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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die Bedeutung von Naturstoffen

In Laufe der Evolution wurden vor allem von sessilen Organismen wie den Pflanzen im Zuge
koevolutiver Prozesse und in Auseinandersetzung mit der abiotischen und biotischen Umwelt
eine Vielfalt an Naturstoffen gebildet [z.B. Abrahamson 1988; Rosenthal und Berenbaum
(Hrsg.) 1992; Larcher 1994]. Solche Sekundéarstoffe haben fir die Produzenten vielfaltige
6kologische Funktionen. Dabei sind beispielsweise eine Vielzahl von Substanzen zu nennen,
die in Pflanzen der Abwehr von Mikroorganismen und Fral3schadlingen (v.a. Insekten) dienen
[z.B. Abrahamson 1988]. Auch allelopathische Effekte haben zur Evolution verschiedener
Inhaltsstoffe geflhrt, die im Kampf um Standorte eine Rolle spielen [z.B. Larcher 1994].
Dabei haben in den Pflanzen Produkte des sekundéren Stoffwechsels nicht nur Funktionen bei
der Abwehr der Herbivorie oder des mikrobiellen Befalls durch Bakterien, Pilze oder Viren.
Andere Sekundarstoffe schitzen die Produzenten beispielsweise vor der aggressiven UV-
Strahlung. Wieder andere stehen im Zusammenhang mit der Reproduktion, wie
beispielsweise Verbindungen, die als Lockstoffe fiir Pollinatoren fungieren, oder solche, die

im Dienste der Fruchtverbreitung stehen [z.B. Abrahamson 1988].

Die biologischen Aktivitaten der Sekundéarstoffe lassen sich aber auch durch den Menschen
nutzen. So werden weltweit in der traditionellen Medizin Pflanzendrogen zur Therapie der
verschiedensten Erkrankungen eingesetzt. Auch die pharmazeutische Industrie nutzt
wirksame Naturstoffe und Drogenextrakte fur den Einsatz am Menschen. Dabei fungieren die
Naturstoffe auch als Leitstrukturen, die nach chemischen Modifikationen mit zum Teil
verstarkter Wirksamkeit und zum Beispiel besserer Resorbierbarkeit bei oraler Verabreichung

den Naturstoffen sogar noch uberlegen sind.

Neben dem potentiellen medizinischen Nutzen koénnen Naturstoffe auch gemal ihrer
okologischen Funktion nutzbar gemacht werden. Das Pyrethrum [z.B. Schneider 1990] aus
Chrysanthemum-Arten ist ein Beispiel fur ein potentes Insektizid natlrlichen Ursprungs und
findet heute als natirliches Pestizid Anwendung. Auch hier hat die chemische Industrie durch
Derivatisierung der Leitstruktur des naturlichen Pyrethrums die Effektivitdt noch gesteigert.
Daneben korreliert die Wirksamkeit vieler pflanzlicher Inhaltsstoffe oft mit der potentiellen

Nutzbarkeit in der Medizin. Fir fungizide, antibakterielle oder antivirale Substanzen kann
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neben ihrer Wirksamkeit gegen Pflanzenpathogene unter Umstdnden auch eine Wirksamkeit

gegen Humanpathogene erwartet werden.

Die belebte Natur mit ihrer Diversitdt bietet hier ein riesiges Reservoir an aktiven
Verbindungen. Es sind beispielsweise allein ca. 250.000 Arten innerhalb der Gruppe der
Angiospermen oder Blitenpflanzen beschrieben worden [Koénig und Linsenmair 1996]. Die
grofte Diversitat findet sich dabei in tropischen Habitaten. Angesichts dieser Vielfalt an
Sekundarstoffproduzenten stellt die Naturstoff-Chemie eine berechtigte Ergénzung der
synthetischen Chemie dar, wenn es um die Findung interessanter Substanzen geht.

Neben der Gewinnung immer neuer Verbindungen mit biologischen Aktivitaten sind auch
Informationen uber Struktur-Wirkungsbeziehungen interessant fur die Forschung. So sind
auch nicht aktive Verbindungen, gerade im Vergleich mit wirksamen Naturstoffen von

Interesse.
1.2. Die Gattung Aglaia
In dieser Arbeit wurden Arten der Gattung Aglaia (Meliaceae) untersucht, fur die etwa 130

verschiedene Arten beschrieben wurden. Die Abbildung 1.1. zeigt B&dume von Aglaia

odorata. Das Verbreitungszentrum dieser Pflanzengattung befindet sich im slidost-asiatischen

Raum, also vorwiegend in tropischen Habitaten, und reicht bis nach Siidchina, die Pazifischen
Inseln und das nordliche Australien [Ridley 1992, Pannell 1992, Li 1997].




Einleitung

Bei Aglaia-Arten handelt es sich um di6zische Straucher bzw. kleine Baume. Wegen der
typischen Stein-Friichte der Familie Meliaceae zeichnen sich die Vertreter dieser Gattung

durch Zoochorie aus. Dabei fungieren hier Vogel als Verbreiter der Samen [Panell 1992].

1.3. Aglaia-Arten in der Volksmedizin

Die traditionelle Medizin Sudostasiens nutzt Arten der Gattung Aglaia in den verschiedensten
Indikationen. Die Behandlung von Husten, Fieber, Entzindungen, sowie traumatischen
Beschwerden und der Einsatz als Herzstimulans sind dabei zu nennen [Phaetthanesuan 1972,
Hayashi et al. 1982, Heyne 1987]. Die Art A. lawii wird in Vietnam als Mittel gegen
bakterielle Infektionen sowie bei Leber- und Tumorerkrankungen verwendet [Qui et al.
2001]. Auch in der indischen Volksmedizin findet die Gattung Aglaia Anwendung
[Balakrishna et al. 1990]. A. roxburghiana wird zum Beispiel wegen der angeblichen
diuretischen, antileprotischen, antidysentrischen sowie antitumoralen Eigenschaften genutzt
[Vishnoi et al. 1988] und A. harmsiana wird als Rohextrakt in der Chinesischen Medizin
angewandt, um Arthritis, Pharyngitis, Tonsillitis, und andere Erkrankungen zu behandeln
[Bhattacharyya et al. 2000].

Daneben tauchen Aglaia-Arten in Vietnam als aromatische Komponente in Tees auf [Proksch
et al. 2001]. In Sudostasien wird Aglaia zur Parfimierung von Textilien genutzt und dient als
Mottenschutz [Corner 1951; Heyne 1987; Mabberley et al. 1995; Proksch et al. 2001]. In
Indonesien werden die Bliten von A. odorata als Repellent gegen Insekten verwendet
[Proksch et al. 2001].
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1.4. Bekannte Inhaltsstoffe aus Aglaia-Arten

Die Gattung Aglaia ist ein Vertreter der Pflanzenfamilie der Meliaceae. Unter den fur diese
taxonomische Einheit beschriebenen Pflanzeninhaltsstoffen finden sich v.a. Limonoide,
Mono-, Di-, Sesqui- und Triterpene, Coumarine, Chromone, Lignane, Flavonoide und
daneben auch andere Phenole [Mulholland et al. 2000].

Etliche Arbeiten befassen sich mit den Limonoiden der Meliaceen [z.B. Rembold &
Puhlmann 1993; Nakatani 2001; Omar et al. 2003], die wegen ihrer insektiziden und
Antimalaria-Aktivitat interessante Verbindungen darstellen. Der bekannteste Vertreter dieser
triterpenoiden Verbindungen ist das Azadirachtin (siehe Abbildung 1.2.) vom Neem-Baum
Azadirachta indica, ein Naturstoff, der als natlrliches Insektizid vermarktet wird [Rembold &
Puhlmann 1995; Klocke 1989].

Abbildung 1.2.: Das Limonoid Azadirachtin aus Azadirachta indica (Meliaceae)

In der Literatur Uber Sekundéarstoffe aus Pflanzen der Gattung Aglaia treten vor allem
triterpenoide Verbindungen auf [siehe unten]. Daneben uberwiegen
Cyclopenta[b]benzofurane, sogenannte Rocaglamide und verwandte Verbindungen, bzw.
solche, die im biosynthetischen Zusammenhang mit diesen stehen [Ubersicht siehe: Proksch
et al. 2001]. Auch Lignane wurden aus Aglaia-Arten beschrieben [z.B. Wang et al. 2002]. Im
Zusammenhang mit der Untersuchung des d&therischen Ols aus Aglaia sind ferner

hauptsachlich Sesquiterpene bekannt geworden [Weyerstahl et al. 1999].

