-24-
PB12 ethylcholesta-5-en-3-ol 444
PB13 Ergosterol-Peroxid 428
PB14 16-Hydroxyscalarolide 402
PB15 Lichesterol 396
PB16 Lupeon 424
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4o-Methyl-50-Cholesta-
8-en-3B-ol 400

PB17

Ty

Methyldammarenolat 472

PB18

Niloticin 456

PB19

29-Norcycloartenol 412

PB20

Tl

Piscidinol A 474

PB21

Scalaroside 386

PB22

Shoreasaure (24R) bzw.
Eicheriansaure (24S)

474

PB23

B-Sitosterol

414

PB24

386

Cholesterol

PB25
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\\\\\

PB26 5a-Cholestan-33-ol 388
PB27 5a-Cholestan 372
PB28 E-Coumaroyl-Lupeol 5742
PB29 Z-Coumaroyl-Lupeol 572
PB30 Lupeol 426
PB31 Acetyl-Lupeol 468
PB32 Stigmasterol 412
PB33 Campesterol 400
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PB34 | Asiatische Saure 488
PB35 Oleanolséure 456
PB36 Ursolséure 456
PB37 Benzoyl-Lupeol 530
PB38 Zinnamoyl-Lupeol 556
PB39 Benzoyl-Cholesterol 490
PB40 Zinnamoyl-Cholesterol 516
PB41 Benzoyl-B-Sitosterol 518
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PB42 Zinnamoyl-B-Sitosterol 544
PB43 Betulinsaure 456
z OH
HO a
O
PB44 ©/\)\0H Zimtsaure 148
(0]
A ..
PB45 /©/\)LOH p-Coumarséure 164
HO'
0
PB46 ©)\0H Benzoeséure 122
(0]
PB47 ©/\)J\o/ Zimtsauremethylester 162
(0]
PB48 ©)‘\o/ Benzoes&duremethylester 136

Viability [%]
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after freatment with compounds from the Prokseh lab
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Compounds [30pM] added for 24h
paired student’s t-test: * p<0.5, **p<0.01

Abb. 3.5.a: Zytotoxititdtsuntersuchung mittels MTT der Substanzen PB1 bis PB29
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Inhibition of UVA-induced ICAM-1 Expression
by Sterols and Terpenes
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Abb. 3.5.b: Inhibierung der ICAM-1 Transkription durch verschiedenen Triterpene und
Sterole

Bei der Transkriptionsinhibierung von ICAM-1 fallen besonders die
Substanzen PB4 (14-Dehydroergosterol), PB8 ((20S,23E)-20,25-Dihydroxy-
3,4-secodammara-4(28)-23-diencarbonsaure), PB13 (Ergosterol-Peroxid),
PB15 (Lichesterol), PB18 (Methyldammarenolat), PB19 (Niloticin), PB20 (29-
Norcycloartenol), PB21 (Piscidinol A), PB27 (5a-Cholestan), PB29 (E-
Coumaroyl-Lupeol) und PB28 (Z-Coumaroyl-Lupeol) auf (Abb. 3.5.b; Tab.
3.5.b). Aus diesen Substanzen lasst sich sehr schwer eine Struktur-
Wirkungs-Beziehung herleiten, da alle Strukturen zu wenige strukturelle
Gemeinsamkeiten besitzen.

Tab. 3.5.b: Die exakten Daten der ICAM-1 Transkriptionsinhibierung

%uale Induktion %uale Induktion
Stimulus der ICAM-1 Stimulus der ICAM-1
Transkription Transkription

UVA 80 UVA 80

UVA 100 UVA 100

UVA 113 UVA 113
PB1/UVA 67 PB1/UVA 67
PB1/UVA 53 PB1/UVA 53
PB1/UVA 60 PB1/UVA 60
PB4/UVA 40 PB4/UVA 40




114 Ergebnisse
PB4/UVA 20 PB4/UVA 20
PB4/UVA 33 PB4/UVA 33
PB5/UVA 200 PB5/UVA 200
PB5/UVA 100 PB5/UVA 100
PB5/UVA 140 PB5/UVA 140
PB6/UVA 73 PB6/UVA 73
PB6/UVA 60 PB6/UVA 60
PB6/UVA 113 PB6/UVA 113
PB8/UVA 33 PB8/UVA 33
PB8/UVA 33 PB8/UVA 33
PB8/UVA 27 PB8/UVA 27
PB10/UVA 80 PB10/UVA 80
PB10/UVA 67 PB10/UVA 67
PB10/UVA 67 PB10/UVA 67
UVA 96 UVA 96
UVA 100 UVA 100
UVA 119 UVA 119
PB13/UVA 8 PB13/UVA 8
PB13/UVA 8 PB13/UVA 8
PB13/UVA 8 PB13/UVA 8
PB15/UVA 8 PB15/UVA 8
PB15/UVA 8 PB15/UVA 8
PB15/UVA 8 PB15/UVA 8
PB16/UVA 85 PB16/UVA 85
PB16/UVA 73 PB16/UVA 73
PB16UVA 62 PB16UVA 62
PB18/UVA 38 PB18/UVA 38
PB18/UVA 35 PB18/UVA 35
PB18/UVA 31 PB18/UVA 31
PB19/UVA 8 PB19/UVA 8
PB19/UVA 12 PB19/UVA 12
PB19/UVA 0 PB19/UVA 0
PB20/UVA 0 PB20/UVA 0
PB20/UVA 4 PB20/UVA 4
PB20/UVA 8 PB20/UVA 8
UVA 86 UVA 86
UVA 100 UVA 100
UVA 103 UVA 103
PB21/UVA 28 PB21/UVA 28
PB21/UVA 21 PB21/UVA 21
PB21/UVA 21 PB21/UVA 21
PB27/UVA 21 PB27/UVA 21
PB27/UVA 24 PB27/UVA 24
PB27/UVA 21 PB27/UVA 21
PB28/UVA 21 PB28/UVA 21
PB28/UVA 24 PB28/UVA 24
PB28/UVA 31 PB28/UVA 31
PB29/UVA 10 PB29/UVA 10
PB29/UVA 7 PB29/UVA 7
PB29/UVA 14 PB29/UVA 14

Da bei diesem ersten ICAM-1 Expressionsassay die beiden
Lupeolderivate E- und Z-Coumaroyl-Lupeol als besonders aktiv ermittelt
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wurden, wurde anhand verschiedener Lupeol- und Sterolderivate versucht,

eine Struktur-Wirkungs-Beziehung abzuleiten.

Substanzen aus der Lupeolfamilie: Lupeol, Betulinsadure, Lupeon,
Acetyl-Lupeol, Benzoyl-Lupeol, Zinnamoyl-Lupeol, E-Coumaroyl-Lupeol und
Z-Coumaroyl-Lupeol.

Substanzen aus der Sterolfamilie: B-Sitosterol, Benzoyl-B-Sitosterol,
Zinnamoyl-B-Sitosterol, Cholesterol, Benzoyl-Cholesterol und Zinnamoyl-

Cholesterol.

Aromatische Substanzen, die als Esterbestandteil vorliegen:

Zimtsaure, p-Coumarsaure und Benzoesaure.

Lipophile aromatische Substanzanaloga, um die Polaritat zu
reduzieren und die Membrangangigkeit zu erhéhen: Zimtsauremethylester

und Benzoesauremethylester.

Extrakte: Mangrove Extrakt nhex (n-Hexan Extrakt der Blatter von
Rhizophora apiculata, aus dem E- und Z-Coumaroyl-Lupeol isoliert wurden),
Evening Primrose Oil PG Naturpharma (Nachtkerzenél von PG

Naturpharma), Evening Primrose Oil Fagron (Nachtkerzendl von Fagron)

Weiter wurden Extrakte von Tylophora indica (Apocynaceae)
(Mangrove extract T), Ryania speciosa (Flacourtiaceae) (Mangrove extract
R) und Aglaia duppereana (Meliaceae) (Mangrove extract A) getestet.
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Viability of primary human keratinocytes
treated for 24h with different compounds
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Abb. 3.5.c Zytotoxititdtstest mit Cholesterol, Lupeol und B-Sitosterolderivate sowie einigen
verschiedenen Extrakten

Durch diesen Zytotoxizitatstest (Abb. 3.5.c, Tab. 3.5.c) konnte gezeigt

werden, dass alle B-Sitosterolderivate im Konzentrationsbereich von 30 uM

im etwa gleichen MaB zytotoxisch sind. Cholesterol ist in héheren

Konzentrationen ebenfalls zytotoxisch, aber bei der Modifikation mit einem
Benzoyl- oder Zinnamoylrest an der Position 3 des Molekils wird die
Toxizitat aufgehoben. Alle anderen Substanzen besitzen nur eine extrem
schwache oder gar keine Toxizitat. Die Zytotoxizitat des n-Hexan Extraktes
der Blatter von Rhizophora apiculata ist ebenfalls als gering einzuschatzen.
Die Nachtkerzendlextrakte sind ebenfalls nicht toxisch, ebenso wie der
Extrakt von Ryania speciosa. Der Extrakt von Tylophora indica ist nur leicht
toxisch, aber der Extrakt von Aglaia duppereana reduziert die Viabilitat der

Zellkultur um 50%.
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Tab. 3.5.c: Die exakten Daten des Zytotoxizitdtsassays mit Cholesterol, Lupeol und -
Sitosterolderivate sowie einigen verschiedenen Extrakten
Uberlebens- Standard-

Substanz : Signifikanz
rate abweichung
Kontrollgruppe 100.00 5.50 -
Lupeon 92.85 3.70 0.008
B-Sitosterol 70.00 0.80 0.000
Cholesterol 73.80 5.66 0.000
E-Coumaroyl-Lupeol 107.10 3.93 0.000
Z-Coumaroyl-Lupeol 106.70 4.38 0.003
Lupeol 103.60 6.30 0.097
Acetyl-Lupeole 97.90 2.84 0.703
Benzoyl-Lupeol 88.47 8.60 0.004
Zinnamoyl-Lupeol 99.49 6.41 0.694
Benzoyl-Cholesterol 98.99 3.88 0.874
Zinnamoyl-Cholesterol 97.70 3.12 0.666
Benzoyl-B-Sitosterol 90.70 3.95 0.003
Zinnamoyl-B-Sitosterol 64.67 1.87 0.000
Betulinsdure 69.05 1.60 0.000
Zimtsaure 97.50 3.96 0.65
p-Coumarsaure 101.00 5.83 0.335
Benzoesaure 98.20 3.96 0.885
Zimtsauremethylester 100.20 3.39 0.398
Benzoesaure-methylester 114.00 3.18 0.000
n-hex von Rhizophora
apiculata 84.90 4.87 0.004
Extrakt von Ryania
speciosa 102.00 3.90 0.525
Extrakt von Tylophora
indica 82.80 1.34 0.001
Extrakt von Aglaia
duppereana 46.30 2.33 0.000
Nachtkerzendl von PG 99.20 5 81 0.804
Naturpharma
Nachtkerzendl Fagron 101.00 1.81 0.661

Aufgrund von diversen Problemen bei der Durchfiihrung der ICAM-1
Inhibitionsmessung im IUF (Institut fir Umweltmedizinische Forschung der
Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf), konnten bis zum Abschluss dieser
Arbeit keine Aktivitatsstudien hinsichtlich der UVA1 induzierten ICAM-1
Expressionsunterdriickung fir die in Tab. 3.5.c aufgelisteten Substanzen
durchgefihrt werden.
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3.6. Weitere Testreihen mit Triterpenen

3.6.1. NFxB Inhibition durch Lupeol und Ursolsaure

Aus der Literatur ist bekannt [Saleem et al. 2004], dass Lupeol die
TPA (12-Otetradecanoyl-phorbol-13-acetate) induzierte NFxB Antwort zu
unterdriicken vermag. Pro Maus wurden hierbei entweder 1 oder 2 mg
Lupeol appliziert, wodurch die TPA induzierbaren Odeme der Haut
verkleinert werden konnten. Es konnte hierbei gezeigt werden, dass Lupeol
die Expression von NFxB unterdriicken konnte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob Lupeol auch die TNFa
(tumor necrosis factor Untereinheit o) induzierte NFxB Aktivierung
unterdriicken kann (Abb. 3.6.1.a). Der Test wurde indirekt mit einem
Reporterassay durchgefihrt. Es wurde untersucht, ob NFxB die Transkription
eines Reportergenes induzieren kann. Hierfir wurde die SEAP (secreted
form of human alkaline phosphatase) als Reporterprodukt eingesetzt. Da
dieses Enzym von den Zellen der Zellkultur sekretiert wird, konnte anhand
der Phosphataseaktivitdt im umgebenden Medium festgestellt werden, ob

aktiviertes NFxB im Zellkern vorliegt.
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Abb. 3.6.1.a: NFkB Inhibitionsassay mit Lupeol (5 uM, 10 uM, 25 uM und 50 pM) an TNFa
stimulierten Zellen
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Als Lésungsmittel wurde DMSO verwendet, in das die in Ethanol
geléste Substanz eingebracht wurde. Dieses Lésungsmittelgemisch war
zudem die Negativkontrolle. Die Positivkontrolle enthielt TNFo. Fir diese
Versuche wurde der Zellkultur parallel zur TNFo-Stimulation entweder 5 pM,
10 uM, 25 uM oder 50 uM Lupeol beigefigt. Jedoch war selbst bei einer

Konzentration von 50 uM keine Reduktion der NFxB Antwort zu verzeichnen.

Da aus der Literatur bekannt ist [Shishodia et al. 2003], dass
Ursolsaure eine antientziindliche Wirkung besitzt, wurde derselbe Test mit
Ursolsaure durchgefihrt, um die Testmethode zu verifizieren.
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Abb. 3.6.1.b: NFxB Inhibitionsassay mit Ursolsaure (10 uM, 25 uM, 50 uM) an TNFa
stimulierten Zellen

Die obige Abbildung (Abb. 3.6.1.b) zeigt eine Negativkontrolle mit
DMSO/EtOH als Lésungsmittelsystem, eine TNFa induzierte Uberexpression
von NFkB und verschiedene Applikationen mit Ursolsdure. Hierflr wurden
Ursolsaure in den Konzentrationen von 10 uM, 25 uM und 50 pM eingesetzt,

um die TNFa induzierte NFkB Uberexpression zu hemmen.
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3.6.2. Zytotoxische Triterpene — Dammarenolsaure und ihre
Derivate

Aufgrund der durch die Literatur bekannten antiviralen Bioaktivitat
[Poehland et al. 1987] wurde untersucht, ob Dammarenolsdure und einige
ihrer strukturell eng verwandten Derivate auch eine zytotoxische Aktivitat auf
verschiedene humane Krebszelllinien besitzen. Es wurden folgende

Dammarenolsdurederivate auf ihre Zytotoxizitat hin getestet (Tab. 3.6.2.a):

Tab. 3.6.2.a: Auf Zytotoxizitat hin untersuchte Dammarenolsdurederivate
//’r,OH

PB2 Dammarenolsaure

PB18 Methyldammarenolat

(23E)-(20S)-20,25-
dihydroxy-3,4-
secodammara-4(28)-23-
dien-3-carbonsaure

(205,23E)-20,25-
Dihydroxy-3,4-
secodammara-4(28)-23-
diencarbonsaure

PB7

PB8

Shoreasaure (24R) bzw.

PB23 Eicherianséure (24S)

Die zytotoxischen Untersuchungen wurden an folgenden Zelllinien

durchgeflhrt:

HepG2 humane Leberkarzinomzellen
Huh7 humane Leberkarzinomzellen
MCF7 humane Brustkrebszelllinien

HCT116 humane Darmkrebszellen
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aufgefihrt. Von
durchgefihrt (n=4) (Abb. 3.6.2.a; Abb. 3.6.2.b; Abb. 3.6.2.c; Abb. 3.6.2.d)

Tab. 3.6.2.b: IC5y Werte (in uM) der zytotoxischen Wirkungen von

Dammarenolsdurederivaten auf verschiedene humane Krebszelllinien

HepG2 | Huh7 | MCF7

HCT116

PB2
(Dammarenolsiure) 16 13 13

8

PB18

(Methyldammarenolat) | > &° >80 >80

39

PB7
((23E)-(2085)-20,25-
dihydroxy-3,4-
secodammara-4(28)-
23-dien-3-
carbonsaure)

> 80 60 30

13

PB8
((20S,23E)-20,25-
Dihydroxy-3,4- 30 >80 >80
secodammara-4(28)-
23-diencarbonsaure)

70

PB23
(Shoreaséaure (24R)
bzw. Eicheriansaure

(24S))

> 80 38 48

22

Im Folgenden sind die Ergebnisse der

jeder

Cytotoxicity of dammarenol derivatives
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Abb. 3.6.2.a: Zytotoxizitdt der Dammarenolsdurederivate auf die humane

Leberkarzinomzelllinie HepG2

einzelnen Testreihen

Zelllinie wurden 4 unterschiedliche Anséatze
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Abb.3.6.2.b: Zytotoxizitdt der Dammarenolsdurederivate auf die humane
Leberkarzinomzelllinie Huh7
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Abb.3.6.2.c: Zytotoxizitat der Dammarenolsaurederivate auf die humane Brustkrebszelllinie
MCF7




Ergebnisse 123

Cytotoxicity of dammarenol derivatives
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Abb.3.6.2.d: Zytotoxizitat der Dammarenolsaurederivate auf die humane Darmkrebszelllinie
HCT116

Aus diesen Ergebnissen ist ersichtlich (Tab. 3.6.2.b; Abb. 3.6.2.a; Tab.
3.6.2.c; Tab. 3.6.2.d; Tab. 3.6.2.e; Tab. 3.6.2.f), dass Dammarenolsaure auf
alle Zelllinien am starksten zytotoxisch wirkt. Dammarenolsaure hat eine
Carboxylfunktion an Position 2 und eine Hydroxygruppe an Position 20.
Zwischen Position 24 und 25 besteht eine Doppelbindung und die komplette
Seitenkette ist lipophil.

Bei Methyldammarenolat ist die S&urefunktion an Position 2
methyliert. Die Bioaktivitdt sinkt drastisch, nur noch bei humanen

Darmkrebszellen ist eine schwache Bioaktivitat zu verzeichnen.

Bei der Substanz (20S,23E)-20,25-Dihydroxy-3,4-secodammara-
4(28)-23-diencarbonsédure befindet sich im Vergleich zur Dammarenolsédure
an Position 25 eine Hydroxygruppe. Die Doppelbindung liegt zwischen
Position 23 und 24. Auch hier ist ein drastischer Abfall der Bioaktivitat zu
verzeichnen. Bei den Zelllinien Huh7 und MCF7 ist der ICso Wert gréBer als

80 pM

(23E)-(205)-20,25-dihydroxy-3,4-secodammara-4(28)-23-dien-3-
carbonsdure besitzt einen Methylester und eine Methoxygruppe an Position
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25. Ansonsten ist die Substanz identisch mit (20S,23E)-20,25-Dihydroxy-3,4-
secodammara-4(28)-23-diencarbonsaure. Die Bioaktivitat unterscheidet sich
von der von (20S,23E)-20,25-Dihydroxy-3,4-secodammara-4(28)-23-
diencarbonséaure jedoch eklatant.

Shoreasaure (24R) bzw. Eicheriansdure (24S) unterscheiden sich von
allen anderen Dammarenolsaurederivaten durch ihren zuséatzlichen Ring, der
durch die Seitenkette gebildet wird. Die Bioaktivitdt dieser Substanz ist
moderat, aber aufgrund dieser starken strukturellen Abweichung ist es
schwer eine Struktur-Wirkungs-Korrelation im Vergleich zu den anderen

Dammarenolsaurederivaten abzuleiten.
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3.7. Weitere insektizide Naturstoffe

Um die Wirkung der insektiziden Naturstoffe aus Mangroven in einen
bioaktiven Kontext einordnen zu kdnnen, wurden aus weiteren Pflanzen
Naturstoffe mit bekannter insektizider Bioaktivitat isoliert. Die insektizide
Wirkung der Naturstoffe aus Arten der Gattung Ryania und der Gattung
Aglaia ist hinreichend beschrieben [Jefferies et al. 1992; Jefferies et al. 1996;
Jefferies et al. 1996; Gonzélez-Coloma et al. 1999; Schneider et al. 2000;
Nugroho et al. 1999]. Diese Stoffe wurden als Positivkontrolle isoliert, um ihre
insektizide Aktivitat auf die im Institut gehaltene Kultur von Spodoptera
littoralis zu testen.

3.7.1. Didehydroaglaiastatin aus den Bluten von Aglaia

duppereana

Aus den Bliten der in SlUdostasien verbreiteten Pflanzenart Aglaia
duppereana (Meliaceae) wurde das Rocaglamidderivat Didehydroaglaiastatin
isoliert (Tab. 3.7.2.b; Abb. 3.7.2.a). Da die Konzentration dieser Alkaloide im
Rohextrakt extrem gering ist, kdbnnen diese Substanzen nur durch BAGI
isoliert werden. Nachdem der mit 90% Methanol hergestellte Rohextrakt
gegen n-Hexan ausgeschittelt wurde, wurden die in der Methanolphase
befindlichen Substanzen mittels VLC grob aufgetrennt. In diesen Fraktionen
konnte Didehydroaglaiastatin mittels DAD-HPLC detektiert werden. Drei
ahnlich erscheinende Fraktionen wurden vereint und Uber eine
Sephadexsaule weiter aufgereinigt. Der letzte Aufreinigungsschritt erfolgte
Uber die praparative HPLC. Die Isolierung von Didehydroaglaiastatin wurde
wie bereits in der Literatur beschrieben vorgenommen [Nugroho 1997]. Das
NMR-Spektrum ist in Kapitel 7.4. dargestellt.