Im folgenden Abschnitt sollen die wichtigsten, aus Aglaia beschriebenen Verbindungen

vorgestellt werden.
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1.4.1. Rocaglamide und verwandte Verbindungen aus Aglaia-Arten

In Aglaia-Arten finden sich als gattungstypisches Merkmal aromatische Verbindungen mit
einem Cyclopenta[b]benzofuran-Skelett [Nugroho et al. 1997a, b]. Das namensgebende und
zuerst gefundene Derivat — das Rocaglamid [King et al. 1982] — ist in der Abbildung 1.3.
gezeigt. Bis heute sind Strukturen dieses Typs ausschlieflich aus der Gattung Aglaia bekannt
[Proksch et al. 2001]. Ein grofer Teil der Literatur Gber Arten dieser Gattung beschéaftigt sich
mit diesen Rocaglamiden bzw. mit biosynthetisch verwandten Derivaten [Proksch et al.
2001]. Von den Rocaglamiden sind bisher mehr als 50 Derivate beschrieben worden [Proksch
et al. 2001].

o

~ U

Aglain B

Rocaglamid

OCHs OCHs

CHg
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\\\\\\\\\\<
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Abbildung 1.3.: Rocaglamid und verwandte Verbindungen
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In biosynthetischer Verwandtschaft zu den Rocaglamiden stehen die Verbindungen wie
Aglain [z.B. Nugroho et al. 1999, Proksch et al. 2001], Aglaforbesin und Forbaglin [z.B.
Dumontet et al. 1996; Proksch et al. 2001] (siehe Abbildung 1.3.). Diese und ein Grol3teil der
Rocaglamide besitzen Stickstoff im Molekil und kénnen daher als Alkaloide im weiteren
Sinne bezeichnet werden. Es wird spekuliert, dass sich diese Verbindungen biogenetisch von

Flavonoiden in Kombination mit einem Bisamid ableiten lassen.

Als strukturelles Element der Aglaine, Aglaforbesine und Forbagline sind Pyrrolidin-
Bisamide zu nennen, die sich ebenfalls aus Aglaia-Arten darstellen lassen und als Odorin
(siehe Abbildung 1.4.) [z.B. Duh et al. 1993], Odorinol [z.B. Hayashi et al. 1982] und
Piriferin [z.B. Brader et al. 1988] beschrieben sind. Diese tauchen als Seitenketten in den
genannten Verbindungstypen auf [Proksch et al. 2001]. Daneben kommen auch Putrescin-
Bisamide wie das Dasyclamid (siehe Abbildung 1.4.) als strukturelles Element der oben

genannten Verbindungen, sowie ungebunden vor [Chaidir et al. 2001].

MG

Odorinol

@A\%J |

Dasyclamid

H

Abbildung 1.4.: Bisamide aus Aglaia-Arten
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1.4.2. Lignane aus Aglaia-Arten

Als aus dem Phenylpropanstoffwechsel stammende Verbindungen wurde auch eine Reihe von

Lignanen (siehe Abbildung 1.5.) aus Arten der Gattung Aglaia beschrieben [Fuzzati et al.
1996; Brader et al. 1998; Wang et al. 2001; Wang et al. 2002].

Lariciresinolacetat

HO % & OCOCH;z
— OCHs
H3CO
o OCH3
OH Bis-Trimethoxybenzylbutandioldiacetat
OCHs
OCOCH;
H3CO X
X H3CO =
OCHg = OCHs >
Aglacin A Aglacin H
H3CO OCH3 H3CO OCHj
OCH3 OCHg
H3CO OCH;,
6]
H3CO OCHjz
Grandisin
H3CO

OCHs

Abbildung 1.5.: Beispiele flr Lignane aus Aglaia-Arten
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Brader et al. [1998] konnten aus A. tomentosa ein Lignan des Dibenzylbutyrolacton-Typs und
aus A. grandis in groBen Mengen ein Lignan des Sesamin(tetrahydrofurofuran)-Typs
isolieren. Daneben isolierten sie einen bis dahin unbekannten Naturstoff, der ein Lignan des
substituierten Furan-Typs darstellt. Dieses Derivat, Lariciresinolacetat (siehe Abbildung 1.5.),
tritt in Aglaia elaeagnoidea (= A. roxburghiana) als eine Hauptkomponente in Erscheinung
[Brader et al. 1998].

Ebenfalls aus A. elaeagnoidea konnten Fuzzati et al. [1996] zwei Lignane gewinnen. Die eine
Substanz zeichnet sich durch einen Tetrahydrofuranring aus. Dieses Derivat ist, genauso wie
die zweite Verbindung, dass trans-2, 3-bis (3, 4, 5-trimethoxybenzyl-1,4-butandiol-Diacetat

(siehe Abbildung 1.5.) mit jeweils drei Methoxygruppen an den beiden Aromaten substituiert.

Greger et al. [2000] haben aus A. leptantha finf Lignane beschrieben, darunter die bekannten
Verbindungen Yangambin und Eudesmin, die dem weit verbreiteten Tetrahydrofuran-
Sesamin-Typ angehdren, zwei Stereoisomere des Grandisins (H-5a und H-58B; siehe
Abbildung 1.5.), sowie ein substituiertes Lignan des Furan-Typs und das Neolignan

Dehydrodiconiferylalkohol.

Aus A. cordata wurden sechs neue Naturstoffe einer neuen Klasse von Aryltetralin-Lignanen
mit einer cyclischen Etherfunktion beschrieben und als Aglacine A-E bezeichnet [Wang et al.
2001; Wang et al. 2002]. Daneben konnten Wang et al. [2002] aus dieser Aglaia-Art ein
weiteres Lignan mit einer ungewodhnlichen Formylgruppe (Aglacin G), sowie ein neues
Norlignan (Aglacin H) darstellen. Alle diese Aryltetrahydronaphthalene besitzen zwei
dreifach methoxylierte Ringsysteme, die flr diese Lignan-Klasse zuvor in der Literatur nicht
beschrieben wurden [Wang et al. 2002]. Die Abbildung 1.5. zeigt das Aglacin A und H.
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1.4.3. Terpenoide aus Aglaia-Arten

1.4.3.1. Sesquiterpene

Fur die Bliten von Aglaia odorata aus China werden in der Literatur u.a. Sesquiterpene,
Aldehyde, Alkylbenzene, Alkane als Inhaltsstoffe genannt [Wang et al. 1986].

Nanda et al. [1987] haben die Wurzelrinde von A. odoratissima gaschromatographisch
untersucht und beschreiben 2-Pentanon, n-Hexan, B-Caryophyllen, Longifolen und andere

Sesquiterpene als Inhaltsstoffe.

Weyerstahl et al. [1999] haben das wohlriechende &therische Ol aus den Bliiten von Aglaia
odorata aus Vietnam untersucht und mit den Ergebnissen aus Untersuchungen der selben Art
aus China verglichen. Die Zusammensetzung des Ols gleicht nur zum Teil der des Ols aus der
chinesischen Pflanze. Es wurde eine ganze Reihe von Sesquiterpenen identifiziert, wobei es
sich bei der Mehrzahl um Cadinan- und Cyclocadinan-Derivate handelt. Daneben finden sich
Elemene und Germacrane in relativ hohen Anteilen. Mit 26.8 Prozent ist das 5-Cadinen (syn.
1(10),4-Cadinadien)  die  Hauptverbindung  (siehe  Abbildung 1.7.).  Weitere
Hauptkomponenten sind das Germacren-D (6.3 %) (siehe Abbildung 1.7.), das y-Elemen (syn.
1,3,7(11)-Elematriene; 4.7 %) (siehe Abbildung 1.7.), das a-Copanen (4.4 %), das a-
Humulen (3.2 %) und das (E)-B-Farnesen (2.1 %).

Fur den Geruch des atherischen Oles aus A. odorata scheinen dagegen v.a Methyljasmonat
(siehe Abbildung 1.6.) verantwortlich zu sein [Weyerstahl et al. 1999].

COOCH;Z

Abbildung 1.6.: Methyljasmonat aus dem &therischen Ol von A. odorata
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N X

Cadinadien Elematrien
Germacren-D

Abbildung 1.7.: Sesquiterpene aus Aglaia odorata

Unter den terpenoiden Verbindungen aus Aglaia-Arten wurden verschiedene Sesquiterpene
auch aus anderen Pflanzenorganen beschrieben [z.B. Benosman et al. 1995; Roux et al.
1998].