126 Ergebnisse

Tab. 3.7.2.a: Charakteristische 'HNMR-Daten von Didehydroaglaiastatin

Kohplgr)]tsotgf?;om [Ohse et al. 1996] Didehydroaglaiastatin
NI CDCl3 500 MHz MeOH-d; 500 MHz
H(m, JHz) H(m, JHz)
3 4,6 (1H s) 4,46 (1H s)
5 6,28 (1Hd 6,31 (1Hd
J=2,0) J=1,2)
7 6,08 (1Hd 6,15(1Hd
J=2,0) J=1,5)
6-OCH3 3,83 (3H s) 3,82 (3H s)
8-OCH3 3,83 (3H s) 3,83 (3Hs)
o6 7,13 (2Hd 7,06 (2Hd
J=9,0) J=8,8)
35 6,58 (2H d 6,54 (2H d
J=9,0) J=8,8)
4’-OCH3 3,66 (3H s) 3,65 (3H s)
3"5” 7,03 (3H m) 7,03 (3H m)
26" 6,89 (2H m) 6,89 (2 Hm)
3" 3,48 (1H m) 3,62 (1TH m) 4,14 (1Hm) 4,11 (1Hm)
4 1,94-2,06 (1H m) 2,38 (1H m) 2,31 (1Hm)

Abb. 3.7.2.a: Didehydroaglaiastatin
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Insektenbioassayergebnisse

In diesen Insektenexperimenten (Abb. 3.7.2.b) konnte gezeigt werden,
dass die Gewichtsreduktion schon im Konzentrationsbereich von 5,5 ppm bei
p > 98% liegt. Somit liegt der ICsp Wert weit unter 5,5 ppm. Bei der
Uberlebensrate wurde eine LCsy Konzentration von etwa 9 ppm festgestellt.

absolutes Gewicht der Insekten (Neonates, 6 Tage) Gewichtsrate der Insekten (Neonates, 6 Tage)
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Konlrollgruppe 5,5 ppm 11 ppm 22 ppm

relatives Uberleben der Versuchsinsekten

Signifikanz mittels T-Test im Vergleich zur Kontrollgruppe:
* >95%ige Signifikanz; ** >98%ige Signifikanz, *** >99%ige Signifikanz (n=10)
Abb. 3.7.2.b: Die insektizide Wirkung von Didehydroaglaiastatin

3.7.2. Ryanodin und 9,21-Didehydroryanodin aus Zweigen von

Ryania speciosa

Aus den Zweigen der in Sud- und Mittelamerika sowie auf den
karibischen Inseln  beheimateten  Pflanzenart  Ryania  speciosa
(Flacourtiaceae) wurden zwei verschiedene Ryanodinderivate (Ryanodin und
9,21-Didehydroryanodin) isoliert (Tab. 3.7.3.a; Tab. 3.7.3.b). Die pulverisierte
Droge (insgesamt 500 g) wurde im trockenen Zustand in eine Soxhlethiilse
geflllt, mit Seesand und Watte bedeckt und mit Dichlormethan in der
Soxhletapparatur extrahiert. Es wurden drei Soxhletapparaturen mit jeweils
500 mL Volumen betrieben. Ein Destillationsdurchgang dauerte etwa 30
Minuten, insgesamt wurden die Apparaturen etwa 24 Stunden lang
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betrieben. Nach der Vereinigung und Evaporation aller Dichlormethanphasen
wurde der Rickstand in Ethylacetat riickgeldst und mittels praperativer HPLC
aufgetrennt. Die Isolierung der Ryanodinderivate wurde wie bereits in der
Literatur beschrieben durchgefihrt [Jefferies et al. 1992]. Die NMR-Spektren
sind in Kapitel 7.4. dargestellt.

Tab. 3.7.3.a: Charakteristische '"HNMR-Daten von Ryanodin und 9,21-Didehydroryanodin

[Waterhouse et al. 1984] gemessene Werte
MeOH-d; 300 MHz MeOH-d; 500 MHz
9,21-
9’2: ';%Z’i'gm' Ryanodin Dehydro- Ryanodin
y ryanodine
Proton an MH(m, J oH(m, J
Kohlenstoffatom nicht nicht oH(m, JHz) oH(m, JHz)
Nr. angegeben) | angegeben)
3 5,63 (1H,s) | 5,64 (1H,s) | 5,65 (1H,s) | 5,63 (1H, s)
10 5,48 (1H,s) | 3,80 (1H,d) | 5,48 (1H,s) | 3,77 (1H, d)
17 1,40 (3H,s) | 1,40 (3H,s) | 1,38 (3H,s) 1,38 (3H, s)
0,75 (3H,d; | 0,75 (3H, d;
18 0,75 (3H,d) | 0,76 (3H, d) J=6,3 Hz) J=6,3 Hz)
1,10 (3H, d; 1,11 (3H, d;
19 1,10 (3H,d) | 1,12 (3H, d) J=6,95 Hz) J=6,95 Hz)
20 0,90 (3H,s) | 0,90 (3H,s) | 0,91 (3H,s) | 0,90 (3H, s)
21 1,01 (3H, d;
(Methylgruppe) i 1,01 (3H. d) i J=6,3 Hz)
21 4,74 (1H, d); _ ARt _
(Methylengruppe) | 5,04 (1H, d) J=1,8 Hz)
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Tab. 3.7.3.b: Ryanodin und 9,21-Didehydroryanodin

Ryanodin

9,21-Didehydroryanodin

Insektenbioassayergebnisse

Im Rahmen der Insektiziditatstests von Ryanodin und 9,21-
Didehydroryanodin konnte festgestellt werden, dass 9,21-Didehydroryanodin
eine stérkere insektizide Wirkung entfaltet als Ryanodin (Abb. 3.7.3). Bei der
Gewichtsreduktion  stellt  sich  bei  9,21-Didehydroryanodin  im
Konzentrationsbereich von 0,22 ppm schon ein Effekt ein, wobei bei
Ryanodin der erste gewichtsreduzierende Effekt erst bei der zehnfachen
Dosis zu erkennen ist. Der 1Cso Wert von 9,21-Didehydroryanodin liegt
demnach bei etwa 0,5 ppm, der ICso Wert von Ryanodin bei ungefahr 2,5
ppm. Auch der letale Effekt stellt sich bei 9,21-Didehydroryanodin bei einer
geringeren Konzentration ein als im Fall von Ryanodin. Der LCso Wert von
9,21-Didehydroryanodin liegt bei etwa 2,2 ppm, bei Ryanodin liegt der LCsg
Wert oberhalb von 22 ppm, da bei dieser Konzentration mehr als 50% der
Insekten Uberlebten. Im Fall von 9,21-Didehydroryanodin weicht der Wert bei
der Konzentration von 2,2 ppm stark von den anderen Werten ab, die jedoch
eine Datenreihe ergeben, aus der eine Dosis-Wirkungs-Abhangigkeit




130 Ergebnisse

abzuleiten ist. Dieser Fehler beruht wahrscheinlich auf der Tatsache, dass in
diesem Versuchsansatz die Substanz nicht komplett homogen im Futterstiick
verteilt wurde. Nichtsdestotrotz kann aufgrund der diese Konzentration
umrahmenden Versuchsergebnissen eine Interpretation hinsichtlich einer
Dosis-Wirkungs-Abhéangigkeit erstellt werden.

Ryanodin 9,21-Didehydroryanodin
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Signifikanz mittels T-Test im Vergleich zur Kontrollgruppe:
* >95%ige Signifikanz; ** >98%ige Signifikanz, *** >99%ige Signifikanz (n=10)
Abb. 3.7.3: Die Bioassayergebnisse von Ryanodin und 9,21-Didehydroryanodin anhand der
Insektenkultur von Spodoptera littoralis im Vergleich
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3.8. Weitere Naturstoffe aus Mangroven

3.8.1. Heritiera littoralis

3.8.1.1. Tilirosid aus den Blattern von Heritiera littoralis

Aus den Blattern der Mangrovenart Heritiera littoralis (Sterculiaceae)
wurde das seltene Flavonoidglykosid Tilirosid isoliert (Abb. 3.8.1.1.a; Abb.
3.8.1.1.b). Das Vorkommen dieser Substanz in den Blattern dieser
Mangrovenart wurde bereits beschrieben [Tian et al. 2004]. Tilirosid (6”-O-
trans-p-Coumaroyl-Astragalin) ist bekannt aus vielen Lindenarten, dem
Wolfsmichgewachs Croton setigerus (friiher Eremocarpus setigerus) oder
aus der Erdbeere Fragaria ananassa [DNP].

Aus den Blattern dieser Mangrovenart wurde ein Rohextrakt
hergestellt, der von Prof. Dr. Wenhan Lin von der Universitat Peking zur
Verfagung gestellt wurde. Dieser Rohextrakt wurde in 90%igem Methanol
wieder gelbést und gefiltert. Von der Methanolphase wurden die lipophilen
Bestandteile durch Ausschittelung gegen n-Hexan abgetrennt. Die restliche
Methanolphase wurde eingedampft und in einer Mischung von Ethylacetat
und Wasser unter Einwirkung von Ultraschall wieder gelést. Mehrmals wurde
die Ethylacetatphase gegen Wasser und die Wasserphase gegen Ethylacetat
ausgeschdittelt. Die vereinigten Ethylacetatphasen wurden eingedampft und
mittels einer Silicasaule aufgetrennt. Als Ldésungsmittelsystem wurde eine
Mischung aus Ethylacetat und Methanol im Verhaltnis 98:2 gewahlt. Die
einzelnen Fraktionen wurden dinnschichtchromatografisch (mit demselben
Lésungsmittelsystem) untersucht, die tilirosidhaltigen Fraktionen vereint und
mittels einer Sephadexsaule weiter aufgetrennt. Als FlieBmittel der
Sephadexsaule wurde 100%iges Methanol verwendet. Die einzelnen
Fraktionen wurden ein weiteres Mal mittels DC untersucht und die
tilirosidhaltigen Fraktionen vereint. Durch praparative HPLC wurde die
Substanz ein letztes Mal aufgereinigt (Abb. 3.8.1.1.b). Das NMR Spektrum ist
im Kapitel 7.4. dargestellt.
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Ethanolischer Rohextrakt
25,05¢

f|USSIg/f|USSIg Extraktion

Wasserphase \ EtOAc-Phase n-hexan-Phase
93¢ 8,739 6,42 g

Silicasaule mit 98 2 EtOAc:MeOH

T|I|rOS|dhaIt|ge Fraktionen
vereint
679,7 mg

Sephadexsaule mit 100 % MeOH

T|I|r03|dhalt|ge Fraktionen
vereint

218,4 mg

Praparatlve HPLC

19,4 mg

o
o

Abb. 3.8.1.1.a: Isolierungsschema von Tilirosid aus den Blattern von Heritiera littoralis
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Tab. 3.8.1.1.a: '"HNMR-Daten von Tilirosid

Proton an [Jung et al. 1998] Tilirosid
Kohlenstoff Nr. DMSO-d; 400 MHz DMSO-d; 500 MHz
S (m, JHz) SH (m, JHz)
6 6,10 (1H d J=2,0 Hz) 6,13 (1Hd J=1,9 Hz)
8 6,34 (1H d J=2,0 Hz) 6,37 (1Hd J=1,9 Hz)
2,6 7,93 (2H d J=8,9 Hz) 7,97 (2H d J=8,8 Hz)
3,5 6,81 (2H d J=8,9 Hz) 6,84 (2H d J=8,5 Hz)
17 5,4 (1Hd J=7,3 Hz) 5,43 (1Hd J=7,1 Hz)
6"a 3,98 (1H dd J=12: 6,3 Hz) | +01 (1Had JH=;)1 8, 6,65(6,3)
6”b 4,22 (1H brd J=12 Hz) 4,26 (1Hd J=10,4 Hz)
2,6 7,31 (2H d J= 8,6 Hz) 7,31 (2H d J=8,5 Hz)
3”,5” 6,74 (2H d J=8,6 Hz) 6,77 (2H d J=8,5 Hz)
7" 7,28 (1H d J=15,8 Hz) 7,31 (1Hd J=10,7 Hz)
8" 6,06 (1H d J=15,8 Hz) 6,09 (1H d J=10,7 Hz)
5-OH 12,56 (1H s) 12,56 (1H s)

Abb. 3.8.1.1.b: Tilirosid

In den folgenden Abbildungen ist das Chromatogramm der
Ethylacetatphase der Blatter von Heritiera littoralis und das UV-Spektrum von
Tilirosid dargestellt (Tab. 3.8.1.1.b). Bei diesem Spektrum ist zu erkennen,
dass das klassische  Spektrum eines  Flavonoidderivates im
Wellenlangenbereich um etwa 310 nm von einem UV-Spektrum einer p-
Coumarsédure Uberdeckt wird. Diese UV-Absorptionsaddition ist typisch far
diese Substanz. Der Name Tilirosid leitet sich von den Lindengewéachsen
(Tilioidea) ab, aus deren Bluten Tilirosid erstmals isoliert wurde. Deshalb
wurde aus 1 g Lindenbllten ein methanolischer Extrakt hergestellt. In dem
(Tab. 3.8.1.1.b)

LindenblUtenextraktes ist der Tilirosidpeak markiert (Pfeil). Durch diesen

abgebildeten Chromatogramm des methanolischen

Vergleich konnte aus DAD-HPLC Basis festgestellt werden, dass das
in dem EtOAc Extrakt der

Mangrovenart Heritiera littoralis wesentlich dominanter gegentber anderen

Vorkommen von Tilirosid Blattern der




134 Ergebnisse

Substanzen ist als in Lindenbliten. Fir groBtechnische Isolierung wirden
sich deshalb die Blatter der Mangrovenart Heritiera littoralis eher eignen als
Lindenbliten, da weniger stérende Substanzen abgereinigt werden muissen.
Tilirosid wird als stark antioxidativer (DPPH Test 1Cso Wert bei 6 uM) und
antientztndlicher (EDsy Wert bei 35,6 mg/kg (Ratten)) Naturstoff beschrieben
[Sala et al. 2002].

Tab. 3.8.1.1.c: Das Chromatogramm der EtOAc Phase der Blatter von Heritiera littoralis, das
UV-Spektrum von Tilirosid und Tilirosid im methanolischen Extrakt von Lindenbliiten
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Im negativen Modus des LC-MS Spektrums (Abb. 3.8.1.1.c) von
Tilirosid kann eine eindeutige Fragmentierung erkannt werden. Zuerst wird
der an den Zuckerteil veresterte p-Coumarsdureanteil abgespalten,
anschlieBend der Gilukoseanteil, sodass als letztes Fragment das

Flavonoidaglykon Kampferol zu erkennen ist.
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3.8.1.2. Heritol, Heritonin und Vallapin aus den Zweigen von Heritiera

littoralis

Aus den Zweigen der Mangrovenart Heritiera littoralis (Sterculiaceae)
wurden 3 seltene Sesquiterpenlaktonderivate vom Cadinantyp isoliert (Abb.
3.8.1.2.a). Hierbei handelt es sich um Vallapin, Heritonin und Heritol (Tab.
3.8.1.2.d). Der Rohextrakt wurde von Prof. Dr. Wenhan Lin von der
Universitat Peking zur Verfigung gestellt. Der Rohextrakt wurde in 90%igem
Methanol gelést und gefiltert. Die lipophilen Bestandteile wurden durch
Ausschutteln gegen n-Hexan von der 90%igen Methanolphase abgetrennt.
Aus der n-Hexan-Phase konnte nach einer weiteren Auftrennung durch eine
Silicasaule (Lésungsmittelsystem Ethylacetat und n-Hexan im Verhéltnis 1 zu
1) mittels préaparativer HPLC das Sequiterpenlakton Vallapin isoliert. Die
restliche 90%ige Methanolphase wurde eingedampft und in einem Gemisch

aus Wasser und Ethylacetat unter Ultraschalleinfluss wieder geldst. Die
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Ethylacetatphase wurde mehrmals gegen Wasser und die Wasserphase
mehrmals  gegen Ethylacetat  ausgeschiittelt. Die  vereinigten
Ethylacetatphasen wurden eingedampft und mittels einer Silicasdule mit dem
Lésungsmittelgemisch von Ethylacetat und n-Hexan im Verhéltnis 8:2
aufgetrennt. Da die beiden Sesquiterpenlaktone Heritol und Heritonin nicht
weiter durch Silicagel von einander getrennt werden konnten, wurde das
Gemisch aus diesen beiden Substanzen mittels einer Sephadexséaule
getrennt. Die NMR Spektren sind im Kapitel 7.4. dargestellt.

Die Namen Heritol und Heritonin leiten sich von der Stammpflanze
Heritiera littoralis ab, aus der diese Substanzen bereits isoliert wurden und
deren Strukturen mittels Rdéntgenkristallographie absolut bestimmt wurden
[Miles et al. 1989].
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Abb. 3.8.1.2.a: Isolierungsschema von Vallapin, Heritol und Heritonin aus Zweigen von
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Fur die Strukturaufklarung waren '"HNMR Daten in der Literatur nur
rudimentér beschrieben, weil die Strukturaufklarung in diesen Literaturstellen
primar anhand von Ro&ntgenstrukturkristallografie durchgefihrt wurde:
Vallapin (Tab. 3.8.1.2.a) [Miles et al. 1991], Heritonin (Tab. 3.8.1.2.b) [Miles
et al. 1989] und Heritol (Tab. 3.8.1.2.c) [Miles et al. 1987].
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Tab. 3.8.1.2.a: '"HNMR-Daten von Vallapin

[Miles et al. 1991] Vallapin
CDCI; 200 MHz CDCI3; 500 MHz
Proton an Kohlenstoff Nr. MH(m, JHz) oH(m, JHz)
1 7,48 (1H's) 7,44 (1H s)
4 6,74 (1H s) 6,85 (1H s)
8 5,22 (1H s) 4,90 (1H m)
9 4,42 (1H s) 3,91 (1H m)
10 3,06 (1H m) 3,13 (1Hm)
13 2,20 (3H s) 2,17 (3H s)
14 2,31 (BH s) 2,24 (3H s)
15 3,95 (3H s) 3,88 (3H s)
16 1,45 (3H d(J=10 Hz)) 1,45 (3H d(J=7Hz))

Tab. 3.8.1.2.b: '"HNMR-Daten von Heritonin

[Miles et al. 1989] Heritonin
CDCl;200 MHz MeOH-d; 500 MHz

Proton an Kohlenstoff Nr. MH(m, JHz) MH(m, JHZz)

1 6,84 (1H s) 6,96 (1H s)

4 7,41 (1H s) 7,41 (1H s)

8 4,89 (1Hdd(J=3 Hz)) | 4,82 (1H dd(J=10;1,5 Hz))

9 2,63 (1H m) 2,80 (1Hm)

10 3,10 (1H m) 3,16 (1Hm)

13 2,13 (3H s) 2,13 (3H s)

14 2,25 (3H s) 2,45 (3H s)

15 3,90 (3H s) (O-Me) 3,81 (3H s) (O-Me)

16 1,46 (3H d(J=7 Hz)) 1,38 (3H d(J=7,5 Hz))

Tab. 3.8.1.2.c: '"HNMR-Daten von Heritol

[Miles et al. 1989] Heritol
CDCl; 200 MHz DMSO-d; 500 MHz

Proton an Kohlenstoff Nr. oH(m, JHz) oH(m, JHz)

1 6,85 (1H s) 6,89 (1H s)

4 7,42 (1H s) 7,42 (1H s)

8 4,90 (1H dd (J nicht 5,03 (1H dd (J=12,5; 3,5

angegeben)) Hz)

9 2,62 (1Hm) DMSO-Peak

10 3,10 (1H m) 3,05 (1H m)

13 2,18 (3H s) 1,99 (3H s)

14 2,30 (3H s) 2,15 (3H s)

16 1,42 (3H d (J nicht 1,30 (3H d (J=7,5 Hz)

angegeben))
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Tab. 3.8.1.2.d: Strukturen von Vallapin, Heritonin und Heritol

Vallapin

—_
[«2)

Heritonin

—_
»

Heritol

Insektenbioassayergebnisse

Heritol, Heritonin und Vallapin weisen eine ausgepragte
Ichthyotoxizitdt auf [Miles et al. 1987] und von Rotenon ist neben der
ausgepragten insektiziden Aktivitat auch eine starke ichthyotoxische Wirkung
berichtet [Teixeira et al. 1984]. Dies wurde als Anhaltspunkt genommen, um
Heritol, Heritonin und Vallapin auf ihre insektizide Aktivitat zu untersuchen.

Bei einer gewahlten Konzentration von 215 ppm lassen sich die
Wirkungsunterschiede der drei Derivate am deutlichsten aufzeigen. Die zu p
> 99% statistisch signifikante gewichtsreduzierende Wirkung von Heritol und
Heritonin liegt jeweils bei etwa 50%. Die leichte gewichtsreduzierende
Wirkung von Vallapin ist hingegen weniger als 95% statistisch signifikant
(Abb. 3.8.1.2.). Dieser Unterschied kann eventuell auf die zusatzliche

Hydroxygruppe des Vallapins an der Position 9 zurtickzufihren sein.
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absolutes Gewicht der Insekten bei 215 ppm Gewichtsrate der Insekten bei 215 ppm
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Signifikanz mittels T-Test im Vergleich zur Kontrollgruppe:
* >95%ige Signifikanz; ** >98%ige Signifikanz, *** >99%ige Signifikanz (n=10)
Abb. 3.8.1.2: Die Bioassayergebnisse von Heritol, Heritonin und Vallapin anhand der
Insektenkultur von Spodoptera littoralis im Vergleich
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4. Diskussion der Ergebnisse

4.1. Insektenbioassays

4.1.1. Ellagsaure

Ellagsaure ist im Pflanzenreich ein weit verbreiteter sekundarer
Naturstoff und stellt ein Depsid aus zwei Gallussauremolekllen dar.
Gallusséaure wird Uber Erythrose-4-Phosphat und
Phosphoenolbrenztraubensaure tber den Zwischenmetaboliten Shikimisaure
synthetisiert (Abb. 4.1.1.a). FUr die verschiedenen methylierten
Ellagsaurederivate flieBen vermutlich methylierte Gallussdurederivate in die
Biosynthese ein. Die nachtragliche Methylierung der Ellagsaure ist
enzymatisch ebenfalls mdglich, jedoch aufgrund der stark deprotonierten
Hydroxygruppen eher unwahrscheinlich.

OH OPO3H,

H,04PO. X0 o)

OH
OH
Erythrose-4-Phosphat Phosphoenolbranztraubensiure

Q Ho.__O
HO//,iOH [
0~ Y "OH 0”7 " YoH
OH SH
5-Dehydrochinasaure Shikimisaure
HO.__O
HO” f “OH
OH
Gallussaure

o}
o C] OH
Ho O OH
HO °©
0

Ellagséure
Abb. 4.1.1.a: Biosynthese von Ellagsaure in Pflanzen [Dewick und Haslam 1969]
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Durch Totalsynthese von Ellagsaure kénnen auch methylierte Derivate
synthetisiert werden [Alam und Tsuboi 2007]. Hierbei ist die C-C Bindung
zwischen den Aromaten die groBte Herausforderung. Diese C-C
VerknUpfung kann mittels am Aromaten eingebrachter Halogene erzielt
werden. Die Laktonringe formieren sich daraufhin spontan.