So haben beispielsweise Roux et al. [1998] das Sesquiterpen Spathulenol aus den Blattern
von A. lawii isoliert. Das Caryophyllenoxid wurde z.B. in den Rinden der beiden Arten A.

leucophylla und A. foveolata gefunden [Benosman et al. 1995; Roux et al. 1998].

Ein neues Sesquiterpen des Eudesmantyps, das 6a-Hydroxy-Eudesm-4(14)-en-1-on, konnte,
neben drei bekannten Sesquiterpenen aus den Zweigen von Aglaia grandis isoliert werden
Inada et al. [2002].
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1.4.3.2. Triterpene und Steroide

Von den Triterpenen bzw. Steroiden, die in der Literatur im Zusammenhang mit Aglaia
auftauchen, sind Verbindungen des Androstan-, Apotirucallan-, Cholesterol-, Cycloartan-,
Dammaran-, Pregnan- und Tirucallan-Typs zu nennen. Einige Beispiele zeigen die
Abbildungen 1.8., 1.9. und 1.10.

1.4.3.2.1 Triterpene

Omubuwajo et al. [1996] konnten aus A. argentea flinf neue Naturstoffe des Apotirucallan-
Typs isolieren. Eine Verbindung, dass Gentinin, zeichnet sich hier durch einen
siebengliedrigen Ring A aus, in welchem eine Esterbriicke vorliegt [siehe Abbildung 1.8.].
Ebenfalls aus A. argentea wurden neun weitere Apotirucallane beschrieben, die einen 3,4-
Seco-A-Ring aufweisen [Mohamad et al. 1999a], wie am Beispiel der Argentinsaure A
Methylesters gezeigt (siehe Abbildung 1.8.). Bei diesen Verbindungen wurden die nattrlich
vorkommenden Sduren in Form ihrer Methylester isoliert [Mohamad et al. 1999a].

Eine ganze Reihe von Cycloartanen sind aus Arten der Gattung Aglaia beschrieben worden
[Vishnoi et al. 1988; Balakrishna et al. 1990; Inada et al. 1995; Omubuwajo et al. 1996;
Mohamed et al. 1997; Inada et al. 1997; Brader et al. 1998; Weber et al. 2000; Bhattacharyya
et al. 2000]. Die Mehrzahl der aus Aglaia beschriebenen Triterpene gehort dem Cycloartan-

Typ an.

Dabei kommen Cycloartane mit geminalen Methylgruppen am Kohlenstoff C-4, wie
beispielsweise das Argenteanon B (siehe Abbildung 1.8.) [Omubuwajo et al. 1996], aber auch
sog. Nor-Verbindungen, bei denen es zur Eliminierung einer oder beider Methylgruppen in
dieser Position gekommen ist vor [z.B. Vishnoi et al. 1988; Balakrishna et al. 1990]. Die Nor-
Verbindungen Roxburghiadiol A und B aus den Blattern und Friichten von A. roxburghiana
tragen Hydroxylgruppen in den Positionen 3 und 6 und eine Exomethylengruppe an C-24
[Purushathaman et al. 1986].
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Abbildung 1.8.: Beispiele fiir Triterpene aus Aglaia-Arten

Die verschiedenen Cycloartane unterscheiden sich ferner durch unterschiedliche
Oxidationsgrade des Kohlenstoffs C-3. Hier findet man Hydroxyl- oder Ketofunktionen, z.T.
liegen diese auch experimentell acetyliert vor [z.B. Balakrishna et al. 1990]. Des Weiteren
unterscheiden sich die verschiedenen Derivate durch Substitutionen z.B. in Position 6, wo
neben Verbindungen mit Methylengruppe auch Derivate mit Hydroxylgruppe oder
Ketofunktion vorkommen [z.B. Brader et al. 1998]. Auch das Substitutionsmuster der

Seitenkette am Kohlenstoff C-17 variiert. So kommen an verschiedenen Kohlenstoffen
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Hydroxylgruppen [z.B. Omobuwajo et al. 1996; Weber et al. 2000], A**?- Epoxidgruppen
[z.B. Weber et al. 2000] und Hydroperoxidfunktionen [Mohamad et al. 1997] vor. Einige
Derivate besitzen einen A*%-Epoxid- oder einen Lactonring [Omobuwajo et al. 1996;
Mohamad et al. 1997]. In der Seitenkette treten A?*#- und A%****-Doppelbindungen auf [z.B.
Weber et al. 2000]. Daneben sind Exomethylengruppen in den Positionen 24 und 25 zu
nennen [Vishnoi et al. 1988; Weber et al. 2000]. Die Methylgruppen Hs-21 bzw. H3-29
kommen als Hydroxymethyl in héherer Oxidationsstufe vor [Omobuwajo et al. 1996; Weber
et al. 2000].

Weber et al. [2000] haben neben vier gewohnlichen Cycloartanen auch eine

auflergewohnliche 17-Octanor-Ring-A-Seco-Séure isoliert (siehe Abbildung 1.8.).

Daneben dominieren in der Literatur Uber Aglaia-Arten Verbindungen des Dammaran-Typs
[Shiengthong et al. 1974; Boar et al. 1977; Fuzzati et al. 1996; Roux et al. 1998; Mohamad et
al. 1999b; Weber et al. 2000; Qui et al. 2001]. Auch hier kommen gewdhnliche Dammarane
mit geminalen Methylgruppen am Kohlenstoff C-4 vor [Weber et al. 2000]. Aus A. odorata
sind Dammarane mit einer Exomethylengrppe am Kohlenstoff C-20 beschrieben worden
[Shiengthong et al. 1974; Boar et al. 1977]. Bei einigen Derivaten bildet die Seitenkette am
Kohlenstoff C-17 eine Esterbriicke aus [Roux et al. 1998; Qui et al. 2001]. Interessant sind
Dammarane, bei denen der Ring A des Grundgerdsts offen ist. Solche 3,4-Seco-Verbindungen
konnten Mohamed et al. [1999] aus A. lawii isolieren. In der Abbildung 1.8. ist das Aglinin B
aus A. lawii gezeigt. Auch bei diesen Derivaten findet sich ein flinfgliedriger Ring mit
Sauerstoffbriicke in der Seitenkette. Auch fur A. foveolata sind Verbindungen dieses Typs mit
einem Epoxidring beschrieben worden [Roux et al. 1998]. Bei diesen Secodammaranen
kommen Derivate vor, die neben den geminalen Methylgruppen an C-4 eine Hydroxylgruppe
tragen, wie die Foveoline A und B [Roux et al. 1998] oder das Aglinin B [Mohamed et al.
1999]. Bei dem Aglinin A z.B. ist dagegen eine Methylgruppe durch eine Exomethylengruppe
ersetzt [Mohamed et al. 1999].

Wie bei den Cycloartanen variieren die beschriebenen Dammarane bezilglich der
Substitutionen in der Seitenkette mit Hydroxylgruppen bzw. Epoxidgruppen [z.B.
Shiengthong et al. 1974] und durch das Auftreten von Doppelbindungen (A%?%) [z.B. Weber
et al. 2000]. Auch bei den beschriebenen Dammaranen aus Aglaia kann eine Methylgruppe in

einem hoheren Oxidationsgrad als Hydroxymethylfunktion vorliegen [Fuzzati et al. 1996].
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Neben den oben beschriebenen Apotirucallanen sind auch Triterpene des Tirucallan-Typs fur
A. leucophylla beschrieben worden [Benosman et al. 1994, 1995]. Hier konnten die Autoren
u.a. die bekannten Verbindungen (-)-Niloticin und (-)-Piscidinol zusammen mit einem neuen
Tirucallan, dem (-)-Leucophyllon (siehe Abbildung 1.8.) finden. Daneben beschreiben
Benosman et al. [1994] aus dieser Aglaia-Art auch 3,4-Seco-Verbindungen dieses
Triterpentyps, die (24Z)-3,4-secotirucalla-4(28),7,24-trien-3,26-diolsdure und deren 3-

Monomethylester.

Aullerdem wurden einige ubiquitdr verbreitete Triterpene, das 3-Amyron und B-Amyrin aus
Aglaia isoliert und beschrieben [Qui et al. 2001].

Eine interessante Verbindung stellt ein Limnoid, dass 6a,11p-Diacetoxygedunin dar, welches
Fuzzati et al. [1996] aus A. elaeagnoidea (= A. roxburghiana) isolieren konnten (siehe
Abbildung 1.9.). Zwei neue Protolimonoide konnten Mulholland et al. [1993] aus A.
ferruginea isolieren. Das Limnoid Gedunin kommt auch im Holz von A. andamanica vor

[Subrahmanyam et al. 1976].

AcO E

S
&
N

ol

Diacetoxygedunin
Abbildung 1.9.: Limnoid aus A. roxburghiana
Auch fiir die verwandte Gattung Dysoxylum sind eine Reihe von Triterpenen in der Literatur
erschienen [z.B. Aalbersberg & Singh 1991; Govindachari et al. 1994; Hisham et al. 1996;
Huang et al. 1999; Mohamed et al. 1999; Luo et al. 2000; Hisham et al. 2001].
Unter den aus Dysoxylum beschriebenen terpenoiden Verbindungen finden sich v.a.

Cycloartane, Dammarane und Tirucallane, aber beispielsweise auch Apotirucallane, Lupane

und Steroide.
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Wie bei Aglaia kommen auch in dieser Gattung 3,4-Secoverbindungen vor. So wurden solche
Verbindungen des Dammaran-Typs aus den Frichten von D. richii, den Blattern von D.
malabaricum, sowie aus den Friichten von D. cauliflorum beschrieben [Aalbersberg & Singh
1991; Govindachari et al. 1994; Hisham et al. 1996; Huang et al. 1999]. Dabei handelt es sich
jeweils um Derivate mit einer Sauerstoffbriicke in der Seitenkette, also um 20, 24-Epoxy-
Dammarane, wie z.B. die Eichleriansdure bzw. Shoreaséure. Dabei kommen aber
beispielsweise auch Derivate vor, bei denen die Isopropanyl-Seitenkettesubstitution
dehydriert als Isopropenylgruppe vorliegt [Aalbersberg & Singh 1991].

1.4.3.2.2 Steroide

Neben den Triterpenen aus Aglaia sind auch eine Reihe interessanter Steroide aus dieser
Gattung beschrieben worden.

Weber et al. [2000] beschreiben zwei Androstane in A. rubiginosa. Die Abbildung 1.10. zeigt
eines dieser fur Pflanzen ungewohnlichen Steroide mit der typischen Ring-A
Cyclohexadienon-Struktur, das Androsta-1,4-dien-3,17-dion.

Aus A. rubiginosa haben Weber et al. [2000] drei ungewoéhnliche Cholesterol-Derivate
isolieren konnen. Diese sind in den Positionen 3 und 4 hydroxyliert und besitzen eine A>® -
bzw. eine A®-Doppelbindung. In zwei Derivaten, wie hier am Beispiel des (22R, 25)-
Epoxycholest-7-en-2[3,3,4B-triols gezeigt, ist eine Etherbriicke zwischen den Kohlenstoffen
C-22 und C-25 ausgebildet (siehe Abbildung 1.10.).

Ein neues dreifach oxigeniertes Sterol, das (-)-3S,4R,22R,24R-ethylcholest-en-3,4,22-triol
wurde fur die Blatter von A. laxiflora beschrieben [Xu et al. 2001].

Des Weiteren sind fur Aglaia Terpene des Pregnan-Typs beschrieben worden [Inada et al.
1997; Mohamad et al. 1999b; Qui et al. 2001].

Inada et al. [1997] berichten von drei neuen Pregnanen aus den Blattern von A. grandis. Diese
Steroide zeichnen sich durch ihre 2,3-Dihydroxysubstitution und eine Ketofunktion an
Kohlenstoff C-16 aus. Ahnlich diesen Derivaten ist das Pregnan-Steroid, welches Qui et al.

[2001] fur A. lawii beschreiben. Bei diesem sog. (E)-Aglawon ist der Kohlenstoff in Position
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2 unsubstituiert. Mit den Aglatominen A und B stellen auch Mohamed et al. [1999] zwei neue
Pregnan-Steroide aus A. tomentosa vor. Bei diesen Derivaten befindet sich eine
Methoxygruppe an Kohlenstoff C-2. Interessant ist der Lactonring, der sich im Falle des
Aglatomin B findet (siehe Abbildung 1.10.). Die verschiedenen Derivate unterscheiden sich
ferner dadurch, dass die Pregnan-Seitenkette z.T. ungesattigt vorliegt, im Falle des Aglatomin
B als Exomethylengruppe [Mohamed et al. 1999]. Beim Aglawon z.B. findet sich dagegen
eine AY?-Doppelbindung [Qui et al. 2001]. Das Aglatomin A zeichnet sich durch eine
ungeséttigte Pregnankette aus [Mohamed et al. 1999].

Qi

H

Androsta-1,4-dien-3,17-dion OH Epoxycholestentriol

Aglatomin B

a

Abbildung 1.10.: Beispiele fur Steroide aus Aglaia-Arten

Ferner wurden in der Literatur Gber Aglaia weitere triviale Steroide bzw. Phytosterole,
namentlich Stigmastandiol, p-Sitosterol, Stigmasterol und Poriferasterol genannt [Weber et
al. 2000; Qui et al. 2001].
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1.5. Biologische Aktivitat bekannter Inhaltsstoffe

Fur die aus Aglaia-Arten beschriebenen Verbindungen, sowie fir ahnliche Verbindungen,
liegt eine ganze Reihe von Daten Uber verschiedenste biologische Aktivitaten vor.
Informationen Uber die biologische Aktivitat von Verbindungen aus Aglaia liegen nur Gber

die Rocaglamide und triterpenoide Verbindungen vor.

1.5.1. Rocaglamide

Sieht man von einigen Ausnahmen ab, so zeigen die meisten Rocaglamide eine
aullerordentlich starke insektizide Wirkung gegen verschiedene Schadinsekten [Proksch et al.
2001]. Dabei ist die Wirkung vergleichbar mit der des bekannten und sogar in Form von
Extrakten kommerziell als Insektizid verwendeten Azadirachtins von Melia azadirachta

(siehe oben).

Mit der insektiziden Aktivitdt Kkorreliert eine antiproliferative  Aktivitdt der
Cyclopenta[b]tetrahydrobenzofurane. So wurde die antitumorale in vitro Wirksamkeit gegen
verschiedene Zelllinien von Méusen aber auch vom Menschen beschrieben. In Mdusen konnte
die Wirksamkeit in vivo bestdtigt werden [siehe Proksch et al. 2001]. Dabei lassen
Untersuchungen Schliisse auf den Wirkmechanismus zu. Es sollen eher cytostatische als
cytotoxische Effekte an der Aktivitdt beteiligt sein [siehe Proksch et al. 2001]. Die
Rocaglamide scheinen die Zellvermehrung und die Proteinsynthese zu hemmen.

Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass die meisten Rocaglamide hochpotente und
spezifische Inhibitoren der TNF-o oder PMA-induzierten NF-xB Aktivitat in verschiedenen
Mause- und Human-Zelllinien darstellen. Die Rocaglamide gehoren zu den stérksten bislang
bekannten Inhibitoren der NF-kB induzierten Gen-Aktivierung [siehe Proksch et al. 2001].
Ferner wurde beschrieben, dass Rocaglamide die Apoptose resistenter Tumorzellen auslsen
konnen [siehe Proksch et al. 2001].

Fuzzati et al. [1996] berichten ferner wvon einer antifungalen Aktivitdt eines

Cyclopenta[b]tetrahydrobenzofuranes.
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Die Cyclopenta[b]tetrahydrobenzofurane stellen also interessante Verbindungen mit
potentieller Nutzbarkeit gegen Krebserkrankungen dar. Wenn auch eine Verwendung der nur
in winzigen Mengen in den Pflanzen vorkommenden Rocaglamide als Reinsubstanzen gegen
Schadlinge in der Agrarwirtschaft eher unwahrscheinlich ist, so ist doch zumindest der
Einsatz der Rohextrakte denkbar. Entsprechende Experimente finden in unserer

Arbeitsgruppe derzeit statt.

Ein ethanolischer Extrakt von Aglaia roxburghiana zeigte eine antivirale Aktivitdt gegen
denVirus der Ranikhet Krankheit (RDV) im Hihnerembryo. Als mdgliches wirksames

Prinzip wird das (+)-Odorinol genannt [Vishnoi et al. 1988].