Im Fall von Ellagsaure konnte in einem Konzentrationsbereich von
100 ppm schon eine stark fraBhemmende Aktivitat registriert werden. Sobald
die Insekten der Schadinsektenart Spodoptera littoralis keine Wahl zwischen
einem Futterstick mit und ohne Substanz haben, liegt der ICqo Wert der

Gewichtsreduktion fur Ellagsaure bei 200 ppm.

Die durch HPLC-Quantifizierung ermittelte Konzentration von
Ellagsaure in der Rinde von Sonneratia alba betragt fast 1000 ppm. Somit ist
festzuhalten, dass die Konzentration von Ellagsaure in der Rinde dieser
Mangrovenart weitaus hoher ist, als die in Laborversuchen ermittelte
bendtigte Konzentration, um einen gewichtsreduzierenden bzw. einen
repellenten Effekt zu bewirken.

Im Fall der in Laborversuchen ermittelten Gewichtsreduktionen bei
einer Konzentration von etwa 200 ppm ist zuséatzlich erkennbar, dass 3-
Methyl-O-Ellagsdure den schwéchsten Effekt hat (nicht statistisch
signifikant), 3,3’-Di-O-Methyl-Ellagsaure einen mittelstarken Effekt (ICso bei
200 ppm) und 3,3’,4-Tri-O-Methyl-Ellagsaure einen starken Effekt aufweist
(ICgo bei 200 ppm), der nahezu identisch mit dem von unmethylierter
Ellagsaure (ICgo bei 200 ppm) ist.

3-Methyl-O-Ellagsaure hat die geringste Konzentration in der Rinde
von Sonneratia alba (ca. 120 ppm), aber 3,3’-Di-O-Methyl-Ellagséure (ca.
1200 ppm) und ist somit hdher konzentriert als Ellagsaure (ca. 1000 ppm).
Die Konzentration an 3,3’,4-Tri-O-Methyl-Ellagsaure (1800 ppm) in der Rinde
von Sonneratia alba Ubersteigt die Konzentration von Ellagsdure um den
Faktor 1,8.

Die beiden aktivsten Komponenten (Ellagsaure und 3,3,4-Tri-O-
Methyl-Ellagséure) sind in der Rinde von Sonneratia alba in einer

Gesamtkonzentration von 2800 ppm (ca. 0,28 %) enthalten.
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Die Ursache fir die unterschiedlich starken Wirkungen der
Ellagsaurederivate auf Insekten kann derzeit noch nicht abschlieBend geklart

werden.

Somit konnte gezeigt werden, dass Ellagsdure, sowie die Derivate
3,3’-Di-O-Methyl-Ellagsaure und 3,3’,4-Tri-O-Methyl-Ellagsaure in der Rinde
von Sonneratia alba um ein vielfaches (Ellagsaure: um das 5-fache; 3,3’-Di-
O-Methyl-Ellagsaure: um das 6-fach; 3,3’,4-Tri-O-Methyl-Ellagsaure: um das
9-fache) héher konzentriert sind, als die bendtigten Konzentrationen, um in
Laborversuchen einen gewichtsreduzierenden Effekt von mindestens 50% zu

bewirken.

Weiter zeigte sich durch die Untersuchung des Kernholzes, dass alle
vier Ellagsaurederivate hauptsachlich in der Rinde wiederzufinden sind. Die
Rinde ist bei auf Holz spezialisierten Insektenarten das erste Kompartiment,
welches FraBinsekten oral aufnehmen. Durch die Einlagerung der
Substanzen in diesen Teil der Zweige kénnen Insekten vermutlich schon bei
den ersten FraBreaktionen zuriickgedrangt werden.

Die Frage, ob diese Substanzen spezifisch oder unspezifisch wirken,
kann nicht endgultig geklart werden. Es ist jedoch bekannt, dass Ellagsdure
eine adstringierende Wirkung besitzt und es ist durchaus vorstellbar, dass
durch die Adstrinktion der Proteine im Mund-, Rachen- und Darmbereich der
Insekten die Nahrungsaufnahme bzw. Nahrstoffaufnahme reduziert wird,
wodurch sich wiederum das Gewicht reduziert. Durch die Wahlversuche
konnte gezeigt werden, dass Insekten in der Lage sind, ellagsdurereiche
Nahrung zu bemerken, was darauf hindeutet, dass die sensorische
Erkennung dieser Substanz schon im Mund- und Rachenraum der Insekten
stattfindet.
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4.1.2. B-Sitosterol

Ausgehend von den aus Mevalonat biosynthetisierten
Isopreneinheiten werden Uber die linearen Zwischenmetaboliten Squalen und
2,3-Epoxysqualen in Pflanzen p-Sitosterol und andere Steroide wie
Campesterol oder Stigmasterol biosynthetisiert (Abb. 4.1.2.a). Das Verhaltnis
zwischen B-Sitosterol und Campesterol hat Einfluss auf die Samenreife von
Arabidopsis Arten [Schaeffer et al. 2001]

HQp O
oK Aoy —

Mevalonsaure

Cycloartenol

¢

2,

HO"

24-Methylen- Iophenol

B3-Sitosterol Campesterol

HO

Stigmasterol

Abb. 4.1.2.a: Biosynthese von B-Sitosterol in Pflanzen [vereinfacht nach Schaeffer et al.
2001]
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Die bioaktive Wirkung von B-Sitosterol auf Spodoptera littoralis ist bei
einer Konzentration von 300 ppm nicht letal insektizid. Es konnte dennoch
durch die Versuchsreihen gezeigt werden, dass Insekten, die ausschlieBlich
mit 300 ppm B-Sitosterol-haltigem Futter gefuttert werden, eine signifikant
reduzierte Gewichtszunahme zeigen sowie eine statistisch signifikant
verlangerte Entwicklungszeit besitzen. Die Gewichte der Puppen und der
adulten Falter sind ebenfalls reduziert. Ein weiterer Effekt, der sich erst weit
nach Beendigung der Futteraufnahme einstellt, ist die um etwa 50%
reduzierte Eiablage der behandelten Insekten. Der wohl wichtigste Effekt
betrifft erst die nachste Generation, denn im Fall der wahrend des
Larvenstadiums mit 300 ppm B-Sitosterol gefltterten Insekten zeigte sich,
dass fast alle abgelegten Eier steril sind, denn im Vergleich zur
Kontrollgruppe sind nur etwa 0,3% neue Insekten in der nachsten Generation
geschllpft.

Zur Kontrolle sollte von der Mangrovenart Lumnitzera littorea
(Combretaceae) im Marz 2008 erneut Blattmaterial gesammelt werden, um
den natlrlichen Gehalt an B-Sitosterol zu bestimmen. Aufgrund von
umweltbedingten Veradnderung im Mangrovengarten von Haikou auf der
stdchinesischen Insel Hainan konnten zu diesem Zeitpunkt nur Blatter der
Schwesterart Lumnitzera racemosa (Combretaceae) gesammelt werden.
Durch semiquantitative Dinnschichtchromatographie und eines kommerziell
erworbenen B-Sitosterol Standards konnte durch DC Vergleich und
Rickberechnung eine Konzentration von etwa 430 ppm im frischen
Blattmaterial ermittelt werden. An der quantitativen DC ist ebenfalls zu
erkennen, dass die Substanzzusammensetzung in der Kutikula gleich der im
inneren Blattgewebe ist.

Durch die Quantifizierung von B-Sitosterol im frischen Blattmaterial
(etwa 430 ppm) konnte gezeigt werden, dass die fur die
entwicklungsmodifizierende Bioaktivitdt auf Spodoptera littoralis bendtigte

Konzentration in dieser Mangrovenart um 45% Uberschritten wird.

Die Frage hinsichtlich der Wirkweise von B-Sitosterol kann derzeit
nicht abschlieBend geklart werden. Ein mdéglicher Angriffspunkt kdénnte die

Hormonbiosynthese  von  Insekten  sein. Nachstehend ist die




146 Diskussion der Ergebnisse

Insektensteroidhormonbiosynthese in vereinfachter Weise dargestellt (Abb.
4.1.2.b). Aber auch andere Mechanismen, wie der Einfluss auf die

Membranfluiditat kbnnten eine Rolle fur die Wirkung spielen.

HO
B-Sitosterol
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HO
Cholesterol
HO )
Stigmasterol
Z,
' 4
OH
HO o
HO OH
Campesterol HO
H
@)
Ecdyson

20-Hydroxyecdyson
Abb. 4.1.2.b: Hormonbiosynthese in Insekten [vereinfacht nach Ikekawa 1983]

Uber einen Einfluss auf die Hormonbiosynthese kdnnte die dauerhaft
erhéhte Aufnahme an p-Sitosterol deshalb zu einem erhdéhten 20-
Hydroxyecdysonspiegel fuhren. Flir diese Annahme spricht auch, dass die
Applikation von Cholesterol denselben starken gewichtsreduzierenden Effekt
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auf Spodoptera littoralis hat wie B-Sitosterol. Diese Vermutungen kénnen
jedoch nur sehr schwer Uberprift werden, da die Konzentration an 20-
Hydroxyecdyson im Insektenkdrper sehr gering ist. Quantitative
Bestimmungen sind daher auBerordentlich schwierig.

Unter den Phytosterolen nimmt B-Sitosterol im Pflanzenreich eine
dominierende Stellung hinsichtlich des Vorkommens ein. Aufgrund der
vorangegangenen Biotests kann spekuliert werden, dass die Verbreitung
dieser Substanz im Pflanzenreich nicht zuféllig sein muss, sondern ihre
evolutionarbedingte Ursache unter anderem in der
entwicklungsmodifizierenden Bioaktivitat auf FraBinsekten zu finden ist.

Wie im Falle der schon eingangs beschriebenen Ellagsaurederivate
hemmt dieser sekundare Pflanzenstoff in geringen Konzentrationen die
Entwicklung von Insekten, ohne einen letalen Effekt zu bewirken. Diese Art
des Schutzes vor InsektenfraB hat durchaus seine 06kologische
Rechtfertigung, denn die als Larve oder Raupen gedeihenden Insekten
sollen nicht restlos vernichtet werden, da sie als adulte Tiere unter
Umstanden wichtig far die Bestaubung der Pflanzen sind.

In zwei anderen Fallen konnte fir B-Sitosterol bereits eine Bioaktivitat
nachgewiesen werden, die sich auf die Reproduktivitdt auswirkt. Eine
langfristige Behandlung mit p-Sitosterol in geringer Dosis oder eine
kurzfristige Behandlung mit B-Sitosterol in einer hohen Dosis reduziert bei
Albinoratten die Spermakonzentration und die Hodengewichte. Nach
Absetzung der Behandlung konnten die Hodengewichte jedoch innerhalb von
30 Tagen wieder regeneriert werden [Malini und Vanithakumari 1991]. In
einem anderen Fall konnte gezeigt werden, dass auBerst geringe
Konzentrationen an B-Sitosterol (1, 10 und 100 ng/L) ausreichen, um eine
Degeneration der Eiklardriise der zwittrigen Schnecke Lymnaea stagnalis
auszulésen [Czech et al. 2001].
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Neben dem Eingriff in die Hormonbiosynthese kdnnte B-Sitosterol
noch Uber einen anderen Wirkmechanismus eine fertilititsreduzierende

Wirkung auf Insekten besitzen.

Einige Indizen sprechen fir denselben Wirkmechanismus, Uber den
auch Gossypol wirkt. In folgender Tabelle sind die vergleichenden

Bioaktivitdten mit Literaturangaben aufgelistet (Tab. 4.1.2.).

Tab. 4.1.2.: Bioaktivitdtsvergleich von Gossypol und B-Sitosterol
Gossypol B-Sitosterol

Bioaktivitat gegen ,
Zhang et al. 2007 Bennani et al. 2006
Prostatakrebszellen

Malini und Vanithakumari

Méannliche Sterilitat Matlin et al. 1985
1991
Sterilitat bei Insekten,
wenn die Larven mit der Coutinho 2002 Die vorliegende Arbeit
Substanz gefittert werden
Ausldser fur Apoptose Kline et al. 2008 Park et al. 2007
Entziindungs-hemmend Fitzpatrick et al. 1990 Villasenor et al. 2002
Mitochondriale Wirkung
und damit Auslésung von
Oliver et al. 2005 Choi et al. 2003

Apoptose und

antientztndlicher Wirkung

Des Weiteren ist bekannt, dass eine mitochondriale Stérung eine
mannliche Sterilitdt bewirkt [Folgera et al. 1993]. Aus den in der obigen
Tabelle dargestellten Parallelen zu Gossypol und aus der mitochondrialen
Cytochrom c¢ Freisetzung durch B-Sitosterol, die auf eine mitochondriale
Toxizitat hindeutet, kann angenommen werden, dass B-Sitosterol evtl. auch
Uber diesen Mechanismus die Sterilitdt bei Insekten induziert. Diese
unspezifische, wahrscheinlich Gber Membraninteraktionen in den
Mitochondrien ausgelbéste Toxizitat kénnte auch erklaren, weshalb wie in
dieser Arbeit gezeigt, auch andere Sterole wie Cholesterol, 5a-Cholestan-343-

ol oder 50-Cholestan dieselbe Bioaktivitat bei Insekten auslosen kbnnen wie

B-Sitosterol.
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Durch das Steroidogenetic Acute Regulatory Protein (StAR) wird der
Cholesteroltransport in den Mitochondrien gewéhrleitet und kann die
Membrandynamik der Mitochondrien durch Steroleinlagerungen nachhaltig
verandern [Petrescu et al. 2001; Hac-Wydro et al. 2007]. Dieses Protein kann
jedoch nicht zwischen Cholesterol und B-Sitosterol unterscheiden [Kallen et
al. 1998], wodurch bei erhdhter Bioverfligbarkeit von [-Sitosterol die
Sterolzusammensetzung der Mitochondrienmembranen nachhaltig verandert
oder gestért werden kann. Auch die Expression von StAR kann nachhaltig
durch B-Sitosterol reduziert werden [Sharpe et al. 2007], was ebenfalls
wiederum Einfluf3 auf die Sterolzusammensetzung der

Mitochondrienmembran hat.

Durch eine Stérung der Mitochondrien und somit eine Stérung der
zellularen  Energieversorgung kénnte auch das Ph&nomen der
Gewichtsreduktion durch die Aufnahme von B-Sitosterol bei Insekten erklart
werden. Aufgrund der verminderten ATP Biosynthese kénnte die Proliferation

der Gewebszellen retardiert sein.
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4.1.3. E- und Z-Coumaroyl-Lupeol und E- und Z-Coumaroyl-

Taraxerol

Im Fall von E- und Z-Coumaroyl-Lupeol ist ein deutlicher Unterschied
bei der insektenspezifischen Bioaktivitdt auf Spodoptera littoralis zu
erkennen. Z-Coumaroyl-Lupeol reduziert das Gewicht der Schadinsekten in
einer Konzentration von 108 ppm, jedoch nicht statistisch signifikant. E-
Coumaroyl-Lupeol hingegen reduziert das Gewicht der Insekten bei einer
Konzentration von 108 ppm um 50%. Dieser ICso Wert ist zu p > 99%
signifikant.

Um die native Konzentration und die gewebsspezifische Verteilung
dieser coumaroylierten Triterpene zu untersuchen, sollten im Marz 2008 im
Mangrovengarten von Haikou auf der siidchinesischen Insel Hainan weitere
Blattproben der Mangrovenart Rhizophora apiculata (Rhizophoraceae)
gesammelt werden. Aufgrund umweltbedingter Veranderungen konnte leider
im Bereich des Mangrovengartens keine weitere Art dieser Mangrove
gefunden werden, und so wurde auf Blatter der Schwesterart Rhizophora
stylosa (Rhizophoraceae) zurlickgegriffen.

Bei der Aufarbeitung des Blattmaterials wurde die Kutikula mittels
Chloroform abgeldst und anschlieBend die Substanzen aus dem restlichen
Blatt isoliert. Mittels DC konnte gezeigt werden, dass die Triterpene in der
Kutikula akkumulieren. Nachdem die Kutikulafraktion weiter aufgetrennt
wurde und die triterpenoiden Strukturen mittels NMR Spektroskopie bestimmt
wurden, zeigte sich, dass in Rhizophora stylosa E- und Z-Coumaroyl-
Taraxerol gebildet werden, wohingegen in Rhizophora apiculata E- und Z-
Coumaroyl-Lupeol vorliegen. Im Vergleich dazu konnte in Rhizophora stylosa
kein einziges Lupeolderivat nachgewiesen werden, jedoch neben E- und Z-
Coumaroyl-Taraxerol das unveresterte Triterpen Taraxerol. Durch eine
quantitative Bestimmung konnte gezeigt werden, dass die unveresterte Form
von Taraxerol und die beiden Ester zusammen im Verhaltnis 1:1 zueinander
in der Kutikula von Rhizophora stylosa vorliegen. Die Kutikula macht einen
Gewichtsanteil von etwa 7% des gesamten Blattes aus. Erwahnenswert bei
diesen Ergebnissen ist, dass alle Taraxerolderivate zusammen etwa 25%
des Gesamtgewichtes dieser Wachsschicht ausmachen. Aufgrund dieser
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Untersuchungsergebnisse ist es durchaus vorstellbar, dass auch die
Lupeolderivate der Schwesterart Rhizophora apiculata in der Kutikula
akkumuliert werden. Die Frage, warum sich in der einen Art
Taraxerolderivate befinden und in der anderen Art Lupeolderivate, l&sst sich
unter Umstanden tber den Weg der Biosynthese dieser beiden Substanzen
erklaren. Es konnte gezeigt werden [Basyuni et al. 2007], dass in Rhizophora
stylosa mehrere Triterpensynthasen expremiert werden, die sowohl Lupeol,
als auch Taraxerol synthetisieren kdnnen. Die einseitige Spezifizierung des
Enzyms auf entweder den einen oder den anderen Metaboliten konnte in
dieser Verdffentlichung jedoch nicht belegt werden. Ergebnisse einer
weiteren Verdffentlichung [Kushiro et al. 2000] zeigten, dass nur eine
minimale  Mutation in einer Triterpensynthase in Form eines
Aminosaureaustausches ausreichen wirde, um verschiedene Triterpene zu
synthetisieren (Abb. 4.1.3.). Somit ist durchaus vorstellbar, dass sich das
Auftreten der beiden unterschiedlichen Triterpengrundgeriiste durch einen
genetisch geringfligigen Unterschied dieser beiden Schwesterarten erklaren
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Abb. 4.1.3.a: Durch eine Punktmutation hervorgerufene Anderung in der
Triterpenbiosynthese [vereinfacht nach Kushiro et al. 2000]
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Nur ein bekanntes Enzym wirde in Frage kommen, welches Lupeol
und Taraxerol zugleich synthetisieren kénnte. Es handelt sich hierbei um
eine mit PEN2 abgeklrzte Baruolsynthase, die der Lupeolsynthase sehr
ahnlich zu sein scheint [Lodeiro et al. 2007]. Somit kann die Mutation
moglicherweise auf ein Enzym eingeschrankt werden, die daflr
verantwortlich ist, dass in der einen Art Lupeolderivate und in der anderen Art
Taraxerolderivat synthetisiert werden. Durch eine kleine Mutation dieses
Enzyms kdnnte sich die Biosynthese auf entweder das eine oder das andere
Produkt beschranken. Wenn es sich hierbei um eine zuféllige Punktmutation
handelt, kénnte die Tatsache erklaren werden, warum aus einem Individuum
der Art Rhizophora apiculata bereits Taraxerolderivate isoliert werden
konnten [Kokpol et al. 1990], wohingegen wahrend dieser Arbeit aus einem
Individuum der Art Rhizophora apiculata nur Lupeolderivate isoliert werden
konnten.

Die Veresterung mit p-Coumarsaure wird aller Voraussicht nach
enzymatisch durchgeftuhrt. Es sind Coumaroyltransferasen bekannt, die p-
Coumarsaure unter Verwendung des Zwischenmetaboliten p-Coumaroyl-S-
Coenzym-A an eine freie Hydroxygruppe verestern [Kaffarnik et al. 2005].
FOr den Fall von Triterpenen wurde jedoch noch kein solches Enzym
beschrieben. In diesem Zusammenhang ist interessant zu erwahnen, dass
nur im Falle von Taraxerol das nicht veresterte Triterpen zu detektieren ist,
was vermuten lasst, dass die Veresterung durch dasselbe Enzym geschieht,
dieses aber anscheinend spezifischer auf Lupeol reagiert als auf Taraxerol
und somit Taraxerol teilweise als nicht umgesetztes Ausgangsprodukt
zurlckbleibt bzw. in die Kutikula abgegeben wird.

Die sehr unpolaren Substanzen werden im Zellinneren des
Blattgewebes synthetisiert und diffundieren héchstwahrscheinlich aufgrund
ihrer Lipophilie sehr leicht durch die Zellmembran aus den Zellen heraus und
akkumulieren sich auf der BlattauBenseite bzw. in der Kutikula [Guhling et al.
2005].

In einer Studie [Wiliams 1999] konnte gezeigt werden, dass
Taraxerolderivate in Kombination mit Coumaroyl-Lupeol eine starke
insektizide Wirkung gegen das adulte Stadium des Schadinsektes Cylas
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formicarius entfalten. Die insektizide Wirkung von E- und Z-Coumaroyl-
Lupeol konnte in Experimenten an der Insektenkultur von Spodoptera
littoralis bestéatigt werden. Somit konnte gezeigt werden, dass sich die
Toxizitat dieser Substanzen nicht nur auf eine Insektenart beschranken Iasst.
Diese Bioaktivitdt kénnte auch die Frage beantworten, warum diese
Substanzen in der Kutikula, also auf der auBersten Schicht des Blattes
eingelagert werden. Bei Befall des Blattes durch herbivore Insekten wird die
Kutikula das erste Kompartiment sein, welches die Schadinsekten in
gréBeren Mengen oral aufnehmen. Durch die ausgesprochen hohe Lipophilie
dieser Substanzen werden diese wohl sehr schnell vom Gewebe der
Insekten aufgenommen und kénnen intrazelluldar ihre Wirkung entfalten.
Durch die hier gewonnene Datenlage, dass diese Triterpene auf der
Oberflache des Blattgewebes akkumuliert werden, kann wiederum der auf
evolutionaren Selektionsvorteil basierende Schluss gezogen werden, dass
diese Sekundarstoffe der Pflanzenart einen gewissen Schutz gegen
FraBinsekten bieten kénnten.