1.5.2. Sesquiterpene

Das atherische Ol aus Aglaia ist reich an Sekundarstoffen des Typs der Sesquiterpene [z.B.
Weyerstahl et al. 1999].

Nanda et al. [1987] beschreiben die in vitro antimikrobielle und anthelmintische Aktivitét des
Ols aus der Wurzelrinde von A. odoratissima, Eigenschaften, die fur atherische Ole nicht
aullergewohnlich sind. Des Weiteren beschreiben sie auch eine ZNS unterdriickende
Wirksamkeit im Tierversuch an M&usen. Eine antibakterielle und fungizide Wirksamkeit des
gtherischen Oles wird auch fir Samen von A. odoratissima beschrieben [Kakrani et al.
1982a], wie auch eine anthelmintische Aktivitat [Kakrani et al. 1982b].

1.5.3. Triterpene

Triterpenoide Verbindungen sind vermehrt wegen der biologischen Aktivitaten ins Interesse
der Wissenschaft gertickt [Connolly & Hill 2001]. Hier werden Wirksamkeiten wie die
Krebsprévention, antiulcerative und antidiabetische Effekte, die Inhibition der Angiogenese
und der Aktivitat eukaryotischer DNA Polymerasen genannt. Ferner stellen Triterpenoide
Leitstrukturen flr die Chemotherapie der HIV-Infektion dar [Connolly & Hill 2001]. Die fur
die Pflanzenfamilie der Meliaceae beschriebenen Limonoide und triterpene Lansiolide sind
Verbindungen, die sowohl in vitro, als auch in vivo am Mdusemodell eine Wirksamkeit gegen
Malaria aufweisen [Omar et al. 2003].
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Andere Indikationen wie z.B. die der Saponine als Expektorantien oder die positiven
Einflisse von Herzwirksamen Glykosiden auf das Herz sind schon lange bekannt [siehe

Lehrbicher der Pharmazeutischen Biologie].

In der Literatur Uber Triterpenoide Verbindungen aus Aglaia-Arten sind nur wenige
Informationen Uber biologische Aktivitaten zu finden. Fir &hnliche Verbindungen sind jedoch

eine Reihe interessanter Wirkungen beschrieben worden.

Nach Benosman et al. [1994] ist das Dammaran (+)-Ocotillon (siehe Abbildung 3.20.), ein
cytotoxisches Prinzip eines ethanolischen Extraktes von A. leucophylla gegen KB-Zellen.
Ebenfalls mit signifikanter Cytototoxizitdt gegen KB-Zellen wurden Argenteanone und
Argenteanole und weitere Cycloartane diesen Typs aus den Blattern von A. argentea
beschrieben [Mohamad et al. 1997]. Die I1Cso-Werte liegen hier zwischen 3.7 und 6.2 pg/ml.
Ebenfalls Argenteanone und Argenteanole wurden von Omobuwajo et al. [1996] mit 1Cso-
Werten von 7.5 bis 6.5 pg/ml gegen diese Zelllinie getestet. Mohamed et al. [1999ab] haben
daneben auch 3,4-Secoapotirucallane aus der Rinde von A. argentea, sowie neue Tirucallane
aus der verwandten Gattung Dysoxylum an KB-Zellen getestet und ebenfalls eine
Cytotoxizitat festgestellt. Die 3,4-Secoapotirucallane waren nur in Form der Methylester
moderat wirksam, wahrend die genuinen S&uren inaktiv waren.

Die Biotest- geleitete Fraktionierung der Blatter von A. rubiginosa (syn. A. ignea) flhrte zur
Isolierung der gegenlber KB-Zellen cytotoxischen triterpenoiden Verbindungen Cabraleon,
Dammarenolsaure, (20S, 23E)-20,25-dihydroxy-3,4-secodammara-4(28),23-dienol-séure,
deren Methylester, (3B,43,22R)-ergosata-5,24(24")-dien,3,4,22-triol, sowie dem oben bereits
in diesem Zusammenhang genannten Ocotillon, und der Shoreasdure [Rivero-Cruz et al.
2004].

Die Cycloartane Roxburghiadiol A und B aus A. roxburghiana var. beddomei zeigen im
Tierversuch an Ratten eine antiinflammatorische Wirksamkeit [Janaki et al. 1999]. Ferner
zeigen diese beiden Terpene einen negativen Effekt auf die Degranulation von Mastzellen
[Janaki et al. 1999].

Neben diesen Daten ist in der Literatur nur noch ein negatives Ergebnis des Tests auf
verschiedene humane Krebszelllinien fir die aus Aglaia lawii Rinde isolierten Verbindungen
zu finden [Qui et al. 2001]. Ein aus dieser Pflanze isoliertes Pregnan-Steroid, das Amyron und
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Amyrin, sowie Cabraleadiol und Cabraleadiolmonoacetat waren inaktiv, obwohl die Fraktion,

aus welcher diese Verbindungen isoliert wurden eine Aktivitat aufwies [Qui et al. 2001].

So wurden z.B. die Tirucallane Niloticin und Piscidinol, die auch in Aglaia leucophylla
gefunden wurden [Benosman et al. 1995] als cytotoxisch gegen V-79-Zellen des Hamsters
beschrieben [Itokawa et al. 1992]. Dieselben Verbindungen, neben einigen weiteren des

Tirucallan-Typs zeigten auch gegen P388- und KB-Zellen [Itokawa et al. 1992].

Dammarenolsaure (Vgl. Verbindung [1]) zeigt in vitro eine antivirale Aktivitat gegen Herpes
simplex [Poehland et al. 1987]. Auch fir die Dammarane Hydroxyhopanon und
Dammarendiol-11 wurde eine Aktivitat gegen Herpes simplex beschrieben [Purushathaman et
al. 1989]. Hier handelt es sich um eine 3,4-Secodammaran-Verbindung, dhnlich den aus A.
lawii oder A. foveolata isolierten Substanzen [Roux et al. 1998; Mohamed et al. 1999].
Methylierte und freie 3,4-Seco-triterpenoide Sauren, die in Wachsen und Harzen vorkommen,
sind fiir ihre antibiotische Aktivitat bekannt [siehe Baas & Van Berkel 1991 bzw. dort zitierte
Literatur], weswegen die Harze nach Vermutung der Autoren auch zu medizinischen
Zwecken Verwendung gegen Infektionen finden.

Das Dammara-20,25-dien-3p3, 24a-diol hat einen repellierenden Einflu auf die
Blattschneiderameisen-Art Acromyrmex octospinosus [Hammond et al. 1990]. Es handelt sich
um eine Verbindung ahnlich den Derivaten, die Shiengthong et al. [1974] und Boar et al.
[1977] aus Aglaia isolieren konnten und die ebenfalls eine Exomethylengruppe in Position 20
tragen.

Ebenfalls Exomethylengruppen in den Positionen 20 und 25 tragt ein Dammaran, fur welches
Mata et al. [1998] eine Phytotoxizitat nachweisen konnten. Es hemmt signifikant das Wurzel-

Wachstum und die Keimung verschiedener Pflanzenarten.

Bestimmte Dammaranester aus der Birke sollen bei der therapeutisch genutzten Aktivitét als
Diuretikum und in der Rheumatherapie beteiligt sein [Hilpisch et al. 1997]. Kwon et al.
[1997] beschreiben die Inhibierung der Farnesylproteintransferase durch Dammarane. Solche
spezifischen FPTase-Inhibitoren zeigen eine sehr gute in vivo Aktivitdt gegen Tumore in

Mausen. Eine besonders hohe Aktivitét zeigte eine 25-Oxo-Verbindung.

Als cytotoxisch gegen P388 Leukamie-Zellen erwiesen sich Dammarane aus Cleome africana
[Nagaya et al. 1997].
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Auch fur Cycloartane wurden antibiotische Wirksamkeiten nachgewiesen. Cantrell et al.
[1996] haben verschiedene Cycloartane mit einer Aktivitat gegen Mycobacterium tuberculosis
isoliert. Beispielsweise (3B, 24R)-24, 25-Epoxycycloartan-3-ol (Vgl. Verbindung [15]) zeigt
dabei eine minimale Hemmkonzentration von nur 8ug/ml.

Silva et al. [1997] beschreiben cytotoxische Ring-A-Seco-Cycloartane. Dabei zeigten zwei
Derivate Aktivitaten gegen eine Brustkrebs-Zelllinie (ZR-75-1) und gegen die Glioma-
Zelllinie U373.

Ein Ring-A-Seco-Cycloartan, die 3,4-Secocycloarta-4(28), 24-(Z)-dien-3,-26-diol-Séure,
zeigte Aktivitaten in verschiedenen Anti-HIV-Reverse-Transkriptase und -Polymerase Tests
[Sun et al. 1996].

Inada et al. [1993] haben verschiedene Triterpene auf inhibitorische Effekte auf Epstein-Barr-
Virus Antigen-Aktivierung (EBV-EA) getestet. Einige Triterpene, darunter ein Lupanderivat
ahnlich dem Lupeon, bieten sich demnach als mdgliche Inhibitoren von Tumor-Promotern in

vivo an.

Ohne Hinweise auf die verantwortlichen Substanzen beschreiben Lipipun et al. [2003] die
antivirale Aktivitat eines Aglaia odorata-Extraktes. In den Versuchstieren (M&use) konnte
dagegen keine Toxizitat der Pflanzenextrakte beobachtet werden, weswegen die Autoren die

positiv getesteten Pflanzenextrakte fir potentielle Anti-HSV-1-Agentien halten.
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1.6. Fragestellung

Aus verschiedenen Arten der Gattung Aglaia, aber auch aus der nahe verwandten Gattung
Dysoxylum sind etliche interessante  Verbindungen beschrieben worden. Die
volksmedizinische Nutzung der Pflanzen in verschiedenen Landern im Verbreitungsgebiet
impliziert das Vorkommen von Naturstoffen mit entsprechenden Wirksamkeiten in den

verschiedensten Indikationsbereichen.

Uber die Stoffklasse der Rocaglamide aus Aglaia liegt schon eine ganze Reihe an Daten iiber
biologische Aktivitdten vor. Diese Arbeit beschaftigt sich ebenfalls mit der Phytochemie der
Pflanzen aus der Gattung Aglaia. Dabei wurde der Fokus jedoch vornehmlich auf
Naturstoffe des Typs der Triterpenoide gelegt. Fir Verbindungen aus Aglaia, die dieser
Stoffklasse angehoren, sind in der Literatur kaum biologische Aktivitdten beschrieben
worden, wenngleich fiir diese Stoffklasse an sich interessante Indikationen und
Wirksamkeiten durchaus bekannt. Daher sollten die gewonnenen Naturstoffe in diversen

Tests auf ihre biologischen Aktivitaten hin tberpriift werden.

Daneben sollte in dieser Arbeit aber auch ein Vergleich der Inhaltsstoffspektren der
verschiedenen Arten und Organe innerhalb der Gattung ermdglicht werden. Zu diesem Zweck
sollte eine Methodik entwickelt werden, mit Hilfe derer die isolierten und strukturell
aufgeklarten triterpenoiden Inhaltsstoffe sich auch in anderen Arten schnell und ohne weitere

Auftrennung der Extrakte nachweisen lassen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Pflanzenmaterial

In dieser Arbeit wurden verschiedene Arten der Gattung Aglaia (Familie: Meliaceae;

Ordnung: Aglaieae; Klasse Melioideae) bearbeitet.

Das fir die Extraktion, die Isolierung der Reinsubstanzen und fur die Screening-Tests
verwendete Pflanzenmaterial stammt aus Lokalitaten in China, Indonesien und Vietnam. Die
Tabelle 2.1.1.1. listet die jeweiligen Herkunftsorte des getrockneten Pflanzenmaterials bzw.
der bereits vorbereiteten Extrakte auf.

Tabelle 2.1.: Herkunftsorte des verwendeten Pflanzenmaterials bzw. der Extrakte

Art Pflanzenorgan: | Lésungsmittel | Herkunftsort
der Extraktion
A. chittagonga Zweige Hexan Vietnam
A. cordata Zweige Hexan Indonesien
A. cucculata Zweige Hexan Indonesien
A. dasyclada Rinde Hexan China
A. duppereana Bléatter Hexan Vietnam
A. duppereana Bliten Hexan Vietnam
A. duppereana Rinde Hexan Vietnam
A. duppereana Waurzeln Hexan Vietnam
A. duppereana Zweige Hexan Vietnam
A. euphoroides Bléatter Hexan Vietnam
A. euphoroides Fruchte Hexan Vietnam
A.ignea Rinde Hexan/MeOH Indonesien
A. macrocarpa Rinde Hexan Vietnam
A. odorata Blatter Hexan Indonesien
A. perviridis Zweige Hexan Vietnam
A. pleuroptiris Zweige Hexan Vietnam
A. polystichya Bléatter Hexan China
A. polystichya Rinde Hexan China
A. roxburghiana | Zweige Dichlormethan Vietnam
A. rivularis Rinde Hexan Indonesien
A. tsangii Bléatter Hexan China
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2.1.2. Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien aus dem Chemikalienlager der Heinrich Heine Universitat wurden in technischer

Qualitat bezogen und vor Gebrauch destilliert.

Fur spektroskopische Messungen wurden die entsprechenden Ldsungsmittel mit hdherer

Qualitat von den jeweiligen Firmen bezogen.

Aceton Merck, Chemikalienlager der HHU
Acetonitril Merck

AgarAgar Galke

Anisaldehyd Acros Organics
L-(+)-Ascorbinsaure Caesar & Loretz GmbH
Dichlormethan Merck, Chemikalienlager der HHU
Essigsaure (99-100%) Riedel-de Haén

Ethylacetat Chemikalienlager der HHU
Formaldehyd (37%; p.a.) Merck

Gentamycinsulfat Serva

i-Propanol Merck

n-Hexan Baker; Chemikalienlager der HHU
Methanol Chemikalienlager der HHU
Nipagin (p-Hydroxybenzoesaureethylester) SIGMA Chemical Co.
Phosphorsaure (85%o) Bernd Kraft GmbH

Schwefelsdure (95-97%) Riedel-de Haén

2.1.3. Gerate und Materialien

Je nach chromatographischem Problem kamen verschiedene Verfahren zum Einsatz. Fir die
Analytik wurde dabei neben der Dunnschichtchromatographie die analytische
Hochleistungschromatographie (HPLC) und die Massenspektroskopie in Verbindung mit der
Gaschromatographie durchgefihrt.
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Fur die Naturstoffisolierung wurden, je nach Trennproblematik ebenfalls verschiedene
chromatographische Verfahren angewandt (siehe unter 2.2.). Folgende Geréte und Materialien

wurden verwendet.

2.1.3.1. DUnnschichtchromatographie

Dinnschichtchromatographie auf Kieselgel wurde sowohl analytisch als auch zu préaparativen

Zwecken eingesetzt.

DC-Fertigplatte, Kieselgel 60 Fyq mit Merk
Fluoreszenzindikator;
Schichtdicke: 0.2 mm

DC-Fertigplatte, RP 18 Fxss S mit Merk
Fluoreszenzindikator;
Schichtdicke: 0.25 mm

Zur Detektion der Substanzen auf den DC-Platten, die keine Fluoreszenzléschung oder
Eigenfluoreszenz bei 366 nm bzw. 254 nm besitzen, kam Anisaldehyd-Sprihreagenz zum
Einsatz. Nach dem Besprihen wurde auf der Heizplatte bei ca. 100°C bis zur

Farbentwicklung erhitzt.

Zusammensetzung des Anisaldehy-Spriihreagenzes (pro ca. 100ml):

e 85ml Methanol
e 10 ml Eisessig
e 5 ml Schwefelséure
e 0.5 ml Anisaldehyd
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2.1.3.2. Flussigkeitschromatographie

Je nach Komplexitét des zu trennenden Gemisches und in Abhdngigkeit von der Menge der
aufgetragenen Fraktion wurden Séaulen verschiedener Grofie verwendet. Dabei bewegte sich

das Verhaltnis Fraktion zu Sdulenmaterial in der Regel im Bereich von 1:100 bis 1:1000.

Kieselgel 60; Korngrofe: 0.04-0.063 mm Merck
RP 18; Korngrof3e: 0.04-0.063 mm Merck
Sephadex LH-20; KorngroRe: 0.025-0.10 Sigma
mm

Zum Auffangen der Fraktionen bei der Flussigkeitschromatographie kam ein ISCO-

Fraktionssammler (Retriever Il) zum Einsatz.