Eine weitere mdgliche Funktion ware der Schutz vor der hohen
tropischen UV-Belastung. Die p-Coumarséaure, die mit dem Triterpen
verestert ist, hat einen spektralen Absorptionsbereich von etwa 270 nm bis
330 nm. UVB Licht liegt im Wellenlangenbereich von etwa 280 nm bis 320
nm. Durch die Veresterung mit dem lipophilen Triterpenteil kann somit die p-
Coumarsaure in die auBere Wachsschicht eingebettet und die schadliche
UVB Strahlung abfangen werden, bevor sie das Blattgewebe erreichen kann.
Zudem ist bekannt, dass Pflanzen UVB Licht-abhangig die Biosyntheserate
von p-Coumarséaure regulieren kbnnen [Rozema et al. 2001].
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4.1.4. Heritol, Heritonin und Vallapin

Von denen aus Heritiera littoralis (Sterculiaceae) isolierten
Sesquiterpenlaktonen ist bekannt, dass sie eine starke ichthyotoxische
Bioaktivitat im einstelligen ppm-Bereich besitzen [Miles et al. 1987, 1989,
1991]. Aufgrund dieser Bioaktivitdt werden Extrakte von Heritiera littoralis in
der traditionellen Fischerei auf den Philippinen eingesetzt [Miles at al. 1998].
Rotenon, ist ein starkes natirliches Insektizid [Cabizza et al. 2004] und
zudem ebenfalls im einstelligen ppm-Bereich ichthyotoxisch [Teixeira et al.
1984].

Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob Heritol,
Heritonin und Vallapin auch insektizide Aktivitdten besitzen. Heritol und
Heritonin besitzen eine gewichtsreduzierende Wirkung mit einem 1C5o Wert
von etwa 200 ppm. Die gewichtsreduzierenden Bioaktivitaten von Heritol und
Heritonin sind im Vergleich zur Kontrollgruppe zu p > 99% statistisch
signifikant. Die leichte gewichtsreduzierende Bioaktivitdt von Vallapin
hingegen ist im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant. Der Ursache
der abgeschwachten Bioaktivitdt von Vallapin kdénnte in der zusatzlichen
Hydroxygruppe an Position 9 zu finden sein. Der Grund flr die starkere
Bioaktivitat von Heritonin im Vergleich zu Heritol basiert wahrscheinlich auf

der methylierten aromatischen Hydroxygruppe.

Obwohl Rotenon und Heritolderivate nach Literaturangaben
ichthyotoxische Wirkungen besitzen, sind die insektiziden Bioaktivitaten
dieser drei Sesquiterpenlakione nicht mit der von Rotenon vergleichbar.
Diese Tatsache lasst den Schluss zu, dass die ichthyotoxischen bzw.
insektiziden Bioaktivititen von Rotenon und den Heritolderivaten

verschiedenen Mechanismen unterworfen sind.

Die Sesquiterpenlaktone Heritol, Heritonin und Vallapin sind
biogenetisch zu den Cadinan Sesquiterpenen zu zéhlen [Hansel und Sticher,
8. Auflage]. Heritera littoralis ist ein Vertreter der Familie der Sterculiaceae,

welche phylogenetisch als Untergruppe der Malvaceae einzuordnen ist
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[http://plants.usda.gov/]. Aus den Malvaceae sind bereits einige
Sesquiterpene vom Cardinantyp bekannt [Stipanovic et al. 2006]. Auch
Gossypol, welches ein Dimeres Cardinan Sesquiterpen ist, ist Bestandteil der
Baumwollpflanze, die ebenfalls ein Vertreter der Malvaceae ist. In Abb. 4.1.4.
ist die Biosynthese von Cadinan dargestellt [Hansel und Sticher, 8. Auflage],
sowie die davon abgeleiteten Strukturen Heritol, (8R)-(-)-3-Hydroxy-o-
calacorene [Stipanovic et al. 2006], Artemisinin [Hansel und Sticher, 8.
Auflage] und Gossypol [Hansel und Sticher, 8. Auflage]. Um die
Isopreneinheiten in den Naturstoffen hervorzuheben, wurde auf die explizite

L

Farnesan Farnesan Bisabolan Cadinan

7

Darstellung der Stereozentren verzichtet.

S

(8R)-(-)-3-Hydroxy-a-calacorene Artemisinin Gossypol

Abb 4.1.4.: Die Biosynthese der Cadinansesquiterpene Heritol, (8 R)-(-)-3-Hydroxy-a-
calacorene, Artemisinin und Gossypol [grafische Zusammenfassung nach [Hansel und
Sticher, 8. Auflage] und [Stipanovic et al. 2006]]

4.1.5. Didehydroaglaiastatin

Der Name Aglaiastatin leitet sich von der Fahigkeit ab, die
Proteinbiosynthese zu blockieren [Ohse et al. 1996]. Dieses
Rocaglamidderivat wurde im Rahmen dieser Arbeit aus den Bliten von
Aglaia duppereana (Meliaceae) isoliert. Von vielen Rocaglamidderivaten ist
die insektizide Wirkung schon hinreichend bekannt [Schneider et al. 2000].
Dieses Rocaglamidderivat erflllte den Zweck eines Positivstandards fir die
insektizide Wirkung von Naturstoffen. In den hierbei durchgeflhrten
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Experimenten konnte gezeigt werden, dass der [Cs9 Wert der
Gewichtszunahme weit unterhalo von 5,5 ppm liegen muss, die LCso
Konzentration bei etwa 9 ppm. Problematisch bei dieser
Versuchsdurchflihrung ist die geringe Konzentration der Substanzen, die bei
der Praparation des Insektenfutters gleichmaBig verteilt werden muss.

Das RocaglamidgrundgerUst findet seinen biosynthetischen Ursprung
in einem methoxylierten Flavonoid, an das ein Cinnamoylamid ankondensiert
wird [Nugroho et al. 1999].

4.1.6. Ryanodin und 9,21-Didehydroryanodin

Ryanodin ist ein Diterpenester aus dem Diterpenalkohol Ryanodol und
der 1H-Pyrrol-2-Carbonséaure (Minalin). Ryanodol wird folgendermafBen aus 4

Isopreneinheiten synthetisiert (Abb. 4.1.7.a).

L

Abb. 4.1.7.a: Biosynthese des Ryanodin Grundgeristes [nach Hansel und Sticher (8.
Auflage)]

Eine Totalsynthese von Ryanodol in 49 Teilschritten ist bereits
beschrieben [Bélanger et al. 1979]. Jedoch wird die Frage nach der
Wirtschaftlichkeit in dieser Arbeit nicht beantwortet.

Die insektizide Wirkung von Ryanodinderivaten ist wie im Fall von
Rocaglamidderivaten ebenfalls hinreichend bekannt [Jefferies et al. 1992;
Jefferies et al. 1996; Jefferies et al. 1996; Gonzalez-Coloma et al. 1999].
Dennoch scheint der groBflachige Einsatz von Ryanodinderivaten als
Insektizide nicht praktikabel zu sein, denn diese Naturstoffe binden an
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humane muskulare Ryanodinrezeptoren und I6sen dadurch toxische
Reaktionen aus [Achenbach et al. 1995].

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die Naturstoffe Ryanodin und 9,21-
Didehydroryanodin isoliert werden. Die gewichtsreduzierende 1Csg
Konzentration liegt bei Ryanodin bei etwa 2,5 ppm, bei 9,21-
Didehydroryanodin bei etwa 0,5 ppm. Die LCsy Konzentration von 9,21-
Didehydroryanodin liegt bei etwa 2,2 ppm, die LCs; Konzentration von
Ryanodin oberhalb von 22 ppm, denn selbst bei dieser Konzentration haben
mehr als die Halfte der Versuchsinsekien Uberlebt. Durch die
Methylengruppe zwischen den Kohlenstoffatomen 9 und 21 &ndert sich die
dreidimensionale Struktur des Diterpenteils (Abb. 4.1.7.b; Abb. 4.1.7.c).
Diese Strukturveranderungen (Markierungen in Abb. 4.1.7.b und Abb.4.1.7.c)
kénnten der Grund far die Toxizitdtszunahme von 9,21-Didehydroryanodin im
Vergleich zu Ryanodin sein. Da auch in Insekten die Ryanodinrezeptoren die
Targets dieser Substanz sind, kann davon ausgegangen werden, dass durch
die Methylengruppe die Bindungaffinitdt zum Ryanodinrezeptor erhéht wird.

Abb. 4.1.7.c: Dreidimensionale Struktur von 9,21-Didehydroryanodin mit der Methylengruppe
zwischen den Kohlenstoffatomen 9 und 21
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Somit konnte im Rahmen dieser Arbeit festgestellt werden, dass die
Ausbildung einer exocyclischen Methylengruppe zwischen den Kohlenstoffen
9 und 21 eine letale Wirkungsverstarkung um mindestens den Faktor 10
bewirkt.

Insgesamt ist festzuhalten, dass alle Naturstoffe aus Mangroven, die
im Rahmen dieser Arbeit isoliert wurden, nicht in einem &hnlichen
Konzentrationsbereich  insektizid sind, wie die schon sehr gut
charakterisierten Rocaglamid- und Ryanodinderivate. Dennoch sind die
Bioaktivitdten auf die Schadinsektenart Spodoptera littoralis hochdivers. Die
Bioaktivitat von Ellagsaure ist stark gewichtsreduzierend und repellativ. Die
hierfir bendtigten Konzentrationen sind weitaus geringer als die in der
Mangrovenart Sonneratia alba (Sonneratiaceae) vorkommenden natlrlichen
Konzentrationen. Ebenso verhélt es sich mit den methylierten Derivaten von
Ellagsaure aus Sonneratia alba. Im Fall von B-Sitosterol konnte neben dem
gewichtsreduzierenden Effekt auf Larven, Puppen und adulten Faltern eine
reduzierte Eiablage, sowie eine fast komplette Sterilitat festgestellt werden
und zwar in einer geringeren Konzentration als B-Sitosterol in der
Mangrovenart Lumnitzera racemosa (Combretaceae) natlrlich vorkommt. Im
Fall von Heritol, Heritonin und Vallapin konnte eine Struktur-Aktivitats-
Beziehung hinsichtlich der gewichtsreduzierenden Aktivitat aufgezeigt

werden.
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4.2. Generelle Chemisch-Okologische Betrachtung

Diese nun erhaltenen Ergebnisse kénnen in einen gréBeren Kontext
hinsichtlich ihrer 6kologischen Bedeutung auf molekularem Niveau diskutiert
werden. Durch Laborexperimente und die Quantifizierungsarbeiten konnte
gezeigt werden, dass die auf die Insektenentwicklung inhibitorisch wirkenden
Substanzen in ausreichenden Mengen in Pflanzen enthalten sind, um diese

Wirkung auch in planta zu entfalten.

Eine andere dkologische Betrachtungsweise geht dahingehend, dass
diese in den Blattern vorkommenden Substanzen als Allelopathika ihre
Okologische Bedeutung finden. Vom Walnussbaum Juglans regia
(Juglandaceae) ist bekannt, dass er die Substanz Juglon (ein
Naphthochinonderivat) in das Erdreich abgibt, welche allelopathisch und
somit wachstumshemmend auf andere Pflanzen wirkt [Rémpp Lexikon

Naturstoffe].

Da Mangrovenbdume im salzwasserhaltigem Schlamm gedeihen,
bilden sie zur Sauerstoffversorgung ihres Wurzelsystems sogenannte
Pneumatophoren aus (Abb. 4.2.a). Diese vielen kleinen schnorchelartigen
vertikalen Wourzelverlangerungen, die unterhalb des Blatterdaches der
Mangrove durch den Schlamm an die Oberflache ragen, haben die Aufgabe
das Wurzelsystem mit ausreichend Sauerstoff aus der Luft zu versorgen. In
der folgenden Abbildung sind solche Pneumatophorenanordnungen
dargestellt (Abb. 4.2.a). Diese Art der Wurzelmorphologie ist fir die Pflanze
lebensnotwendig, da sie sonst die Zellatmung und somit das Uberleben des
Wurzelsystems  nicht  gewahrleisten  kann, denn die  direkte
Sauerstoffaufnahme der Wurzeln, wie sie bei normalen Landpflanzen von
statten geht, ist aufgrund des standig nassen Schlammes nicht oder nur
bedingt mdglich.
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Abb. 4.2.a: Die Pneumatophren der Mangrovenart Rhizophora apiculata
(aufgenommen von Mirko Bayer, April 2006)

In einem Mangrovenwald ist es ebenso Ublich, dass keine Bléatter
unterhalb des Blatterdachs der Baume liegen. Fir den sofortigen Abtransport
der herab gefallenen Blatter sind die sich ausschlieBlich von Blattern
erndhrenden Mangrovenkrabben verantwortlich. In einer Untersuchung aus
dem Jahr 2002 wurde das Verhalten der Mangrovenkrabbe hinsichtlich des
Abtransportes der Blatter genauestens studiert [Olafsson et al. 2002]. Auch
wahrend der Forschungstatigkeiten im Mangrovengarten auf der Insel
Hainan konnten Krabben beobachtet werden, wie sie mit Blattern in ihren
Nisthéhlen zwischen den Pneumatophoren unterhalb des Blatterdaches der
einzelnen Mangroven verschwanden. Durch den durch Krabben produzierten
Humus wird das von Pflanzen oberirdisch produzierte pflanzliche Gewebe
wieder dem Erdreich, nahe der eigenen Wurzeln zur Verfigung gestellt.

Im Falle von Rhizophora apiculata, Rhizophora stylosa und
Lumnitzera littorea kdnnte der Blatteintrag in den Boden unterhalb der

Mangrove noch einige andere Bedeutungen haben.

Die durch Blatteintrag in den Boden eingebrachten Phytosterole
kébnnten den Wurzeln der in den Gezeitenzonen gedeihenden
Mangrovenpflanzen eine erhdhte Toleranz gegenlUber Meersalz vermitteln
[Oku et al. 2003]. Diese Schutzwirkung beruht auf der Einlagerung der
Sterole in die Membranen und somit der Modulation der
Membranpermeabilitdt, wodurch die Zellen resistenter gegenlber
Stressfaktoren werden [Oku et al. 2003].
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FOr Lupeolderivate, Taraxerolderivate und p-Sitosterol konnte
nachgewiesen werden [Kpoviessi et al. 2006; Macias-Rubalcava et al. 2007],
dass sie abhangig von der Pflanzenart entweder eine Wachstums- bzw.
Keimungsférderung oder eine Wachstums- bzw. Keimungshemmung
entfalten kénnen. So haben zum Beispiel Lupeol und Taraxerol eine
entwicklungsférdernde  Wirkung auf Tomaten, jedoch auch eine
entwicklungshemmende Wirkung auf Amaranth und bestimmte Grasarten
[Macias-Rubalcava et al. 2007]. Lupeol und B-Sitosterol entfalten eine
entwicklungshemmende Wirkung gegenldber der Bohnenart Vigna
unguiculata (Fabaceae) [Kpoviessi et al. 2006]. In allen Fallen konnte diese

Wirkung schon in micromolaren Konzentrationen nachgewiesen werden.

Die Vermutung, dass das oberirdisch ausgebildete Blattwerk
verschiedene allelopathische Substanzen in den Boden unterhalb des
Mangroven einbringen kann, wird durch die Tatsache bestatigt, dass die
Mangrovenart Rhizophora mucronata (Rhizophoraceae) in ihren Blattern ein
Indolderivat synthetisiert, welches wachstumsinhibitorische Eigenschaften
auf Pflanzen besitzt [Saha et al. 1978; Bandaranayake 2002]. Einen
Pflanzenwachstumsinhibitor in den Blattern zu produzieren bietet nur dann
einen evolutionaren Vorteil, wenn die Blatter wie zum Beispiel durch
Mangrovenkrabben aktiv in das Erdreich eingebracht werden. Die Substanz
Rhizophorin und das pflanzliche Hormon Indol-3-Essigsaure besitzen eine
groBe strukturelle  Ahnlichkeit (Abb. 4.2.b), wodurch eventuelle

vitalitdtsreduzierende kompetitive Hemmungen beglnstigt sein kdnnten.
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Abb. 4.3.b: Die Strukturen von Rhizophorin und Indol-3-Essigsaure im Vergleich
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Neben der Wiederverwertung der Nahrstoffe hat der Blatteintrag in
den Boden offensichtlich auch die Funktion, Stoffe in den Boden
einzubringen, die andere Pflanzen an deren Ausbreitung hindern. Dadurch
kénnten die Mangrovenpflanzen ihre lebensnotwendigen Pneumatophoren
vor Uberwucherung durch andere Pflanzen schiitzen. Die wahrend dieser
Arbeit in den Mangrovenblattern festgestellten Konzentrationen dieser
Substanzen (berstiegen die fir diese allelopathische Aktivitdt berichteten
notwendigen Konzentrationen an Taraxerol, Lupeol und B-Sitosterol. Hinzu
kommt eine Anreicherung der Substanzen im Erdreich durch stéandig neuen
Blatteintrag. Auch die selektive Entfaltung der Bioaktivitat, die entweder eine
Hemmung oder eine Férderung auf die Pflanzenentwicklung hervorruft, weist
darauf hin, dass manche Pflanzen Mechanismen besitzen, flr andere
Pflanzen herbizid wirkende Substanzen zur Wachstumsbeschleunigung zu

nutzen.

Die mdgliche Kombination aus herbizider und insektizider Bioaktivitat
macht Substanzen flr die industrielle Anwendung in der Landwirtschaft sehr
interessant. Auf die Blatter aufgespriiht, kénnten diese Substanzen ihre
insektizide Wirkung entfalten. Sobald sie ins das Erdreich gelangen schiitzen
sie die ausgewéhlten Pflanzen vor Uberwucherung durch andere Pflanzen

und unterstitzen das Wachstum der Kulturpflanzen zudem.
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4.3. Kinasen- und Zellkulturinhibitionsassays

4.3.1. Ellagsaure

Von Ellagsaure ist bekannt, dass sie eine aus Mais isolierte
Proteinkinase in einem sehr geringen Konzentrationsbereich hemmen kann
[Cozza et al. 2006]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Ellagséure, ihre
methylierten Derivate und synthetische Teilstrukturen an 24 verschiedenen
tumorrelevanten humanen Proteinkinasen auf ihr inhibitorisches Potential hin
getestet. Es ist durch Computermodelle in silico bestatigt worden, dass
Ellagsdure eine hohe Affinitdt zu der ATP Bindungsdomane von Proteinen
besitzt und dadurch eine kompetitive Hemmung auslésen kann [Cozza et al.
2006].

Aus den vorliegenden Daten ist ersichtlich, dass Ellagsaure alle
Kinasen in unterschiedlicher Starke hemmt.

Mit einem ICso Wert von 250 nM wird der membrangebundene Insulin-
like growth factor 1 receptor (IGF-1-R) am starksten gehemmt. Dieser
membrangebundener Rezeptor tragt Signale mittels des second messenger
Moleklls cAMP in das Zellinnere weiter. Der IGF-1 ist ein Protein mit 70
Aminosauren, welches eine strukturelle Ahnlichkeit zu Insulin besitzt. Dieser
IGF-1 Rezeptor spielt eine wichtige Rolle auch fir die Entwicklung und
Proliferation von Milchdriisengewebe. Die Signaltransduktionsaktivitat des
IGF-1-R wird in Zusammenhang mit der Prostatakrebsentstehung gebracht
[Wu et al. 2006]. Eine Stérung dieses Rezeptors ist unter anderem eine
mdgliche Ursache fir die Entwicklung von Brustkrebs und Lungenkrebs und
ist somit schon ein etabliertes Ziel fur verschiedene Tumortherapien
[Warshamana-Greene et al. 2005; Jones et al. 2004].

Die SAK (Snk/Plk AKIN Kinase) ist auch unter dem Namen PLK4
(Polo-like-kinase-4) bekannt. Sie wird nach dem IGF-1-R am zweitstarksten
mit einem ICso Wert von 260 nM durch Ellagsdure gehemmt. Sie gehért zu

der Gruppe der Serin/Threonin-Kinasen und wurde erst vor einigen Jahren
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charakterisiert. Ihre wichtige Rolle zeigt sich in der Centriolenorganisation
wahrend der Mitose [Leung et al. 2002; Habedanck et al. 2005; Swallow et
al. 2005].

Dennoch werden auch alle anderen untersuchten Kinasen gehemmt.
Die mittlere Hemmung besitzt einen 1Cso Wert von 2,31 uM. Interessant zu
erwdhnen ist, dass die schwachste Hemmung bei der humanen Casein
Kinase 2 (CK2) festzustellen war, denn in der Literatur wurde gezeigt, dass
die CK2 aus Mais mit einem ICso Wert von 40 nM gehemmt wird [Cozza et al.
2006]. Somit konnte gezeigt werden, dass ausschlieBlich die an humanen
Kinasen durchgeflihrten in vitro Testreihen das Ziel haben darfen Uber die
Anwendbarkeit einer Substanz zu spekulieren.

Das Phanomen der breiten Hemmung aller Proteinkinasen liegt an
den hochkonservierten ATP Bindungsdoméanen. Sobald Ellagsaure einfach
methyliert vorliegt, nimmt die Aktivitat drastisch ab und nicht mehr alle
Proteinkinasen kénnen gehemmt werden. Sobald Ellagsaure zweifach,
dreifach oder vierfach methyliert wird, ist die komplette Aktivitat
verschwunden. Die synthetischen Biphenole weisen allesamt bis auf 2,3-
Dihydroxy-Biphenyl keine Aktivitat mehr auf. 2,3-Dihydroxy-Biphenyl hat mit
Ellagsdure gemeinsam, dass sich in diesem Molekll zwei orthosténdige
Hydroxygruppen an einem Aromaten befinden. Dieses strukturelle Merkmal
fehlt allen anderen Biphenolen.