2.1.3.3. Vakuum-Flussigkeitschromatographie

Fur die Vakuums-Fliissigkeitschromatographie wurde ebenfalls das Kieselgel 60 (Korngrofe:
0.04-0.063 mm; Merck) verwendet. Zum Aufbringen der Extrakte bzw. Fraktionen wurden

diese mit einer geeigneten Menge Kieselgel 60 versetzt und dann in trockener Form als Pulver

auf die Sdule aufgebracht.

2.1.3.4. HPLC-FllieBmittel

Methanol LiChroSolv HPLC Merck
NANOpur-Wasser; pH 2.0 (eingestellt mit Institut fur Geobotanik der Heinrich
0-Phosphorsaure p.a. (85%) Heine-Universitat Dusseldorf

Zur Einstellung des Wassers auf einen pH-Wert von 2.0 wurde ein inoLab pH-Meter

verwendet.
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2.1.3.5. Analytische HPLC

Folgende HPLC-Systeme wurden im Rahmen dieser Arbeit fir analytische Zwecke

verwendet:

Gynkothek-HPLC:

Pumpen: Gynkothek M40
Software: Gynkosoft (V 5.4)
Detektor: Gynkothek UVD 340
Injektor: Gynkothek Gina 50
Séulenofen: Gynkothek STH 580

Dionex-HPLC:

Pumpen: Dionex P580

Software: Chromeleon (V 6.3)

Detektor: Dionex UVD 340 S

Injektor: Dionex Asi-100 automated sampler
Séaulenofen: Dionex STH 585

2.1.3.6. Semipraperative HPLC
Merck-Hitachi-HPLC:

Pumpen: Merck-Hitatchi, LaChrom L-7100

Detektor: Merck-Hitatchi, LaChrom L-7400
Schreiber: Merck-Hitatchi, D-2000 Chromato-Integrator
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2.1.3.7. MPLC

Als Saulenmaterial fur die Mitteldruck-Flussigkeits-Chromatographie wurde das Kieselgel 60

(s.0.) verwendet.

Bichi-MPLC:

Gradientenformer mit Mischkammer B-687
Fraktionssammler B-684

SaulengréRen: 1d 26x460 und Id 49x230

2.1.3.8. Blitz-(Flash-) Chromatographie-System
Buchi Flash Chromatographie-System

Séaulen:

12M Silikagel-Kartuschen

12M C-18-Kartuschen

2.1.3.9. GC-MS

Fur die Detektion der terpenoiden Inhaltsstoffe in Hexan-Rohextrakten wurde eine mit

Massenspektrometrie gekoppelte Gaschromatographie durchgefihrt.

Gaschromatograph:
Hewlett Packard-GC: 5890 Series 11 Plus mit Splitinjektion

Massendetektor:

Hewlett Packard-MS: 5972 Series Mass Selective Detector (lonisierungsenergie: 70 eV)

Steuerung tber HP Chemstation (Hewlett Packard)

GC-Saule:

Optima 5 MS (Innendurchmesser: 0.25um; Macherey und Nagel

Lange: 30m; AuBBendurchmesser: 0.25mm)
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Zur Methylierung der Séuregruppen einiger Triterpene kam das Methylierungsreagenz
TMSH (Trimethylsulfoniumhydroxid; 0.2 M in Methanol) der Firma Macherey und Nagel
zum Einsatz. Dieses Reagenz setzt Alkohole (insbesondere Phenole) aber auch Carbonséuren

um.

2.1.4. Spodoptera littoralis Kultur

Als Versuchstiere zur Ermittlung insektizider Aktivitdten dienten Raupen des Nachtfalters

Spodoptera littoralis. Die polyphagen Falter stammen aus einer seit Jahren etablierten Zucht.

2.1.4.1. Kultivierung der Versuchstiere

Die verschiedenen Entwicklungsstadien werden bei Temperaturen zwischen 25 und 28°C,
und einer Licht/Dunkelphase von 16/8 h gehalten. Die relative Luftfeuchtigkeit ist auf 70-90
% eingestellt.

Die Spodoptera-Larven werden in Kunststoffboxen (20x20x10 cm) auf einer artifiziellen Diat
unter optimalen Bedingungen gehalten. Dreimal wochentlich werden die Raupen umgesetzt
und mit frischem Futter versorgt. Vor der Metamorphose (am Ende des sechsten
Larvalstadiums) werden die Prapuppen auf Vermiculit, ein Silikatmaterial, umgesetzt. Die
Verpuppung der Raupen deutet sich an durch eine Verkirzung und Immobilitit der Raupen.
Durch das Umsetzen vermeidet man den sonst auftretenden Kannibalismus. Vermiculit eignet
sich hier wegen seiner guten W&armeisolationseigenschaften und des hygroskopischen
Verhaltens gut als Kulturmedium [Rosler, 1987]. Ferner kdnnen sich die Larven, wie auch
unter natdrlichen Bedingungen eingraben [Gawaad & EIl-Gayar 1974]. Die bereits
sklerotisierten Puppen werden bis zum Schlupfen der Imago in unbelichteten Kulturschréanken
bei 25 bis 28°C bei hoher Luftfeuchtigkeit gehalten.

Die geschllpften Falter werden im Kulturschrank im Licht/Dunkel-Zyklus in einem
Kunststoffeimer kultiviert. Mit gesattigter Zuckerlésung getrankte Watte wird den Imagines
in einer Petrischale als Futter bereitgestellt. Ziehharmonikaartig gefaltetes Filterpapier dient
zur Eiablage. Aus dem Filterpapier lassen sich dann die Eigelege der Falter gut ausschneiden.

Die Eipakete werden schlieBlich im dunklen Kulturschrank bis zum Schllpfen der jungen
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Raupen (Neonates) aufbewahrt. Mit dem noch ungefitterten, ersten Larvenstadium werden

die Biotests durchgefihrt.

2.1.4.2. Artifizielles Futter

Die Bereitung des Kunstfutters fur die Raupen erfolgt nach folgender Rezeptur (Shorey &
Hale, 1965; Bowling, 1967; Dimetry, 1970).

e 150 g weil’e Bohnen

e 460 ml Wasser

e 3.0 g L-(+)-Ascorbinséure

e 3.0 g Nipagin (p-Hydroxybenzoeséureethylester)

e 180.0 mg Gentamycinsulfat (Aminoglycosid-Antibiotikum)
e 30.0 g Béckerhefe

e 1.0 ml Formaldehydldsung

e 10.0 g Agar in 315 ml Wasser

Die Bohnen (Phaseolus vulgaris) belat man fur 24 h im Wasser. Nach dem Quellen
zerkleinert man die Bohnen mit Hilfe eines Kichenmixers. AnschlieBend fugt man die
Ascorbinsdure, das Nipagin, das Gentamycinsulfat, die Hefe, sowie die Formaldehydlésung

zu und verrihrt gut.

Der Agar wird unter Rihren zum Kochen erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf 50°C gibt man die
Agarldsung auf die Bohnenmasse und homogenisiert erneut. AnschlieBend lasst man die Diat
bei Raumtemperatur erkalten. Das verfestigte Futter l&sst sich dann 1 bis 2 Wochen im
Kihlschrank aufbewahren, entsprechend langer im Gefrierschrank.

2.1.4.3. Artifizielle Diat fur den Biotest
In Variation zur Herstellung des Futters flr die Spodoptera-Zucht, verwendet man zur

Bereitung des Futters flr die Biotests das Futter in gefriergetrockneter und pulverisierter

Form, ohne Zugabe des Gentamycins und des Agars.
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Fur die Biotests werden 0,735 g des getrockneten Bohnenpulvers in 25 ml Becherglasern
eingewogen. Hierauf pipettiert man den zu testenden Extrakt, bzw. die Fraktion oder
Reinsubstanz. Die homogene Verteilung wird durch 2 ml des verwendeten Lésungsmittels
gewabhrleistet, welches mit dem Bohnenpulver verriihrt wird. Anschliefend l&sst man den
Ansatz ber Nacht trocknen, bis das Ldsungsmittel vollstandig verdunstet ist. Nun gibt man
Gentamycinsulfatlésung hinzu (0,75 mg in 1,41 ml Wasser). AnschlieBend verriihrt man den
Ansatz mit auf 50°C abgekuhlter Agarlésung (0,3 g Agar in 2,2 ml Wasser). Nach dem
Erkalten der Futterpelletts transferiert man diese in Kunststoffbecher. Hier werden jeweils 20
gerade geschlupfte Raupen (erstes Larvalstadium, sog. ,,Neonates”) auf die Pellets
(Frischgewicht der Futtersticke: 3.75 g) gesetzt. Die Becher werden mit Stofftlichern
bespannt und bei hoher Luftfeuchtigkeit im Kulturschrank in Gruppen mit jeweils einer

Kontrolle in Kunststoffboxen (20x20x10 cm) belassen.