Ellagsaure ist ein relativ unspezifischer Inhibitor. In der Forschung
wird die Entwicklung von starken und hochspezifischen Inhibitoren gezielt
vorangetrieben. Ein Beispiel hierflr ist die Substanz ZSTK474 (Abb. 4.3.1.a),
die einen Benzo/dfimidazol-Ring besitzt [Yaguchi et al. 2006].
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Abb. 4.3.1.a: Die ATP kompetitive Substanz ZSTK474

Andere Benzo[d]imidazol-Derivate wurden auch schon als Inhibitoren
des IGF-1-R identifiziert. Viele verschiedene Derivate wurden auf ihre
Bioaktivitat hin untersucht. Das starkste inhibitorische Potential entfaltet das
2-Bromoderivat von 3-(1H-benzo[dfimidazol-2-yl)pyridin-2(1H)-on  (Abb.
4.3.1.b) mit einem 1Csy Wert von 290 nM [Velaparthi et al. 2007] (ICso Wert
von Ellagsaure bei 250 nM). Allgemein sind Benzo/[dfimidazole aufgrund der
Ahnlichkeit zum  Purinderivat Adenosin gute ATP  kompetitive
Kinasenhemmer (Abb. 4.3.1.c) [Meggio et al. 1990]. Die restlichen
strukturellen Elemente solch einer synthetischen Substanz  sind
verantwortlich fir eine Interaktion mit proteinspezifischen Strukturen, um eine

hochselektive Bindungsspezifitat hervorzurufen.

Abb. 4.3.1.b: Die ATP kompetitive Substanz 2-Bromo-3-(1H-benzo/dfimidazol-2-yl)pyridin-
2(1H)-on
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Abb. 4.3.1.c: ATP und Benzo[dfimidazole im Vergleich

Um die Aktivitaten der Ellagséaurederivate nicht nur auf Targetniveau,
sondern auch auf zellularem Niveau zu untersuchen, wurden ihre
Bioaktivitdten anhand muriner Lymphomazellen (L5178Y) und verschiedenen
humanen Krebszelllinien untersucht. Die Ergebnisse dieser Testreihen an
murinen Lymphomazellen unterstreichen den Effekt, dass Ellagsdure am
starksten wirkt, wo hingegen bei jeder zusatzlichen Methylierung die Aktivitat
drastisch abnimmt. Dennoch ist der inhibitorische Effekt von Ellagsaure nicht
vergleichbar mit den Konzentrationsbereichen, in denen Ellagsdure
Proteinkinasen zu hemmen vermag. Ein Grund hierflir kann die Polaritat von
Ellagséaure sein, denn erst in einem pH Wert Bereich unterhalb von 5,6 liegt
sie als komplett protoniertes Molekll vor (Abb. 4.3.1.d) [Hasegawa et al.
2003]. In dem physiologischen pH Wert Bereich (etwa 7,5), bei dem die
Testreihen an murinen Lymphomazellen durchgefihrt wurden, ist Ellagsdure
mindestens einfach, wenn nicht zweifach deprotoniert [Hasegawa et al.
2003]. Durch diese zusatzliche Polaritat wird Ellagsaure vermindert durch die
Zellmembran diffundieren kdnnen und die Targets intrazellular nur schwer bis

gar nicht erreichen.
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Abb. 4.3.1.d: Die Deprotonierungsstufen von Ellagsaure bei unterschiedlichen pH-Werten
[veréndert nach Hasegawa et al. 2003]

Eine weitere Ursache fir die reduzierten Aktivitaten bei den murinen
Lymphomazellen kénnten unterschiedliche Targets sein. Auf der einen Seite
wurden die in vitro Testreihen an humanen Proteinkinasen durchgefthrt und
auf der anderen Seite wurden fir die in vivo Testreihen Zellen aus Mausen
verwendet. Entweder hemmt Ellagsaure die gleichen Proteine, aber aufgrund
des Speziesunterschiedes in einer abgeschwéachten Form oder Ellagséaure
hemmt in dieser murinen Zelllinie keine flr die Proliferation essentiellen

Proteine.

Ellagsdure wurde ebenfalls in verschiedenen Konzentrationen auf
humane  Krebszelllinien  appliziert. Hierzu zahlt eine  humane
Leberkarzinomzelllinie (HepG2), eine humane Darmkrebszelllinie (HCT116)
und eine humane Brustkrebszelllinie (MCF7). Die Zelllinien HepG2 und
HCT116 erfahren selbst bei der hdchsten gewahlten Konzentration von 100
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UM keine statistisch signifikante Hemmung der Viabilitdt. Jedoch ist bei der
Zelllinie MCF7 eine lineare Korrelation zwischen Konzentration und Wirkung
ersichtlich. Wiederum ist die Hemmung dieser Krebszelllinien nicht
vergleichbar mit den vorangegangen in vitro Assays, bei denen ICso Werte im
nanomolaren Bereich gemessen wurden.

In den in vitro Assays hat der IGF-1-R die starkste direkte Hemmung
erfahren. In diesem Kontext ist es wichtig zu erwahnen, dass dieser Rezeptor
in der humanen Brustkrebszelllinie MCF7 Gberexpremiert ist [Skog et al.
2004]. Somit kdnnte die inhibitorische Wirkung auf den IGF-1-R ein Grund fur
die Bioaktivitat auf die Brustkrebszelllinien sein. Die wesentlich
abgeschwachte Wirkung im Vergleich zu den in vitro Studien kann wiederum
durch die hohe Polaritat der Ellagsaure erklart werden, wodurch die
Resorption dieser Substanz durch die unpolare Zellmembran der Krebszellen

weitestgehend unterbunden wird.

Das mit Ellagsaure strukturverwandte Polyketid Alternariol (Abb.
4.3.1.e) ist ebenfalls ein guter Hemmstoff flr verschiedene Proteinkinasen
[Aly et al. 2008].

Ellagséure Alternariol
Abb. 4.3.1.e: Die Strukturen von Ellagsé&ure und Alternariol im Vergleich

Jedoch ist die hemmende Wirkung von Alternariol im Vergleich zu
Ellagsdure um eine Zehnerpotenz schwacher. Die Ursachen daflr kdnnten
zum einen in dem Fehlen eines kompletten Laktonringes bei Alternariol im
Vergleich zur Ellagsaure und zum anderen im Fehlen des zweiten o-di-
Hydroxysystems zu finden sein. Die Konsequenz aus dem fehlenden
Laktonring ist neben der veranderten MolekullgréBe auch die Polaritat, da die
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Hydroxygruppe an dem methylieten Phenolring keinen phenylogen
Carbonsdurecharakter mehr besitzt. Des Weiteren unterscheidet sich
Alternatiol von Ellagsaure im Hydroxylierungsmuster. Bei Ellagsaure sind die
Hydroxygruppen orthostandig, bei Alternariol die des einen Aromaten
metastandig und am anderen Aromaten ist metastandig zu der einen

Hydroxygruppe nur eine Methylgruppe zu finden.

Ellagsaure kann schon heute in der Therapie von Prostatakrebs als
wirkungsverstarkende Komponente fur Vinorelbin und Estramustin eingesetzt
werden (180 mg pro Tag) [Falsaperla et al. 2005]. In geringen Dosen wird die
polare Ellagsaure wahrscheinlich nicht genidgend stark resorbiert. Beim
medizinischen Einsatz von Ellagsdure muss bedacht werden, dass diese
Substanz nach den hier gewonnen Erkenntnissen als relativ unspezifischer
Breitbandhemmer einzustufen ist. Die Breitbandhemmung basiert auf der
Fahigkeit von Ellagsdure mit der ATP- Bindungsdémane zu interagieren, die
bei jeder Proteinkinase vorhanden ist. Ellagsdure stellt eine interessante
Substanz dar, wenn eine gezielte Breitbandwirkung erwinscht ist. Als
spezifischer Inhibitor fir einzelne Proteinkinasen ist diese Substanz jedoch
nicht anwendbar. Jedoch haben die Experimente mit 3-Methyl-O-Ellagsaure
gezeigt, dass eine Modifikation einer Hydroxygruppe von Ellagsaure die
Inhibitionsstarke zwar reduziert, aber auch die Selektivitat auf bestimmte
Kinasen erhéht. Von diesem Ansatz kann ausgegangen werden, um
verschiedene zytotoxische Derivate von Ellagsaure zu synthetisieren.

Die unterschiedlichen Bioaktivitdten der Biphenole auf die murine
Lymphomagzelllinie stehen im drastischen Gegensatz zu den Ergebnissen an
den isolierten Proteinkinasen. Dies kann ebenfalls mit den unterschiedlichen
Targets erklart werden. Denn innerhalb der Zellen sind noch weitaus mehr
Targetproteine vorhanden als die 24 hier untersuchten humanen

Proteinkinasen.

Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass Ellagsédure starke
antiplasmodiale Aktivitdten gegen verschiedene Parasitenarten zeigt [Verotta
et al. 2001]. Dieser Befund stellt ebenfalls einen interessanten Ansatz fir

Therapiemoglichkeiten dar.
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Ellagsaure ist ein Bestandteil vieler Genuss- und Nahrungsmittel. Sie
ist aufgrund der Reifung in Eichenfassern in Mengen von bis zu 30 mg/L in
verschiedenen Wisky- und Brandysorten nachweisbar [Goldberg et al. 1999;
Koga et al. 2007] und tragt zu dem typischen Geschmack dieser Spirituosen
bei.

In der Rinde von Granatépfeln konnte Ellagsdure in einer
Konzentration von etwa 100 mg/g ermittelt werden [Zhou et al. 2008]. Der
Granatapfelsaft zeigt zudem verschiedene Bioaktivitaten, unter anderem die
Hemmung der Cyclooxygenase, einer Proteinkinase und des
Transkriptionsfaktors NFxB [Adams et al. 2006]. Auch in Erdbeeren konnte
Ellagsaure als bioaktive Komponente mit antioxidativen und antiproliferativen
Eigenschaften identifiziert werden [Zhang et al. 2008].

4.3.2. B-Sitosterol

Das Phytosterol pB-Sitosterol wurde ebenfalls auf eine
kinasenhemmende Wirkung hin untersucht. Von den in diesem Test
untersuchten 24 Proteinkinasen vermochte B-Sitosterol 3 Proteinkinasen mit
einem 1Cso Wert von 8,68 uM, 18,81 uM bzw. 22,91 yM zu hemmen. 21
Proteinkinasen wurden jedoch nicht gehemmt. In einem Versuch zur
Zytotoxizitat auf Keratinozyten konnte zudem festgestellt werden, dass B-
Sitosterol im Bereich von 30 pM eine zytotoxische Wirkung entfaltet. Bei
dieser Konzentration wurden 30% der Zellen abgetdtet. Eine zytotoxische
Wirkung in diesem Konzentrationsbereich wurde auch auf humane
Krebszelllinien festgestellt [Moon et al. 2008]. Weiter ist bekannt, dass B-
Sitosterol eine fertilititsreduzierende Wirkung auf Mause hat, die aber
reversibel ist [Malini et al. 1991].

In den Testreinen mit B-Sitosterol, Cholesterol, 5a-Cholestan-33-ol
und 5a-Cholestan konnte nur eine schwache bis fast unbedeutende negative
Wirkung auf die Uberlebensrate der murinen Zelllinie L5178Y festgestellt

werden. Dass B-Sitosterol in dieser Testreihe unwirksam war, aber auf
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humane Keratinozyten toxisch ist, liegt wahrscheinlich an der
unterschiedlichen Ursprungsspezies der Zellen. Die Testergebnisse an
isolierten humanen Proteinkinasen lassen sich somit nur bedingt auf andere
Spezies oder bestimmte Zelllinien Ubertragen, denn es ist durchaus mdglich,
dass in diesen Zelllinien diese Proteintargets entweder nicht vorliegen, deren
Hemmung keinen letalen Effekt induziert oder dass sie eine andere Struktur
haben, mit der diese Substanzen nicht auf inhibitorische Weise

wechselwirken konnen.

4.3.3. E- und Z-Coumaroyl-Lupeol

Die beiden Isomere E- und Z-Coumaroyl-Lupeol wurden ebenfalls auf
ihre Fahigkeit, verschiedene humane tumorrelevante Proteinkinasen zu
hemmen, untersucht. Jedes der beiden Isomere vermag 11 der insgesamt 24
humanen Proteinkinasen dieser Testreihe zu hemmen. E-Coumaroyl-Lupeol
entfaltet hierbei eine 1Cso Spannbreite von 2,27 yM bis 16,76 pM, Z-
Coumaroyl-Lupeol von 2,44 uM bis zu 15,25 pM. Die Kinase, die von beiden
Triterpenderivaten mit einem ICso Wert von 2,27 uM (E-Coumaroyl-Lupeol)
bzw. 2,44 uM (Z-Coumaroyl-Lupeol) gehemmt wird, ist der EGF-R
(epidermal growth factor receptor), der eine wichtige Rolle in der Entwicklung
von Lungenkrebs spielt [Paez et al. 2004]. In diesem Fall konnte gezeigt
werden, dass die Konformation an der Doppelbindung der veresterten p-

Coumarséure praktisch keinen Einfluss auf die Wirkung hat.

Im Fall der Proteine EPHB4 und B-RAF-VE hemmt ausschlieBlich Z-
Coumaroyl-Lupeol mit einem 1Cso Wert von 11,87 uM bzw. 14,14 uM, im Fall
des IGF-1-R und VEGF-R3 hemmt nur E-Coumaroyl-Lupeol mit den ICsq
Werten von 16,76 uM bzw. 11,35 uM.

EPHB4 ist eine Rezeptor Tyrosin Kinase und es ist bekannt, dass in
Tumorzellen dieser Rezeptor Uberexpremiert wird. Es sind schon
verschiedene Inhibitoren dieser Kinase bekannt [Bardelle et al. 2008].

Der B-RAF-VE ist eine Proteinkinase einer Signalkaskade die die

Apoptose inhibiert und teilweise bei malignen Melanomen krankhaft
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verandert ist. Eine krankhafte Veranderung dieser Proteinkinase bewirkt
zudem eine erhdhte Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika.

Die Signaltransduktionsaktivitat des IGF-1-R wird in Zusammenhang
mit der Prostatakrebsentstehung gebracht [Wu et al. 2006]. Eine Stérung
dieses Rezeptors ist ebenso eine mégliche Ursache fir die Entwicklung von
Brust- und Lungenkrebs und ist somit schon ein etabliertes Ziel flr
verschiedene Tumortherapien [Warshamana-Greene et al. 2005; Jones et al.
2004].

Der VEGF-R3 gehdrt zu den vascular endothelial growth Faktoren und
spielt eine essentielle Rolle in der Angiogenese des Tumorgewebes
[Labrecque et al. 2005]. Ein prominenter Hemmer des VEGFs ist der
Arzneistoff Thalidomid [Melchert und List 2007].

Somit konnte gezeigt werden, dass die E- oder Z- Konformation des p-
Coumarsaurerestes von Coumaroyl-Lupeol in einigen Fallen eine essentielle
Rolle fur die inhibitorische Bioaktivitat von bestimmten Proteinkinasen spielt.

Bei der Testung dieser Substanzen an murinen Lymphomazellen
konnte im Konzentrationsbereich von 17,5 uM jedoch keine inhibitorische
Aktivitat festgestellt werden. Der Grund fir diese Abweichung zu den
Testreihen an den humanen Proteinkinasen kann nur mit unterschiedlichen
Targets erklart werden, die entweder humanspezifisch sein missen oder die
in dieser murinen Zelllinie nicht ausschlaggebend fiir das Uberleben sind.
Aufgrund der Lipophilie dieser Substanzen ist davon auszugehen, dass E-
und Z-Coumaroyl-Lupeol durch die Zellmembran in die Zelle eindringen wird.
Vielleicht ist die Lipophile auch zu hoch, um aus der Zellmembran in das
Zellinnere weiter Uberzugehen und die Substanzen werden in der
Zellmembran akkumuliert, wodurch sie das entsprechende Target nicht

erreichen kdnnen.
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4.4. Inhibierung der UVA1-induzierten ICAM-1

Expression

Bei der Untersuchung auf die inhibitorische Wirkung der UVAT1-
induzierten ICAM-1  Uberexpression wurden strukturell hochdiverse
Triterpene eingesetzt. Die signifikantesten Aktivitdten hinsichtlich der
Expressionsunterdrickung des ICAM-1 Genes nach UVA1 Bestrahlung
zeigten die folgenden Substanzen (Tab. 4.4.).

Tab. 4.4.: Die Triterpene, die am starksten die ICAM-1 Transkription hemmen konnten

Reduktion
der ICAM-1
Name der Substanz Struktur der Substanz Trans-
kriptions-
induktion
14-
70%
Dehydroergosterol
(205,23E)-20,25-
Dihydroxy-3,4-
y y 70%
secodammara-4(28)-
23-diencarbonséaure
Ergosterol-Peroxid 90%
Lichesterol 90%
Methyldammarenolat 70%
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Niloticin 92%
29-Norcycloartenol 96%
i H
Piscidinol A 80%
5a-Cholestan

80%

E-Coumaroyl-Lupeol 80%
Z-Coumaroyl-Lupeol

90%

In allen Fallen ist eine solche Bioaktivitdt noch nicht in der Literatur
beschrieben worden. Aufgund der Strukturdiversitaten kann jedoch keine
Struktur-Wirkungsbeziehung  abgeleitet  werden.  Zudem ist  der
Zusammenhang zwischen der UVA1-Bestrahlung und der ICAM-1
Expression zwar rudimentar bekannt, jedoch wird sie Uber eine sehr
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komplexe Signalkaskade reguliert, wodurch sich viele verschiedene
Angriffspunkte anbieten.

Aufgrund der Aktivitdten von E- und Z-Coumaroyl-Lupeol wurden
verschiedene Derivate von Lupeol, B-Sitosterol und Cholesterol auf ihre
Bioaktivitdt hin untersucht. Durch Probleme bei der Anzucht der
Keratinozytenzellkulturen konnten fir ein Teil der Substanzen bis zum

Abschluss dieser Arbeit nur die Zytotoxizitatsdaten erhoben werden

Aufféllig hierbei ist, dass 3-Sitosterol bei der Konzentration von 30 uM
die Viabilitat der Zellen um 30% reduziert. Die Derivate Benzoyl-B-Sitosterol

und Zinnamoyl-B-Sitosterol besitzen in etwa die gleiche Zytotoxizitat.

Bei Cholesterol hingegen, welches ebenfalls bei 30 puM einen
viabilitatreduzierenden Effekt von etwa 30% hat, wird der zytotoxische Effekt

bei einer Veresterung mit Benzoesaure oder Zimtsaure eliminiert.

Erneut konnte festgestellt werden, dass weder E- noch Z-Coumaroyl-
Lupeol einen zytotoxischen Effekt auf Keratinozyten haben. Bis auf einen nur
gering ausgepragten zytotoxischen Effekt von Lupeon und Benzoyl-Lupeol
zeigen die anderen Lupeolderivate Zinnamoyl-Lupeol, Acetyl-Lupeol und
reines Lupeol keinerlei Zytotoxizitat.

Die zytotoxische Wirkung von Betulinsdure wurde schon hinreichend
anhand verschiedener Proteintargets untersucht [Grunewald et al. 2005;
Chintharlapalli et al. 2007] und stellt deswegen keinen Uberraschenden

Befund dar, sondern diente nur als Positivkontrolle.

Weil E- und Z-Coumaroyl-Lupeol im n-Hexan Extrakt der Blatter von
Rhizophora apiculata vorkommen, wurde dieser Extrakt auch getestet und es

konnte gezeigt werden, dass er nur schwach zytotoxisch ist.
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Daneben flossen auch die veresterten Teilstrukturen in ihrer Reinform
ein. Dazu zahlen Zimtsaure, p-Coumarsaure und Benzoesaure, die alle keine

zytotoxische Wirkung bei einer Konzentration von 30 uM entfalten.

Weiter wurden die Methylester von Benzoesaure und Zimtsaure
getestet, um einen Vergleich zu den polaren Carbonsauren Benzoesaure
und Zimtsaure zu erhalten, die weniger stark lipophil sind und deswegen
wahrscheinlich in geringeren Mengen die Zellmembran passieren kénnen.

Aus einer Literaturstelle ist bekannt, dass Nachtkerzendl bis zu 32%
Lupeol enthalt [Ntsourankoua und Artaud 1997]. Aus diesem Grund flossen
zwei verschiedene Nachtkerzendlpraparate in die Testreihen ein. Weder das
Produkt von PG Naturpharma noch das Produkt von Fagron zeigten
zytotoxische Aktivitaten.

Zudem wurden Extrakte von Ryania speciosa (Flacourtiaceae),
Tylophora indica (Apocynaceae) und Aglaia duppereana (Meliaceae)
getestet. Hierbei ist auffallend, dass der Extrakt aus Ryania speciosa keine
zytotoxische Aktivitat hat, der Extrakt aus Tylophora indica nur eine leichte
Toxizitat und der Extrakt aus Aglaia duppereana eine relativ hohe Toxizitat.
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4.4.2. Moglicher Wirkmechnismus der ICAM-1

Expressionsunterdrickung

UVA1-Licht

UVAT1-Licht UVA1-Licht UVB-Licht
Lupeol
2%
Sphingolipide Cholesterol Sphingolipide Fasl |:> Fas Zellmembran
M AN
Ceramide Cholesterol Ceramide
Calciumausstrom
aus c 1
endoplasmatischem aspase- N
Retikulum
Caspase-8

J

Calciumpeak an
Mitochondrienmembran
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Cytochrom c aus
Mitochondrien ins
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\\ Rotenon /
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p65 Untereinheit }
von NFkappaB ICAM-1

Abb. 4.4.2: Méglicher Wirkmechanismus der ICAM-1 Expressionsunterdriickung
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Durch UVA1 Strahlung werden ausgehend von denen in der
Zellmembran gebunden Sphingolipiden Ceramide herausgelést, die in das
Cytoplasma tbergehen. Es konnte ein Zusammenhang zwischen der UVAT
Licht abhangigen  Ceramidentstehung und der Induktion des
Transkriptionsfaktors AP-2 nachgewiesen werden [Grether-Beck et al. 2003].
Durch den Transkriptionsfaktor AP-2 wird die Transkription des ICAM-1
Genes induziert [Grether-Beck et al. 2005]. Daneben wird durch Ceramide
ebenfalls der Calciumeinstrom aus dem Endoplasmatischen Retikulum in das
Cytoplasma stimuliert [Darios et al. 2003]. Durch einen erhdhten
Calciumspiegel wird aus Mitochondrien Cytochrom c¢ in das Cytoplasma
abgegeben [Hajnéczky et al. 2000]. Fir Ceramide konnte ebenfalls
nachgewiesen werden, dass sie die Ausschleusung von Cytochrom c¢ aus
den Mitochondrien in das Cytoplasma bewirken [Ghafourifar et al. 1999;
Grether-Beck et al. 2003]. Cytoplasmatisches Cytochrom c¢ leitet die
Aktivierung der Caspase-9 (Caspase = Cysteinyl-Aspartate Specific
ProteASE) ein, von der aus weitere apoptotische Proteine reguliert werden
kénnen [Skulachev 1998]. Caspase-9 aktiviert Caspase-3 [Gashegu et al.
2006], Caspase-3 wiederum Caspase-6 [Wen et al. 1997]. Caspase-3 kann
neben der p65 Untereinheit von NFxB auch andere Transkriptionsfaktoren
wie z.B. AP-1 und AP-2 abbauen [Kang et al. 2001; Woenckhaus et al. 2003;
Oh und Lim 2007], Caspase-6 degradiert sehr selektiv nur den
Transkiptionsfaktor AP-2 [Nyormoi et al. 2001]. Somit kann Uber diesen
Caspase Weg der fur die ICAM-1 Transkription verantwortliche
Transkriptionsfaktor AP-2 degeneriert werden. Hierdurch wird unter anderem
die ICAM-1 Transkription gestoppt und es lasst sich erklaren, weshalb nach
UVAT1 Licht Stimulation zunachst die Transkription von ICAM-1 induziert wird,
aber durch den langsamen Deaktivierungsweg Uber die Caspasen die
Transkription nach etwa 16 Stunden wieder herunterreguliert wird [Grether-
Beck et al. 2003]. Da bei einer Bestrahlung mit UVA1 Licht auch Cholesterol
aus der Zellmembran herausgel6st wird [Grether-Beck et al. 2008], kann
Cholesterol Uber die Interaktion mit Caspase-1 [Schroeder und Hilbi 2007]
ebenfalls zu einer Aktivierung der Caspase-3 fihren [Tewari et al. 1995].
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Neben dem passiven Zelltod durch Mitochondrienruption kann auch
ein aktiver Zelltod ausgeldst werden. Hierzu bindet FasL (Fas Ligand) an
drei Fas Rezeptoren. Durch das Zusammenfihren von drei Fas Proteinen
bildet sich intrazellular durch die Trimerisierung die FADD (Fas Associated
Death Domain). Diese Domane kann durch Aktivierung der Caspase-8
wiederum die Apoptosesignalkaskade auslésen [Abbas und Lichtman 2005].
Die aktivierte Caspase-8 kann einerseits die Caspase-3 direkt aktivieren
[Abbas und Lichtmann 2005], andererseits aber auch Uber die Prozessierung
verschiedener Mediatoren (Bid und Bax) die Freisetzung von Cytochrom ¢
aus den Mitochondrien hervorrufen, wodurch die Caspase-3 Uber die
dadurch aktivierte Caspase-9 stimuliert wird [Luo et al. 1998; Kudla et al.
2000; Ge et al. 2002; Roucou et al. 2002; Werner et al. 2002]. Der Fas
Rezeptor kann auch unabhangig von seinem Liganden FasL durch UVB Licht
aktiviert werden [Aragane et al. 1998]. Weiter ist bekannt, dass durch die
Bestrahlung von UVB Licht die Expression von ICAM-1 unterdriickt werden
kann [Krutmann und Trefzer 1992].

Die Beobachtung, dass Naturstoffe auf der einen Seite
entzindungshemmende Wirkungen besitzen die auf der Inhibition
verschiedener Transkriptionsfaktoren beruhen, aber auch eine apoptotische
Wirkung auf Tumorzellen entfalten, kénnte auf deren Interaktionen mit der

Caspase-Kaskade beruhen.

Durch Rotenon wird verstarkt Cytochrom c in das Cytosol freigesetzt
und die Caspase-9 aktiviert [Li et al 2005]. Des Weiteren sind
Rotenonderivate als entzindungshemmende Substanzen [da Silva und
Parente 2002] und als Tumorhemmestoffe bekannt [Blaské et al. 1989].

Von Rocaglamiden sind ebenfalls antientziindliche Aktivitaten
beschrieben [Baumann et al. 2002; Proksch et al. 2005]. Ebenfalls ist die
apoptotische Bioaktivitdt von Rocaglamiden bekannt [Zhu et al. 2007]. Das
Rocaglamidderivat Silvestrol induziert wie Rotenon eine Freisetzung von
Cytochrom cin das Cytosol [Kim et al. 2007].
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Alkaloide von Tylophora indica setzen Cytochrom c in das Cytosol frei
[Ganguly und Khar 2002] und aktivieren dadurch die Caspase-3.
Tylophoraalkaloide sind ebenfalls gute Wirkstoffe gegen verschiedene
Krebszelllinien [Gao et al 2004] und zeigen  deutliche
entziindungshemmende Wirkung Uber eine Hemmung des AP-1
Transkriptionsfaktors [Yang et al. 2006].

Aristolochiasaure zeigt dasselbe Wirkmuster. Durch Aristolochiasaure
werden Mitochondrienmembranen permeabel gemacht und Cytochrom ¢ wird
in das Cytosol freigesetzt [Qi et al. 2007]. Durch Aristolochiasaure steigt die
Caspaseaktivitat in der Zelle an [Balachandran et al. 2005] und die Apoptose
wird eingeleitet [Takeyama et al. 2002]. Neben der starken insektiziden
Wirkung von Aristolochiasdure [Nascimento et al. 2003] besitzt

Aristolochisaure auch entzindungshemmende Eigenschaften [Moreno 1993].

In diesem Zusammenhang ist es wichtig zu bemerken, dass Rotenon,
Rocaglamide, Aristolochiasaure und Tylophoraalkaloide alle sehr stark
wirkende Insektizide sind und dass bewéahrte Targets von Insektiziden den
Cytochrom c¢ Metabolismus in der Atmungskette treffen [Limmen 1998].
Auch proteinogene Insektizide kénnen in Krebszellen Apoptose Uber die
Aktivierung der Caspase-3 auslésen [Dowling et al. 2004].

Im Rahmen das ICAM-1 Assays wurden verschiedene Triterpene und
Sterole auf ihre Fahigkeit hin untersucht, die Gentranskription von ICAM-1 zu
mindern. Auffallend gute Bioaktivitdten zeigten hierbei Derivate von Lupeol,
B-Sitosterol und Cholesterol. Cholesterol wirkt wahrscheinlich Uber die
Aktivierung der Caspase-1 [Schroeder und Hilbi 2007] wie im oben
vorgestellten Modell negativ regulierend auf ICAM-1 (Abb. 4.4.2). Lupeol
wirkt antiproliferativ Uber eine Stimulation des Caspase-6 Signalweges
[Saleem et al. 2005] und hemmt NF«B [Saleem et al. 2004]. Fir B-Sitosterol
konnte eine Stimulierung der Caspase-3 [Park et al. 2007] und eine generelle
apoptotische Wirkung [Moon et al. 2008] nachgewiesen werden.

Es ist schwer zu prognostizieren, an welchen Positionen des

Regulationsweges die hier untersuchten Triterpene bzw. Sterole wirken,
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denn die in der Literatur untersuchten erhéhten Caspase Aktivitaten sind nur
Indikatoren dafir, dass die Interaktion mit der Kaskade oberhalb dieser
Position stattfinden muss. Ein Beispiel ist Lupeol, dem nachgewiesen werden
konnte, dass es die Caspase-6 induziert [Saleem et al. 2005], weil der Fas-
abhangige Signalweg ohne den natlrlichen Liganden FasL stimuliert wird.
Eine Mdglichkeit ware z.B., dass ein in der Zellmembran eingelagertes
Triterpen drei Fas-Proteine agglutinieren kann, wodurch sich intrazellular die
FADD (Fas Associated Feath Domain) ausbildet, durch die die apoptotische
Signalkaskade aktiviert wird.

Alle anderen Angriffspunkte wie die Calciumfreisetzung oder die
Freisetzung von Cytochrom c¢ in das Cytoplasma sind ebenfalls denkbar.
Unspezifische Interaktionen mit Membranen sind auch méglich, denn durch
die Membrandestabilisierung kann Calcium aus den Endoplasmatischen
Retikulum oder Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien ins Cytosol freigesetzt

werden.

Die  Auslésung der Signalkaskade  durch  unspezifische
Wechselwirkungen mit den Membranen der Mitochondrien bzw. des
Endoplasmatischen Reticulums kdnnten eine Erklarung fur die &hnlichen
oder gleichen Bioaktivitaten der strukturell hochdiversen, jedoch ahnlich
unpolaren Triterpenderivate liefern, denen im Rahmen dieser Arbeit eine
Expressionsunterdriickung von ICAM-1 nachgewiesen werden konnten.

Einige dieser Strukturen wurden bereits in der Literatur als
Interaktionspartner mit verschiedenen Ebenen dieser Signalkaskade
beschrieben. Darunter zahlt die Asiatische Saure, die die Freisetzung von
Cytochrom c bewirkt [Hsu et al. 2005], die Betulinsaure, die an einer anderen
Stelle die Caspasen-Kaskade aktiviert [Fulda et al. 1997], die Ursolsaure, die
die Aktivierung der Caspase-3 induziert [Manu und Kuttan 2008] oder ein
Oleanolsaurederivat, welches ebenfalls die Caspase-3 Aktivierung auslést
[Reyes et al. 2006].

Weiter ist interessant zu erwadhnen, dass Derivate von Cholesterol, 3-

Sitosterol und Lupeol Bioaktivititen auf Insekten zeigen. Zwar nicht
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vergleichbar mit den Bioaktivitdten von Rocaglamiden, aber dennoch sind

stringente Parallelen zu erkennen.

Durch die Applikation von verschiedenen Vitamin D Derivaten konnte
bereits ein kausaler Zusammenhang zwischen der induzierten Apoptose und
der negativen Regulation der ICAM-1 Expression gezeigt werden [Martinesi
et al. 2008]. Dieser Befund unterstitzt die hier vorgestellte mdgliche
Regulierung der ICAM-1 Expression durch verschiedene Triterpene und
Sterole.

AbschlieBend kann zusammengefasst werden, dass der UVAT1
induzierte ICAM-1 Assay somit ein sehr guter Reporter- und Screeningassay
flr antientzindlich und apoptotisch wirkende Substanzen ist.
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4.5. NFxB Assay

NF«xB ist ein Transkriptionsfaktor, der die Transkription und somit die
Expression vieler verschiedener entziindungsrelevanter Proteine steuert. Zu
diesen Proteinen zahlen Enzyme wie Cyclooxygenasen oder Lipoxygenasen
oder auch Signalproteine wie Interleukine. Durch die Hemmung von NFxB
kénnen entzindliche Reaktionen verhindert werden. Das prominenteste
Beispiel fir einen solchen Naturstoff ist Helanin aus Arnica montana

(Asteraceae) [Hansel und Sticher, 8. Auflage].

Es ist aus der Literatur bekannt, dass Lupeol eine NFxB inhibierende
Wirkung entfaltet, wenn die Zellen mit Phorbolestern stimuliert werden
[Saleem et al. 2004]. Phorbole sind Diterpene, die Kontaktallergien auslésen
kénnen. Es gibt vier verschiedene Grundtypen: Den Lathyrantyp, den
Daphnantyp, den Tigliantyp und den Ingenantyp (Abb. 4.5.). TPA (12-
Otetradecanoyl-phorbol-13-acetate) ist vom Tigliantyp, der aufgrund seiner
Doppelbindungen kovalente Bindungen zu Proteinen ausbilden kann, die
dadurch ihre natirliche Konformationen &andern und somit ein nicht

physiologisches, kérperfremdes Antigen bilden.

TN R

Lathyrantyp Daphnantyp Tigliantyp Ingenantyp
Abb. 4.5.: Die vier verschiedenen Phorbolgrundgeriste [Rompp Lexikon Naturstoffe]

Diesen entziindungsinduzierenden Mechanismus kann Lupeol

unterdrliicken, indem die Expression von NFxB gehemmt wird.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob durch Lupeol
auch die TNFa (tumor necrosis factor Untereinheit o) — induzierte NFxB

Uberexpression gehemmt werden kann. TNFo bindet an einen Rezeptor
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(TNF-R), dieser wiederum aktiviert Uber eine intrazelluldre Signalkaskade
verschiedene Transkriptionsfaktoren. Einer dieser Transkriptionsfaktoren ist
NF«xB. Um diese Versuchsdurchfliihrung zu verifizieren, wurde gleichzeitig
eine Positivkontrolle mit Ursolsdure durchgefihrt [Shishodia et al. 2003]. Bei
der Versuchsdurchfiihrung mit Ursolsdure zeigte sich eine eindeutige Dosis-
Wirkungs-Korrelation. Bei Zugabe von 50 uM Ursolsaure wurde praktisch die
komplette NFxB abh&ngige Produktion der SEAP (secreted form of human
alkaline phosphatase) gehemmt.

Lupeol hingegen zeigte selbst in héheren Dosen keine signifikante

Abweichung zur nur mit TNFa behandelten Kontrolle.

Daher konnte gezeigt werden, dass Lupeol zwar die TPA induzierte
Uberexpression von NFkB zu hemmen vermag, jedoch nicht die TNFa
induzierte NFxB Aktivitat. Offenbar wird die TPA induzierte NFxB Induktion
Uber einen anderen Mechanismus reguliert als die TNFa induzierte Wirkung.
AuBerdem konnte somit gezeigt werden, dass Lupeol nicht direkt NFxB
hemmt, sondern die TPA-abhangige Signalkaskade, die in einer NFxB

Regulation mindet.
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4.6. Zytotoxischer Assay mit Dammarenolsaurederivaten

Alle hier getesteten Dammarenolsdurederivate wurden aus Pflanzen
der Gattung Aglaia isoliert [Eck 2004].

Tab. 4.6.: Auf Zytotoxizitat hin untersuchte Dammarenolsdurederivate

PB2 Dammarenolsaure
PB18 Methyldammarenolat
(23E)-(2085)-20,25-dihydroxy-
PB7 3,4-secodammara-4(28)-23-
dien-3-carbonsé&ure
(205,23 E)-20,25-Dihydroxy-
PB8 3,4-secodammara-4(28)-23-
diencarbonsaure
Shoreaséure (24R) bzw.
PB23 Eicheriansaure (24S)

Die Spaltung des A-Rings dieses Triterpens lauft wahrscheinlich tber
die Zwischenstufe einer Ketofunktion an Position 3, die zu einem Laktonring
Ubergeht, welcher wiederum mittels Wasserverbrauch gespalten wird
[Rosenthal et al. 1965]. Nach Spaltung des Rings wird wahrscheinlich die
Hydroxygruppe an Position 4 unter Wasserabspaltung eliminiert und es
entsteht eine Doppelbindung zwischen den Kohlenstoffatomen 4 und 23 oder
4 und 24.

Aufgrund der durch die Literatur bekannten antiviralen Bioaktivitat
[Poehland et al. 1987] wurde untersucht, ob Dammarenolsdure und einige
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ihrer Derivate auch eine zytotoxische Aktivitdt auf verschiedene humane
Krebszelllinien haben. FiOr diesen MTT Assay wurden zwei humane
Leberkarzinomzelllinien (HepG2 und Huh7), sowie eine humane
Brustkrebszelllinie (MCF7) und eine humane Darmkrebszelllinie (HCT116)
verwendet.

Der 1Cso Wert fur Dammarenolsdure liegt bei allen vier Krebszelllinien
zwischen 8 uM und 16 pM.

Methyldammarenolat zeigt nur noch bei HCT116 einen ICso Wert von
etwa 40 uM. Auf die anderen drei Krebszelllinien zeigt Methyldammarenolat
ebenfalls eine zytotoxische Wirkung, diese war aber oberhalb von 80 uM.

(20S,23E)-20,25-Dihydroxy-3,4-secodammara-4(28)-23-
diencarbonsaure hatte auf HCT116 einen 1Cso Wert bei 70 pM und auf
HepG2 einen 1Cso Wert von 30 uM. Bei den beiden anderen Krebszelllinien
(Huh7 und MCF7) wurde ein ICsy Wert oberhalb von 80 pM festgestellt.

(23E)-(205)-20,25-dihydroxy-3,4-secodammara-4(28)-23-dien-3-
carbonsaure hingegen zeigte eine Hemmung auf HepG7 mit einem ICsq Wert
oberhalb von 80 uM, aber einen etwas niedrigeren ICso Wert auf Huh7 (60
uM), MCF7 (30 pM) und HCT116 (13 puM).

Shoreasaure (24R) bzw. Eicheriansdure (24S) zeigt nur auf die
Zelllinien Huh7, MCF7 und HCT116 einen niedrigeren 1Cso Wert als 80uM.
Bei Huh7 38uM, bei MCF7 48 uM und bei HCT116 22 uM.

Dammarenolsaure zeigte bei allen Krebszelllinien die starkste
zytotoxische Bioaktivitat. Wenn die Saurefunktion an Position 2 methyliert ist,
ist nur noch eine mittelstarke Aktivitdt auf HCT116 zu registrieren. Somit
kann festgehalten werden, dass die Saurefunktion eine essentielle Rolle fir
die Zytotoxizitat dieser Triterpene spielt.

(20S,23E)-20,25-Dihydroxy-3,4-secodammara-4(28)-23-
diencarbonsdure ist an der Saurefunktion und an der Hydroxygruppe an
Positon 25 im Gegensatz zu (23E)-(20S5)-20,25-dihydroxy-3,4-
secodammara-4(28)-23-dien-3-carbonsdure nicht methyliert und es zeigen
sich komplett unterschiedliche Bioaktivitdten auf die vier verschiedenen
Zelllinien. Fir die Bioaktivitat auf die Zelllinie HepG6 ist die Saurefunktion an
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Position 2 essentiell. Fir die Aktivitat auf die Zelllinie HCT116 ist eine
lipophile Funktion and Position 24/25 fiir eine starkere Wirkung wichtig.

Shoreasaure bzw. Eicheriansdure besitzen zwar an Position 2 eine
Saurefunktion, jedoch ist bei diesen Substanzen ein Ringschluss in den
Seitenketten vorhanden, der wiederum mit einer hydrophilen Hydroxygruppe
besetzt ist. Wegen diesen strukturellen Konstellationen besitzten diese
Substanzen keine mit Dammarenolsaure vergleichbare Aktivitdt auf die
Zelllinie HepGé.

Somit kann festgehalten werden, dass flr die zytotoxische Aktivitat
eine Saurefunktion an Position 2 und eine lineare hydrophobe Seitenkette

essentiell ist.
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5. Biogenetischer Zusammenhang der isolierten
Substanzen
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Abb. 5: Biogenetischer Zusammenhang aller isolierten Substanzen

In Abb. 5 ist der biogenetische Zusammenhang der wéahrend dieser
Arbeit aus verschiedenen Pflanzen isolierten Naturstoffe dargestellt. In Tab.

5 sind die einzelnen, teilweise aufgrund fehlender Literaturinformation
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vermuteten biogenetischen Bausteine der verschiedenen Substanzen
hervorgehoben. Aus Grinden der verbesserten Darstellung der

Teilstrukturen wurde auf die explizite Hervorhebung der Stereozentren

verzichtet.
Tab. 5: Biogenetische Bausteine der einzelnen Naturstoffe
Ellagséure
@)
/4 p-Methoxy-
HO Gallussaure
3-Methyl-O-Ellagséure HO OH
Gallussaure
d /
O
l /8 p-Methoxy-
Gallussaure
3,3-Di-O-Methyl-
HO OH
Ellagséure
p-Methoxy-
Gallussaure
& /
/ /O p-Methoxy-
Gallussaure
3,3",4-Tri-O-Methyl-
0O OH
Ellagséure I
m,p-
Dimethoxy-
Gallussaure o/ ,
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Z-Coumaroyl-Taraxerol

p-Coumarsaure

OH

6 Isopreneinheiten des
Triterpens

Taraxerol

HO

6 Isopreneinheiten des
Triterpens

E-Coumaroyl-Lupeol

HO

p-Coumarsaure O
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7. Anhang

7.1. Substanztabellen

In der folgenden Tabelle (Tab. 7.1.a) sind die aus verschiedenen
Pflanzen isolierten bioaktiven Substanzen aufgelistet. In der Tabelle sind die

Stammpflanzen, das Organ, die 6kologische Einordnung, der Substanztyp

und der Verwendungszweck hinsichtlich der

aufgelistet.

untersuchten Bioaktivitat

Tab. 7.1.a: Die aus verschiedenen Pflanzen isolierten bioaktiven Substanzen

Okologische Bioaktivitat
Name der . . Substanz-
Isoliert aus Organ Einordnung festgestellt
Substanz Typ ;
der Pflanzen bei
ICAM-1
E'Cflj”girloy" Inhibition,
P Rhizophora . Insekten
: Blatter
apiculata ICAM-1
Z-Coumaroyl- . o
L Triterpen- Inhibition
upeol
ester Insekten
Z-Coumaroyl-
Taraxerol )
E-Coumaroyl- fihizophora Blatter
stylosa
Taraxerol
Taraxerol Triterpen
Lumnitzera ICAM-1
B-Sitosterol littorea Blatter Steroid Inhibition
Mangroven Insekten
Ellagsiure Diphenol- Kinasen,
9 dilakton Insekten
3-Methyl-O- Kinasen,
Ellagsaure Sonneratia Zweige Diphenol- Insekten
3,3-Di-O-Methyl- alba 9 dilakton- | Kinasen,
Ellagsaure methyl- Insekten
3,3,4-Tri-O- ether Kinasen,
Methyl-Ellagsdure Insekten
Tilirosid Blatter Flavonoid-
. glycosid
- Heritiera .
Heritol : . Sesqui-
— littoralis .
Heritonin Zweige terpen-
Vallapin lakton
Didehydroaglaiast Aglaia .
atin duppereana Bliten . Insekten
Ryanodin Nicht- Alkaloid Insekten
Ryania , Mangroven
9,21- speciosa Zweige Insekten
Didehydroryanodin P
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Weiter wurden im Rahmen dieser Arbeit einige Triterpene und Sterole
semisynthetisch hergestellt. Diese sind mit Art der Derivatisierungsreaktion

und dem Verwendungszweck in folgender Tabelle dargestellt (Tab.7.1.b).

Tab. 7.1.b: Semisynthetisch hergestellte Triterpene und Sterole

Name der . Bioaktivitat
Substanz Art der Reaktion Substanztyp untersucht bei
Benzoyl- Triterpenester ICAM-1 Inhibition
Lupeol
Benzoyl-B- Benzoylierung Steroidester ICAM-1 Inhibition
Sitosterol
Benzoyl- Steroidester ICAM-1 Inhibition
Cholesterol
Zinnamoyl- Triterpenester ICAM-1 Inhibition
Lupeol
Zinnamoyl-B- | 7,2 moylierung Steroidester ICAM-1 Inhibition
Sitosterol
Zinnamoyl- Steroidester ICAM-1 Inhibition
Cholesterol
Acetyl-Lupeol Acetylierung Triterpenester ICAM-1 Inhibition

Weitere Substanzen wurden kommerziell erworben, ums sie ebenfalls

in verschiedene Bioassays einflieBen zu lassen (Tab.7.1.c).

Tab. 7.1.c: Verschiedene flir Bioassays kommerziell erworbene Substanzen

Name der Substanz Bezugsquelle Verwendungszweck
. Synthese, ICAM-1
B-Sitosterol Fluka Inhibition, Insekten
2,2’-Dihydroxy- :
Biphenyl Fluka Kinasen, Insekten
2,3-Dihydroxy- Fluka Kinasen, Insekten
Biphenyl
2-Phenyl-Phenol Fluka Kinasen, Insekten
4.4 -plhydroxy- Fluka Kinasen, Insekten
Biphenyl
4-Phenyl-Phenol Fluka Kinasen, Insekten
5a-Cholestan Fluka ICAM-1 Inhibition
5a-Cholestan-3f3-ol Fluka ICAM-1 Inhibition
Asiatische Saure Aldrich ICAM-1 Inhibition
Benzoesaure Fluka ICAM-1 Inhibition
Benzossauremathyles Fluka ICAM-1 Inhibition
Betulinsadure Aldrich ICAM-1 Inhibition
Biphenyl-2- Fluka Kinasen, Insekten
Carbonsaure
B'lphenyl-é_l_,4 ) Fluka Kinasen, Insekten
Dicarbonsaure
Biphenyl-4- Fluka Kinasen, Insekten
Carbonsaure
Campesterol Sigma ICAM-1 Inhibition
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Synthese, ICAM-1

Cholesterol Fluka Inhibition, Insekten
Diphensédure Fluka Kinasen, Insekten
Ellagsaure Fluka Kinasen, Insekten
. Synthese, ICAM-1

Lupeol Sigma

Inhibition, NFxB-Inhibition

Oleanolsaure Sigma ICAM-1 Inhibition
p-Coumarsaure Fluka ICAM-1 Inhibition
Stigmasterol Sigma ICAM-1 Inhibition
Tetramethyl- Prof. Dr. Wenhan Ki
- . inasen
ellagsdure Lin
Ursolsaure Fluka ICAM-1 Inhibition NFB-
Inhibition
Zimtsdure Fluka Kinasen, Insekten
Zimtsduremethylester Fluka ICAM-1 Inhibition

Da in der institutseigenen Substanzbibliothek weitere Triterpen- und
Steroidderivate vorhanden waren, flossen diese ebenfalls in verschiedene
Bioassay ein (Tab. 7.1.d).

Tab. 7.1.d: verschiedene Substanzen aus der institutseigenen Substanzbiblithek, die in

verschiedene Bioassays eingeflossen sin

Name der Substanz

Herkunft

Verwendungszweck

Cabraleol

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition

Dammarenolsdure

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition,
Zytotoxizitat

7-Hydroxycholesterol-
peroxide

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition

14-Dehydroergosterol

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition

24,25-Dihydroxy-5a-
dammar-20-en-3on

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition

40,14-Dimethyl-9,19-
cyclocholestan-
3B,240,25-triol

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition

(23E)-(2095)-20,25-
dihydroxy-3,4-
secodammara-4(28)-23-
dien-3-carbonséaure

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition,
Zytotoxizitat

(20S,23E)-20,25-
Dihydroxy-3,4-
secodammara-4(28)-23-
diencarbonsaure

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition,
Zytotoxizitat

24,25-Epoxycycloartenol

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition

24,25-Epoxy-dammar-
20-en-3-on

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition

5a,8a-epidioxy-24-
ethylcholesta-6,22-dien-
3p-ol

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition

5a,8a-epidioxy-24-
ethylcholesta-5-en-3f-ol

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition

Ergosterol-Peroxid

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition

16-Hydroxyscalarolide

Institutseigene

ICAM-1 Inhibition
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Substanzbibliothek

Lichesterol

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition

Lupeon

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition

8-en-3B-ol

4o-Methyl-5a-Cholesta-

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition

Methyldammarenolat

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition,
Zytotoxizitat

Niloticin

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition

29-Norcycloartenol

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition

Piscidinol A

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition

Scalaroside

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition

Shoreaséaure (24R) bzw.
Eicheriansaure (24S)

Institutseigene
Substanzbibliothek

ICAM-1 Inhibition,
Zytotoxizitat

7.2. Rohdaten der Quantifizierungen

7.2.1. Quantifizierung von Ellagsaurederivaten in Zweigen von

Sonneratia alba (Sonneratiaceae)

Tab. 7.2.1.a: Quantitative Analyse der Ellagsaurederivate in Zweigen von Sonneratia alba

(1)

Frischgewicht = Trockengewicht
Rinde
Biomaterial in g Extrakting in %
1,231 0,1101 8,94%
Holz
Biomaterial in g Extraktin g in %
3,6854 0,0093 0,25%
Standard: |  Ellagséure |
Einspritzvolumen
Konzentration in mg/ml Flache in pl
0,1 12463773 20
Flachen-
auf 10 pl Einspritzvolumen berechnet: = | 6231886,5 | einheiten
Pro 0,1 mg
Faktorberechnung wegen Abweichungen des Faktor
Molekulargewichtes
Ellagsaure 302 g/mol 1,00
3-Methyl-O-Ellagsaure 316 g/mol 0,96
3,3-Di-O-Methyl-Ellagséure 330 g/mol 0,92
3,3,4-Tri-O-Methyl-Ellagséure 344 g/mol 0,88
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Formeln zur Berechnung:

mg absolut (faktorbereinigt):

(Gemessene Flache bei 2 mg Extrakt pro ml) * (0,1 mg) / (gemessene Flache
bei 0,1 mg Ellagsédure bei Einspritzvolumen von 10ul) * (derivatspezifischer
Faktor)

Prozentualer Anteil im Extrakt:
(mg absolut im Extrakt (faktorbereinigt)) / 2 *100

Prozentualer Anteil im Biomaterial:
(prozentualer Anteil im Extrakt) * (prozentualer Anteil des Extrakies im
Biomaterial)

Tab. 7.2.1.b: Quantitative Analyse der Ellagsdurederivate in Zweigen von Sonneratia alba

(2)

Rinde
Konzentration des Extraktes in mg/ml Einspritzvolumen in pl
2 10
Flache in 2mg mg absolut in % im in % im
Extrakt/ml (faktorbereinigt) | Extrakt | Biomaterial
Ellagsaure 1366825 0,0219 1,097% | 0,09808%
3-Methyl-O-
Ellagséure 209450 0,0032 0,161% | 0,01436%
3,3-Di-O-Methyl-
Ellagsaure 1847221 0,0271 1,356% | 0,12131%
3,3,4-Tri-O-Methyl-
Ellagséure 2890226 0,0407 2,036% | 0,18208%
Holz
Einspritzvolumen in
Konzentration des Extraktes in mg/ml ul
2 10
Flache in absolut mg in% im | in % im
2mg/ml (faktorbereinigt) Extrakt | Biomaterial
Ellagséure 594201 0,0095 0,477% | 0,00120%
3-Methyl-O-Ellagséure 214096 0,0033 0,164% | 0,00041%
3,3’-Di-O-Methyl-
Ellagséure 2320882 0,0341 1,704% | 0,00430%
3,3,4-Tri-O-Methyl-
Ellagsaure 1336536 0,0188 0,941% | 0,00238%
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Folgendes Substanzverhaltnis zwischen Rinde und Kernholz konnte

ermittelt werden:

Ellagsaure
3-Methyl-O-Ellagsaure
3,3’-Di-O-Methyl-Ellagsaure
3,3’,4-Tri-O-Methyl-Ellagsaure

Rinde

81,5 zu
34,7 zu
28,2 zu
76,6 zu

7.2.2. Quantifizierung von Taraxerolderivaten in den Blattern von

Rhizophora stylosa (Rhizophoraceae)

Tab. 7.2.2.: Berechnung der Quantifizierung von Taraxerolderivaten in Rhizophora stylosa

Ruckberechnung fur Quantifizierung von
Rhizophora stylosa

Spot 1 6,7 mg 54,92%

Spot 2 2,3 mg 18,85%

Spot 3 3,2 mg 26,23%
12,2 mg

Zusammensetzung nach Auswertung des "HNMR Spektrums

Spot 1 Fettsdure(n) | 100%
. 70,00 Z-Coumaroyl- 30,00
Spot 2 Fettsdure(n) % Taraxerol %
" 30,00 E-Coumaroyl- 23,33 46,67
Spot 3 Fettséaure(n) % Taraxerol % Taraxerol %
Fettsaure(n) 9,27 mg 75,98%
Z—_(?oumaroyl— 0,69 mg 5,66%
araxerol
E-Coumaroyl- 0,75 mg 6,12%
Taraxerol
Taraxerol 1,49 mg 12,24%
12,20 mg
folgende Angaben wurden gemessen:
in %
Frischgewicht 100,00
(FG) 9,9892 g %
Trockengewicht o
(TG) 2,4199 g 24,23%
Kutikula (K) 0,7148 g 7,16%
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Substanzen +

Fette der 0,5440 g 5,45%
Kutikula (S+F)
in ppm
S+F K TG FG o)

Fettsaure(n) | 75,98% | 57,83% | 17,08% | 4,14% 413,80

ZCoumaroyl- | g one | 430% | 127% | 0.31% 30,80
Taraxerol

E'goumaroy" 6,12% | 466% | 1,38% | 0,33% 33,33
araxerol

Taraxerol 1224% | 932% | 2,75% | 0,67% 66,66

Taraxerol- 24.02% | 18,28% | 5,40% 1,31% 130,79

derivate gesamt

7.3.

Tabellarische Auflistungen der

Insektenbioassayergebnisse

Im Folgenden werden die erhobenen Insektenassaydaten dargestellt,

auf denen basierend die Statistiken im Ergebnisteil erstellt wurden. Die

Gewi

Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

chte sind jeweils in mg angegeben.

7.3.a: Repellenter Effekt von Ellagsaure in einem Wahl-Versuch
7.3.b: Langzeit-Versuch mit Ellagsaure mit einer Konzentration von 20
ppm

7.3.c: Verschiedene Versuchsanséatze mit verschiedenen
Ellagsaurekonzentrationen

7.3.d: Insekten Biotest Ergebnisse mit verschiedenen
Ellagsaurederivaten

7.3.e: B-Sitosterol Langzeitversuch: Gewichte der Kontrollgruppe
(Raupen)

7.3.f: B-Sitosterol Langzeitversuch: Gewichte der mit 300 ppm j3-
Sitosterol gefitterten Insekten (Raupen)

7.3.9: B-Sitosterol Langzeitversuch: Berechnung der
Standardabweichungen

7.3.h: B-Sitosterol Langzeitversuch: Auftreten, Messung und

statistische Bewertung der Puppen und der Puppengewichte
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Tab. 7.3.i: B-Sitosterol Langzeitversuch: Durchschnittliche
Entwicklungsdauer vom Schlipfen bis zur Verpuppung, vom
Schlipfen bis zum Falter und statistische Bewertung der Ergebnisse

Tab. 7.3.j: B-Sitosterol Langzeitversuch: Frischgewichte der toten Falter und
statistische Bewertung dieser Ergebnisse

Tab. 7.3.k: B-Sitosterol Langzeitversuch: Zeit und Menge der Eiablage in
mg sowie der Anzahl der geschllpften Neonates

Tab. 7.3.I: Bioaktivitatsvergleich zwischen B-Sitosterol, Cholesterol, 5a-
Cholestan-3p-ol und 5a-Cholestan

Tab. 7.3.m: Bioaktivitatsvergleich zwischen Z- und E-Coumaroyl-Lupeol

Tab. 7.3.n: Bioassaydaten von Didehydroaglaiastatin bei verschiedenen
Konzentrationen

Tab. 7.3.0: Bioassaydaten von Ryanodin bei verschiedenen
Konzentrationen

Tab. 7.3.p: Bioassaydaten von 9,21-Didehydroryanodin bei verschiedenen
Konzentrationen

Tab. 7.3.q: Bioassaydaten von Heritol, Heritonin und Vallapin bei einer
Konzentration von 215 ppm

Tab. 7.3.a: Repellenter Effekt von Ellagséure in einem Wahl-Versuch
urspriingliches Gewicht eines Futterstiickes: 754,55

Verhéltnis zwischen
den verzehrten
Gewichten
(Verum/Placebo)

Verum | Placebo

20 ppm restliches Gewicht 683,61 | 677,66 1,08
verzehrtes Gewicht 70,94 76,89

40 ppm restliches Gewicht 635,67 | 728,22 0,22
verzehrtes Gewicht 118,88 26,33

60 ppm restliches Gewicht 705,15 | 658,24 1,95
verzehrtes Gewicht 49,4 96,31

80 ppm restliches Gewicht 705,72 | 659,72 1,94
verzehrtes Gewicht 48,83 94,83

100 ppm restliches Gewicht 721,08 | 668,31 2,58
verzehrtes Gewicht 33,47 86,24
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Tab. 7.3.b: Langzeit-Versuch mit Ellagsure mit einer Konzentration von 20 ppm
30 Neonates als Kontrollgruppe
30 Neonates mit 20 ppm Ellagsaure

Kontrollgruppe | 20 ppm Ellagséure
Uberlebende 22 20
Gesamtgewicht in mg 15,07 8,62
Durchschnittsgewicht in mg 0,68 0,43
Uberlebensrate 100 91
Gewichtsrate 100 63

Tab. 7.3.c: Verschiedene Versuchsansatze mit verschiedenen Ellagsdurekonzentrationen

Kontrollgruppe | 108 ppm | 215 ppm | 323 ppm
1 26,1 5 2,1 1,2
2 21,5 8,3 1,6 1,4
3 10,2 10,2 1,94 1,41
4 12,9 5,3 2,6 1,2
5 20,8 9 1,9 1,9
6 52 8,2 1,5
7 23 9,3 29
8 28,6 6,1 1,3
9 19,8 55 0,6
10 16 2,75 1,5
Anzahl der Uberlebenden 10 10 10 5
Durchschnittsgewicht 18,4 7,0 1,8 1,4
Standardabweichung 7,30 2,37 0,66 0,29
Standardabwelchung des 2.31 075 0.21 0.13
Mittelwertes
Gewichtsrate 100,00 37,83 9,74 7,72
Uberlebensrate 100,00 100,00 100,00 50,00
T-Test zur Kontrolle 4,72 7,17 7,36
T-Test Signifikanz
>99% 2,878 +4++ +4++ +4+
>98% 2,552 +++ +++ +++
>95% 2,101 +++ +++ +++

Tab. 7.3.d: Insekten Biotest Ergebnisse mit verschiedenen Ellagsdurederivaten

)
5
: (@] >
Q o | & | £
o (0] ()] 1 O o
SR AEAEAr:
>
s | 5|0 | 5|28
[e) kol =
pust (] e ©
S | T | 2|2 |5@
o < e) <
X QO o ™
= | 0w
© ™
()
29,5
15,7
18,2
20,3




226

Anhang

20,6
17,4
16,8
16,5
16,6
5,2
19,2 | 3,67 | 13,5 | 10,8 | 4,9
21,3 47 | 115|106 | 4,6
20,3 23 | 159 | 8,7 41
23,9 29 | 211 | 3,6 3,1
16,4 2 15,6 | 5,6 3,7
18,1 1,6 | 17,9 7 4
17,9 25 | 199 | 21 49
16,1 1,3 4,9 14 2
13,4 0,2 | 10,9 | 5,3 0,9
14 14,3
Mittelwert 17,9 24 | 146 | 8,2 3,6
Standardabweichung 4,67 | 1,32 | 5,03 | 4,20 | 1,36
Standardabweichung des
Mittelwertes 9 1,48 | 0,42 | 1,59 | 1,33 | 0,43
prozentuales Gewicht 100,00|13,16 | 81,58 45,89 | 20,02
10,10| 1,52 | 4,87 | 9,28
T-Test Signifikanz
>99% 2,878 | +++ --- +++ | +++
>98% 2,552 | +++ --- +++ | +++
>95% 2,101 | +++ --- +++ | +++

Tab. 7.3.e: B-Sitosterol Langzeitversuch: Gewichte der Kontrollgruppe (Raupen)

Kontroll- | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag | Tag
gruppe 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
1 16,3 | 16,6 | 67,1 | 81,6 | 230,7 | 366,2 | 530,5 | 984,4 | 1406,2 | 1757,8 | 593,3 | 527,7 | 530,8 | 646,5
2 16,4 | 18,3 | 69,1 | 84,5 |235,7 | 371,6 | 535,7 | 1084,8 | 1460,7 | 1621,8 | 603,8 | 559,0 | 562,6 | 521,7
3 16,9 | 19,7 | 69,2 | 88,6 |265,6 | 383,5 | 545,2 | 1126,8 | 1545,5 | 1565,5 | 1523,0 | 581,9 | 554,0
4 16,9 | 19,9 | 70,3 | 101,1 | 272,8 | 391,8 | 560,3 | 1164,4 | 1565,7 | 2012,8 | 1565,0 | 600,6 | 559,0
5 17,5 | 20,8 | 73,1 | 105,1 | 278,8 | 398,7 | 584,5 | 1208,2 | 1586,2 | 1998,3 | 1686,6 | 607,1 | 602,5
6 17,9 | 22,7 | 78,2 | 106,9 | 308,5 | 416,0 | 601,2 | 1215,7 | 1666,3 | 1989,2 | 1778,3 | 649,4 | 553,0
7 18,2 | 30,0 | 83,8 | 148,5 | 369,2 | 421,2 | 669,4 | 1362,9 | 1681,4 | 1889,1 | 1822,2 | 654,4 | 673,1
8 20,4 | 34,4 | 87,9 | 152,2 | 386,7 | 425,8 | 860,8 | 1386,6 | 1811,4 | 1904,5 | 1830,8 | 657,0 | 617,7
9 21,7 | 37,6 | 88,5 | 157,2|392,2 | 461,2 | 967,6 | 1441,1 | 1811,9 | 1654,2 | 1851,7 | 1256,7
10 28,0 | 46,6 | 108,2 | 212,5 | 399,1 | 490,3 | 981,0 | 1458,8 | 1832,5 | 1955,6 | 2402,1 | 1352,0
Mittelwert | 19 27 80 124 | 314 | 413 | 684 | 1243 | 1637 | 1835 | 1566 745 582 | 584
Stabw 36 | 10,0 | 129 | 42,3 | 66,7 | 39,4 | 181,7 | 161,4 | 150,0 | 170,3 | 562,7 | 298,8 | 46,5 | 88,2
SEM 1,1 3,2 41 13,4 | 21,1 12,5 | 57,4 51,0 47,4 53,9 177,9 94,5 14,7 | 27,9
% Gew. | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0
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Tab. 7.3.f: B-Sitosterol Langzeitversuch: Gewichte der mit 300 ppm B-Sitosterol gefiitterten
Insekten (Raupen)

300
ppm Ta

g Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag
B- | Tag6 | Tag7 | Tag8 | Tag9 | 4 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Sitost
erol
1 15 | 13 5 96 | 194 | 479 | 61,9 | 1601 | 271,1 | 3165
2 42 | 16 | 108 | 154 | 461 | 483 | 1758 | 274,7 | 3259 | 727,5 | 707,2 | 601,5 | 5136
3 76 | 87 | 122 | 425 | 493 | 1335 | 2008 | 3445 | 6778 | 157 | )% | 1% | 571 | 5257
4 87 | 86 | 276 | 632 | 108 | 2654 | 3429 | 4698 | sos2 | 350 | 1408 | 127 | 5673 | 6252
5 88 | 107 | 283 | 637 | 1158 | 2743 | 3518 | 5175 | 1002 | 1392 | 1999, | 1926, ) 1189 | 5 4 | 595
6 95 | 122 | 81 | 666 | 1298 | 2865 | 3627 | 5a97 | 1097 | 1438 | 169 | 1657, 1 1195 | 5491 | 4965
7 | 105 | 126 | 31 | 673 | 1385 | 2029 | 3628 | s57,7 | 1099 | 1474 | 1695 | 1749, 1 1246, | y5p5 | 5347
8 | 109 | 132 | 324 | 684 | 1462 | 2066 | 3952 | 5604 | 1% | 140 | 4729 | 101 | 1998 | 6515 | 00T,
9 | 146 | 145 | 469 | 689 | 2161 | 3575 | 4966 | %% | 1572 | 1770, | 1802, 1 1812, ) 1488, | 1103, | 5785 | 4941
10 17 | 308 | 697 | 1686 | 309,7 | 365 | 1035 | 1564, | 1677, | 1910, | 1855, | 2001, | 1726, | 54, | 5204 | 462

9 3 2 1 3 5 8

Muell o 11 20 | 63 | 136 | 237 | 389 | 604 | 1002 | 1316 | 1507 | 1497 | 1084 | 738 | 621 | 478
Stabw | 45 | 85 | 188 | 432 | 1089 | 1175 | 2572 | 410,4 | 5174 | 469,5 | 3759 | 435 | 4385 | 374,6 | 189,7 | 22,7
SEM | 14 | 27 | 59 | 137 | 344 | 372 | 81,3 | 1298 | 1636 | 1485 | 1253 | 145 | 1462 | 1249 | 632 | 7.6
GZ"W 49,1 | 409 | 371 | 512 | 434 | 574 | 56,8 | 486 | 61,2 | 71,7 | 962 | 201,1 | 186,4 | 1264

Tab. 7.3.g: B-Sitosterol Langzeitversuch: Berechnung der Standardabweichungen

Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Signifikanz T-Test | 5,31 | 3,78 | 6,94 | 3,15 | 4,39 | 448 | 296 | 458 | 3,72 | 328 | 0,27 | 45 36 | 1,26
mit p >99%

signifikant +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - +++ +++ -
2,878
mit p >98%

signifikant +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - +++ +++ -
2,552
mit p >95%

Signifikant +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - +++ +++ ===
2,101

Tab. 7.3.h: B-Sitosterol Langzeitversuch: Auftreten, Messung und statistische Bewertung der

Puppen und der Puppengewichte
Kontrollgruppe Tag 18 | Tag19 | Tag 20
1 505,6 534,8 505,0
2 557,1 515,1 638.,6
3 584,5
4 542,5
5 613,3
6 5422
7
8
9
10
Anzahl der Puppen 2,0 6,0 2,0
Mittelwert 531,4 555,4 571,8
Stabw 36,4 36,3 94,5
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SEM 11,5 11,5 29,9 | |
% Gew. 100,0 100,0 100,0
300 ppm B-Sitosterol | Tag18 | Tag19 | Tag20 | Tag21 | Tag 22
1 539,8 504,8 590,6 460,5
2 4671 494,2 480,4
3 507,5
4 516,7
5
6
7
8
9
10
Anzahl der Puppen
Mittelwert 539,8 486,0 527,3 470,5
Stabw 26,7 43,2 14,1
SEM 8,9 14,4 4,7
% Gew. 97,2 85,5 - -
T-Test zur Kontrolle 2,45962099
mit p >99% signifikant
2,878
mit p >98% signifikant
2,552
mit p >95% signifikant +++
2,101

Tab. 7.3.i: B-Sitosterol Langzeitversuch: Durchschnittliche Entwicklungsdauer vom Schliipfen
bis zur Verpuppung, vom Schllpfen bis zum Falter und statistische Bewertung der

Ergebnisse
Durchschnittliche Entwicklungszeit bis zur Verpuppung in
Tagen

Kontrollgruppe 300 ppm B-Sitosterol

18,0 19,0

18,0 20,0

19,0 20,0

19,0 21,0

19,0 21,0

19,0 21,0

19,0 21,0

19,0 22,0

20,0 22,0

20,0

Mittelwert 19,0 20,8

Stabw 0,7 1,0

SEM 0,2 0,3
Durchschnittliche Entwicklungszeit zum Falter in Tagen
Kontrollgruppe 300 ppm B-Sitosterol

27,0 27,0

27,0 29,0

27,0 29,0

27,0 29,0
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28,0 29,0
28,0 29,0
28,0 30,0
29,0 31,0
29,0 31,0
30,0
Mittelwert 28,0 29,3
Stabw 1,1 1,2
SEM 0,3 0,4
Entwicklungszeit (in Tagen) bis Puppe | bis Falter
T-Test zur Kontrolle 4,77 2,60
mit p >99% signifikant +++
2,878
mit p >98% signifikant +++ +++
2,552
mit p >95% signifikant +++ +++
2,101

Tab. 7.3.j: B-Sitosterol Langzeitversuch: Frischgewichte der toten Falter und statistische

Bewertung dieser Ergebnisse

Frischgewichte der toten Falter
Kontrollgruppe 300 ppm B-Sitosterol
186,2 75,1
133,5 130,9
203,6 114,8
145,5 93,7
163,3 115,8
274 146,8
189,1 128,5
185,3 170,3
174,7 140,4
177,9
Mittelwert 183,31 124,03
Stabw 38,15 28,42
SEM 12,06 8,99
%Gew 100,00 67,66
%Uberlebende 100,00 70,00
T-Test zur Kontrolle 3,94
T-Test Signifikanz
>99% 2,878 +4++
>98% 2,552 +4++
>95% 2,101 +4+

Tab. 7.3.k: B-Sitosterol Langzeitversuch: Zeit und Menge der Eiablage in mg sowie der

Anzahl der geschlipften Neonates

Eiablage Vergleich
Kontrollgruppe Tag30 | Tag31 | Tag32 | Tag33 | Tag34 | Tag35 | Tag 36
mg Eier 42,75 57,61 139,63 | 128,4 62,27 16,98 49,07




230 Anhang

Neonates 26 260 390 300
wann geschliipft | Tag35 | Tag34 | Tag35 | Tag 36
akkumuliert mg
Eier 100,36 | 239,99 | 368,39 | 430,66 | 447,64 | 496,71 100%
akkumuliert
Neonates 26 286 676 976 976 976 976 100%
300 ppm B-
Sitosterol Tag30 | Tag31 | Tag32 | Tag33 | Tag34 | Tag35 | Tag 36
mg Eier 28,87 9,58 45,48 53,92 77,38
Neonates 1 2
wann geschlipft Tag 36 | Tag 36
akkumuliert mg
Eier 28,87 38,45 83,93 | 137,85 | 215,28 43,3%
akkumuliert
Neonates 1 3 3 0,31%

Tab. 7.3.I: Bioaktivitatsvergleich zwischen 3-Sitosterol, Cholesterol, 5a-Cholestan-33-ol und
5a-Cholestan

Kontroll- - 5a-Cholestan- 5a-
gruppe Sitogterol Cholesterol 3B-ol Cholestan
18,6 7,6 5,3 18,1 3,7
19,5 4,6 11,5 6 1,5
18,4 12,6 13,8 13,4 8,8
14 12,3 11,5 8,9 2,1
12,3 12 3,1 8,4 2,2
14 5,9 14,8 10,4 5,4
16,3 8,9 12,8 7.1 5,9
14,8 15 17,6 5,5
14,2 10,2 12,2 1,3
13,8 12,9
Mittelwert 15,6 10,2 11,4 10,3 4,0
Stabw 2,46 3,37 4,53 4,18 2,53
SEM 0,78 1,06 1,43 1,32 0,80
%Gew 100 65 73 66 26
Terest aur 4,09 2,57 3,43 10,34
ontrolle
T-Test
Signifikanz
>99% 2,878 +++ --- +++ +++
>98% 2,552 +++ +++ +++ +++
>95% 2,101 +++ +++ +++ +++

Tab. 7.3.m: Bioaktivitdtsvergleich zwischen Z- und E-Coumaroyl-Lupeol

Kontrollgruppe
Z-Coumaroyl-Lupeol
E-Coumaroyl-Lupeol

11,55

©
»
o
(o]




Anhang

231

8,7 |572| 4
8,7 | 65| 4,3
10,3 | 9,4 | 2,84
126 | 8,7 | 5,7
86 | 25|45
6,7 | 4,3
5
7,2
Mittelwert 88 | 65|45
Stabw 2,39 |12,55[1,11
SEM 0,76 [0,81(0,35
%Gew 100 | 74 | 51
T-Test zur
Kontrolle 207515
T-Test
Signifikanz
>99% 2,878 | --- | +++
>98% 2,552 | --- | +++
>95% 2,101 | --- | +++

Tab. 7.3.n: Bioassaydaten von Didehydroaglaiastatin bei verschiedenen Konzentrationen

Kontrollgruppe | 5,5 ppm | 11 ppm | 22 ppm
13,90 0,19 0,13 0,06
12,70 0,21 0,23
12,50 0,11 0,24
16,40 0,25
14,60 0,30
10,40 0,22
10,60 0,17
10,80 0,19
15,20
14,80
Mittelwert 13,19 0,21 0,20 0,06
Stabw 2,12 0,06 0,06
SEM 0,67 0,02 0,02
%Gew 100,00 1,55 1,52 0,55
%Uberlebende 100,00 80,00 30,00 10,00
Terest aur 1939 | 19,39 | 19,61
ontrolle
T-Test Signifikanz
>99% 2,878 +4++ +++ +4++
>98% 2,552 +++ +4++ +++
>95% 2,101 +++ +4++ +++

Tab. 7.3.0: Bioassaydaten von Ryanodin bei verschiedenen Konzentrationen

Kontroll-
gruppe 0,22 ppm | 1,1 ppm | 22ppm | 11 ppm | 22 ppm
12,30 12,60 12,60 6,00 2,50 0,40
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10,60 10,10 10,30 10,60 1,10 0,40
11,20 11,20 11,30 8,30 0,40 0,30
12,40 10,80 10,60 10,50 1,30 0,10
12,90 15,30 15,30 7,20 0,50 0,20
8,80 12,70 12,10 1,70 0,20 0,20
10,90 17,50 17,50 2,00 0,30
12,00 12,10 12,10 6,40
10,70 14,70 13,60
14,20 11,30 11,30
Mittelwert 11,60 12,83 12,67 6,59 0,90 0,27
Stabw 1,49 2,32 2,25 3,38 0,82 0,12
SEM 0,47 0,73 0,71 1,07 0,26 0,04
%Gew 100,00 110,60 109,22 56,79 7,76 2,30
%Uberlebende | 100,00 100,00 100,00 80,00 70,00 60,00
T-Test zur
Kontrolle 1,41 1,25 4,29 19,88 23,94
T-Test
Signifikanz
>99% 2,878 --- --- +++ +++ +++
>98% 2,552 --- --- +++ +++ +++
>95% 2,101 +++ +++ +++

Tab. 7.3.p: Bioassaydaten von 9,21-Didehydroryanodin bei verschiedenen Konzentrationen

Kontroll- 0,22 1,1 2,2 11 22
gruppe ppm ppm | ppm | ppm | ppm
12,30 13,70 | 6,40 | 8,00 | 0,60 | 0,50
10,60 10,50 | 4,60 [13,40| 0,20 | 0,40
11,20 8,50 5,30 | 4,80 | 0,50
12,40 5,60 5,00 | 9,80
12,90 5,90 7,10 [10,30
8,80 7,60 4,40 [ 14,40
10,90 5,00 10,50
12,00 3,10 6,60
10,70 2,60 7,70
14,20 2,50
Mittelwert 11,60 6,50 5,47 1 9,50 | 0,43 | 0,45
Stabw 1,49 3,64 1,07 | 3,10 | 0,21 | 0,07
SEM 0,47 1,15 0,34 | 0,98 | 0,07 | 0,02
%Gew 100,00 56,03 |47,13[81,90| 3,74 | 3,88
%Uberlebende | 100,00 100,00 |60,00|90,00 30,00 20,00
T-Test zur
Kontrolle 4,10 [10,58]| 1,93 | 23,44 | 23,60
T-Test
Signifikanz
>99% 2,878 +++ +++ — +++ | +++
>98% 2,552 +++ +++ --- +++ | +++
>95% 2,101 +++ +++ - +++ | +++
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Tab. 7.3.q: Bioassaydaten von Heritol, Heritonin und Vallapin bei einer Konzentration von

215 ppm
Kontroll- 215 215 ppm 215
gruppe prm Heritonin |, PP
eritol Vallapin
33,00 | 19,50 10,70 15,20
38,20 | 20,60 9,10 32,20
38,20 | 21,00 16,60 31,20
25,00 | 29,00 4,90 28,40
37,10 | 22,50 | 41,30 30,50
25,10 | 20,00 14,30 50,70
51,30 | 14,30 14,50 39,40
30,80 | 17,90 14,60 16,00
31,00 | 18,20 14,10 28,60
34,70 | 20,10 15,90 30,10
Mittelwert 34,44 | 20,31 15,60 30,23
Stabw 7,62 3,77 9,71 10,23
SEM 2,41 1,19 3,07 3,24
%Gew 100,00 | 58,97 | 45,30 87,78
%Uberlebende | 100,00 |100,00| 100,00 | 80,00
TkTeSt 2ur 525 | 483 | 1,04
ontrolle
T-Test
Signifikanz
>99% 2,878 +4++ +4++ -—-
>98% 2,552 +++ +++ ---
>95% 2,101 +++ +++ ---

Tab. 7.3.r: Bioassaydaten flr den ersten Testscreen (verschiedene Mangrovenarten und

Organe) mit mathanolischen Extrakten bei 2200 ppm

Anzahl der mg mgpro |
Raupen gesamt Raupe | Uberlebensrate | Gewichtsrate
Kontrolle 18,50 93,66 5,06 100,00 100,00
Avicennia marina Blatter 16,00 14,44 0,90 86,49 17,83
Rhizophora apiculata Blatter 16,00 15,87 0,99 86,49 19,59
Lumnitzera littorea Bléatter 19,00 20,60 1,09 102,70 21,48
Lumnitzera littorea Zweige 19,00 20,77 1,09 102,70 21,59
Sonneratia ovata Blatter 18,00 22,11 1,23 97,30 24,26
Sonneratia alba Zweige 16,00 20,23 1,26 86,49 24,97
Rhizophora mucronata Zweige 18,00 23,12 1,28 97,30 25,37
Rhizophora mucronata Blétter 17,00 25,24 1,48 91,89 29,33
Laguncularia racemosa
Zweige 18,00 28,45 1,58 97,30 31,22
Barringtonia racemosa Blatter 17,00 28,23 1,66 91,89 32,80
Sonneratia alba Blatter 17,00 28,95 1,70 91,89 33,64
Sonneratia ovata Zweige 14,00 26,47 1,89 75,68 37,35
Lumnitzera racemosa Blatter 17,00 32,70 1,92 91,89 37,99
Laguncularia racemosa Blatter 18,00 43,99 2,44 97,30 48,27
Kandelia candel Blétter 19,00 47,35 2,49 102,70 49,22
Lumnitzera racemosa Zweige 18,00 50,39 2,80 97,30 55,30
Xylocarpus granatum Bléatter 20,00 74,15 3,71 108,11 73,23
Bruguiera sexangula Blatter 20,00 80,49 4,02 108,11 79,49
Pluchea indica Zweige 16,00 65,79 4,11 86,49 81,22
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Sonneratia caseolaris Blatter 17,00 77,96 4,59 91,89 90,58
Bruguiera sexangula Zweige 18,00 83,86 4,66 97,30 92,02
Bruguiera gymnorrhiza Blatter 19,00 93,68 4,93 102,70 97,39
Pluchea indica Blatter 18,00 93,30 5,18 97,30 102,38
Rhizophora apiculata Zweige 17,00 88,68 5,22 91,89 103,04
Xylocarpus granatum Zweige 18,00 97,12 5,40 97,30 106,57
Kandelia candel Zweige 17,00 92,31 5,43 91,89 107,25
Avicennia marina Zweige 19,00 103,49 5,45 102,70 107,59
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7.4. NMR Spektren

7.4.1. NMR Spektren der Ellagsaurederivate
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Abb. 7.4.1.a: "THNMR Spektrum von Ellagsaure in MeOH-d, bei 500 MHz (Werte der
chemischen Verschiebungen siehe Tab. 3.1.1.a)
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Abb. 7.4.1.b: "THNMR Spektrum von 3-Methyl-O-Ellagsaure in MeOH-d, bei 500 MHz (Werte
der chemischen Verschiebungen siehe Tab. 3.1.1.a)
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Abb. 7.4.1.c: 'HNMR Spektrum von 3,3-Di-O-Methyl-Ellags&ure in MeOH-dj bei 500 MHz
(Werte der chemischen Verschiebungen siehe Tab. 3.1.1.a)
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Abb. 7.4.1.d: '"HNMR Spektrum von 3,3’,4-Tri-O-Methyl-Ellagsaure in MeOH-d, bei 500 MHz
(Werte der chemischen Verschiebungen siehe Tab. 3.1.1.a)
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7.4.2. NMR Spektrum von B-Sitosterol
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Abb. 7.4.2.: "HNMR Spektrum von B-Sitosterol in DMSO-ds bei 500 MHz (Werte der
chemischen Verschiebungen siehe Tab. 3.2.1.a)
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7.4.3. NMR Spektren von Z-Coumaroyl-Lupeol, E-Coumaroyl-
Lupeol, Z-Coumaroyl-Taraxerol und E-Coumaroyl-Taraxerol
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Abb. 7.4.3.a: '"HNMR Spektrum von Z-Coumaroyl-Lupeol in DMSO-d; bei 500 MHz (Werte
der chemischen Verschiebungen siehe Tab. 3.3.a)
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der chemischen Verschiebungen siehe Tab. 3.4.b)
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7.4.4. NMR Spektren der semisynthetischen Lupeol-, Cholesterol-

und B-Sitosterol — Derivate
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7.4.5. NMR Spektren der insektiziden Vergleichssubstanzen
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7.4.6. Weitere Naturstoffe aus Mangroven
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Abb. 7.4.6.c: 'HNMR von Heritonin in MeOH-d, bei 500 MHz (Werte der chemischen

Verschiebungen siehe Tab. 3.8.1.2.b)
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7.5. Kooperationspartner

Far die Beschaffung des Pflanzenmaterials der Mangroven und die

Erhebung verschiedener Bioassayergebnisse wurden Kopperationen mit

folgenden Partnern durchgefiihrt (Tab. 7.5.):

Tab. 7.5.: Kooperationspartner

Sammlung der
Mangrovenpflanzen und
Bereitstellung der
wissenschaftlichen
Infrastruktur fir
Laborarbeiten wahrend der
Forschungstatigkeiten in
Peking

Prof. Dr. Wenhan Lin
National Research Laboratories of
Natural and Biometric Drugs
Universitat Peking
100083 Peking
Volksrepublik China

ICAM-1 Bioassay

PD Dr. Susanne Grether-Beck
Institut fir umweltmedizinische
Forschung gGmbH
Universitat Disseldorf
40225 Dusseldorf

Deutschland

NF«xB Bioassay und Zytotixizitat
von

Dammarenolsiurederivaten

Dr. Yvonni Chovolou
Institut flr Toxikologie
Universitat Diasseldorf
40225 Dusseldorf
Deutschland

Proteinkinase Assays

ProQinase GmbH
79106 Freiburg i.Br.

Deutschand

Zytotoxizitat auf murine
Lymphomazellen (L5178Y)

Prof. Dr. WEG Muiller
Institut fir Physiologische Chemie —
Abteilung Angewandte
Molekularbiologie
Universitat Mainz
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55099 Mainz
Deutschland

Zytotoxizitat von Ellagséure auf

humane Krebszelllinien

PD Dr. Wim Watjen
Dipl.-Biologe Sven Ruhl
Institut flr Toxikologie
Universitat Disseldorf
40225 Dusseldorf
Deutschland
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7.6. Abklrzungen

%Gew

%Uberlebende

[

Mg

uL

UM
Abb.
ATP
BAKER.
BAGI

BLUME.
bzw.
CDCl;
CHCl;
cm
COSsY

DC

dd
DMSO
DMSO-ds
DNA
El
ENGL.
ESI

et al.
EtOAc
EtOH

Gewichtsrate

Uberlebensrate

Substanzspezifischer Drehwinkel des polarisierten
Lichtes

Microgramm

Microliter

Micromol pro Liter

Abbildung

Adenosintriphosphat

John Gilbert Baker (1834 — 1920)
Bioassay Guided Isolation (lsolierung und
Aufreinigung der Substanzen nach ihrer in einem
standardisierten Testsystem feststellbaren
Bioaktivitat)

Carl Ludwig Blume (1789 — 1862)
Beziehungsweise

Deuteriertes Chloroform

Chloroform

Zentimeter

Correlation Spectroscopy

Doublet

Dunnschichtchromatographie

Doublet vom doublet

Dimethylsulfoxid

Deuteriertes Dimethylsulfoxid
Desoxiribunucleinsaure

Electron Impact lonisation

Heinrich Gustav Adolf Engler (1844 — 1930)
Eleactron Spray lonisation

et altera (und andere)

Ethylacetat

Ethanol




n-hex
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evtl. Eventuell

FORSSK. Peter Forsskal (1732 — 1763)

g Gramm

GAERTN. Joseph Gaertner (1732 — 1791)

GAUDICH. Charles Gaudichaud-Beaupré (1789 — 1854)

h Stunde

HPLC High Performance Liquid Chromatography
(Hochleistungsflissigkeitschromatographie)

HPLC-DAD HPLC mit Dioden array Detektor

Hz Hertz

IC Inhibitory Concentration (bei Enzymen die Aktivitat,
bei Insekten die Gewichtszunahme)

ICAM-1 Intracellular adhesion molecule 1

J.KOENIG Johann Gerhard Kénig (1728 — 1785)

L Liter

L. Carl von Linné (1707 — 1787)

LAM. Jean-Baptiste Lamarck (1744 — 1829)

LC Lethal Concentration

LC-MS Liguid chromatography mass spectrometry (HPLC
gekoppelt mit einem Massenspektrometer)

LEss. Christian Friedrich Lessing (1809 — 1862)

LOUR. Jodo de Loureiro (1717 — 1791)

m Multiplet

M Molar

MeOH Methanol

MeOH-d, Deuteriertes Methanol

MG Molekulargewicht

mg Milligramm

MHz Megahertz

min Minute

mL Milliliter

mm Millimeter

MTT Microculture Tetrazolium Assay

n-Hexan
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nM
NMR
NOE
NOESY
PC
PCR

Poir.
ppm

RTSG

SEAP
SEM

Swm.
SPRENG.
Stabw

t

Tab.
TFA
TNFa
TOCSY
USW.
uv
VIERH.
VLC
WILLD.

Nanomol pro Liter

Nuclear Magnetic Resonance

Nuclear Overhauser Effect

Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
Personal Computer

Polymerase Chain Reaction

Negativer dekadischer Logarithmus der
Hydroxonium-lonen Aktivitat

Jean Louis Marie Poiret (1755 — 1834)

Parts Per Million (Konzentrationsangabe
Gewicht/Gewicht bzw. chemische Verschiebung)
Retentionszeit bei der analytischen HPLC mit dem
Standardgradient (Gradientenverlauf siehe Kapitel
2.7.8.)

Singulett

Secreted form of humane alkaline phosphatase
Standardabweichung des Mittelwertes (Standard
Error of the Mean)

James Edward Smith (1759 — 1828)

Curt Polycarp Joachim Sprengel (1766 — 1833)
Standardabweichung

Triplett

Tabelle

Trifluoressigsaure

Tumor necrosis factor Untereinheit o

Total Correlation Spectroscopy

Und so weiter

Ultraviolettes Licht

Friedrich Vierhapper (1876 — 1932)

Vakuum Liquid Chromotography

Carl Ludwig Willdenow (1765 — 1812)
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Auslandsaufenthalte/
Forschungsaufenthalte

Veréffentlichungen
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deutsch
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1987-1989 Ivo-Schaible-Grund- und Hauptschule
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Juni 2000 Abitur in Biberach/Riss (Note: 1,9)
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Bayerischen Julius-Maximilians-Universitat in
Wirzburg fir den Diplomstudiengang Biologie
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Anhang 265

7.8. Erklarung

Hiermit erklare ich ehrenwdrtlich, dass ich die vorliegende Dissertation
selbst angefertigt habe. AuBer den angegebenen Quellen und Hilfsmitteln
wurden keine weiteren verwendet. Dieser Dissertation wurde weder in
gleicher noch in abgewandelter Form in einem anderen Prifungsverfahren
vorgelegt. Weiterhin erklare ich, dass ich friher weder akademische Grade

erworben habe, noch dies versucht habe.
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