2.1.4.4. Berechnung der Uberlebens- und Wachstumsraten

Die Auswertung wurde nach jeweils einer Woche vorgenommen. Die Uberlebens- und

Wachstumsraten wurden bezogen auf die Kontrollen berechnet [Abbott, 1925].

Uberlebensrate [%] = Anzahl iiberlebender Versuchstiere/Anzahl tiberlebender Kontrolltiere x
100

Wachstumsrate [%] = Gewicht der Summe der Versuchstiere/Gewicht der Summe der
Kontrolltiere x 100
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2.2. Methoden

2.2.1. Extraktion des Pflanzenmaterials

Fur die Isolierung der Reinsubstanzen und die Screening-Tests wurden je 30 g des
getrockneten und mit der Kaffeemihle fein gemahlenen Pflanzenmaterials der jeweiligen
Aglaia-Arten mit dreimal je 200 ml n-Hexan extrahiert. Die Extraktion fand unter Rihren auf

Magnetplatten statt. Die Extraktion dauerte insgesamt ca. 24 Stunden.

Im Falle der Rinde von Aglaia ignea wurde auch mit Aceton und Methanol extrahiert, um den
groiten Teil der in der Pflanze enthaltenen Naturstoffe in Losung zu bekommen. Zu diesem
Zweck wurden 1.5 Kilogramm der getrockneten Rinde mit der Mihle fein gemahlen und
erschopfend zuerst mit Aceton und anschlieend mit Methanol unter Rihren Uber Nacht

extrahiert. Die vereinten Fraktionen ergaben 76g Rohextrakt.

2.2.2. Naturstoffisolierung

2.2.2.1. Ausschitteln mit Losungsmitteln verschiedener Polaritat

Um eine erste grobe Trennung der Inhaltsstoffe zu erzielen, wurde im Falle von Aglaia ignea
der kombinierte Aceton/Methanol-Extrakt mit Lésungsmittel unterschiedlicher Polaritét
ausgeschuttelt. Bei dieser Methode nutzt man die verschiedenen Loslichkeitseigenschaften
der Pflanzeninhaltsstoffe aus.

In einem Scheidetrichter wird der methanolisch-wasserige Rohextrakt zuerst mit dem
lipophilen Lésungsmittel n-Hexan in einem Scheidetrichter ausgeschuttelt. Die untere Phase
(Methanol/Wasser) wird erneut mit der gleichen Menge Hexan versetzt und wieder
ausgeschuttelt. Nach dreimaliger Wiederholung des Vorganges werden die vereinten
Hexanphasen mit einer methanolisch-wésserigen Losung ,,gegengeschdittelt™.

AnschlieRend wird die methanolisch-wésserige Phase nach Einengen des Methanols dreimal
mit Ethylacetat ausgeschiittelt. Die vereinten Ethylacetat-Phasen werden wiederum einmal

mit Methanol/Wasser gegengeschuttelt.
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Zur weiteren Bearbeitung wurde im Falle von Aglaia ignea nach dem Screening nach
insektizider Aktivitat (siehe unter 2.2.2.9.) die Ethylacetatphase zur Isolierung der aktiven

Verbindungen herangezogen.

2.2.2.2. Vakuum-Flussigkeits-Chromatographie

Bei der Vakuum-Flussigkeitschromatographie wird eine Pumpe verwendet, um in einer Saule
Unterdruck zu erzeugen. Uber die mit Kieselgel befiillte Saule werden sukzessive
Losungsmittel bzw. Losungsmittelgemische mit zunehmender Polaritadt gegeben. Das Eluat

wird dann jeweils in Rundkolben aufgefangen.

2.2.2.3. Flussigkeitschromatographie

Bei der herkdmmlichen Flissigkeitschromatographie wird eine Fraktion auf ein Sorbens
aufgebracht und anschliefend mit einem Loésungsmittel bzw. Losungsmittelgemisch eluiert.
Die Fraktion wird flussig in einem Losungsmittelverhéltnis auf die Saule gegeben, mit
welchen schliellich eluiert wird. In einem Stufengradienten ldsst sich die Polaritat des

Lésungsmittels verandern.

Hier wurden verschiedene Sorbentien verwendet. Sephadex-Material sorgt durch seine
porenartige Struktur flr eine Auftrennung der Fraktion nach dem Molekulargewicht, bzw. der
GroRe der Molekdle. Das polare Kieselgel, genauso wie das RP-18 Saulenmaterial trennen die

Fraktionen gemaR ihrer Polaritét.

2.2.2.4. Mitteldruck-Chromatographie (MPLC)

Im Falle der Mitteldruck-Chromatographie wird das Eluens mit Druck (ca.1-40 bar) Gber die
Séulenmaterialien gegeben. Hier diente als Sorbens Kieselgel 60. Mit einem
Gradientenformer ist es moglich die Losungsmittelverhéltnisse stufenlos zu variieren. Durch
den erhdhten Druck ist das jeweilige Sorbens dichter gepackt, was eine bessere Trennleistung

zur Folge hat. Ferner bewirkt der erh6hte Druck eine Beschleunigung der Chromatographie.
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Die MPLC wurde mit Gradienten aus 100% Hexan bis 100% Dichlormethan und dann von

100% Dichlormethan bis 100% i-Propanol (oder Methanol) betrieben.

2.2.2.5. Blitz-(Flash)-Chromatographie

Die Blitz- oder Flash-Chromatographie ist ein einfaches und effizientes System bei dem mit
Druckluft ebenfalls ein erhéhter Druck erzeugt wird, welcher das Eluent Gber die beladene
Sdule druckt. Die Sdule besteht aus, im Handel erhaltlichen Fertigkartuschen, die hier mit
Kieselgel betrieben wurden. Bei dieser Form der Chromatographie kann das Losungsmittel

stufenformig angepasst werden.

In dieser Arbeit haben im Polaritatsbereich der isolierten Terpene Lésungsmittelgemische mit
Dichlormethan und Methanol in einem Verhaltnis von 100:0 bis 94:4 bewahrt. Anschlie3end

wurde das System stets mit Methanol gespilt, um auch die polareren Substanzen zu eluieren.

2.2.2.6. Hochleistungs-Flussigkeits-Chromatographie (HPLC)

Das Prinzip der Hochleistungs-Flussigkeits-Chromatographie entspricht der MPLC, nur der
Druck, mit welchem in einem stufenlos regelbaren Gradienten eluiert wird ist noch deutlich
hoher. Das hat zur Folge, dass das Sorbens (hier RP-18-Material) entsprechend noch feiner
und dichter gepackt ist, was in einer noch besseren Trennleistung resultiert. Durch einen
Saulenofen kdnnen bei der HPLC die Bedingungen weitgehend konstant gehalten werden.
Das fiihrt zu reproduzierbaren Ergebnissen bei der analytischen HPLC. Zur Detektion wurden
in dieser Arbeit Dioden-Array-Detektoren verwendet. Damit ist es mdglich simultan bei
verschiedenen Wellenldngen neben den Substanzsignalen auch die Absorbtionsspektren der
einzelnen Naturstoffe in den Proben darzustellen.

Mit der HPLC lasst sich analytisch mit kleineren Sdulen, aber auch praperativ mit
entsprechend groReren Sdulen arbeiten. Ein Schreiben bzw. ein Integrator visualisiert die
Eluierung eines mehr oder weniger isolierten Peaks in der Fraktion, der dann manuell

abgegriffen und getrennt aufgesammelt werden kann.
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2.2.2.7. Praperative Dunnschicht-Chromatographie

Neben der Verwendung von DC-Platten zu analytischen Zwecken kann die
Diinnschichtchromatographie auch préperativ eingesetzt werden. Dabei wird eine Platte iber
die ganze Breite bandenformig in hoher Konzentration mit der Fraktion beladen. Ein zuvor
analytisch optimiertes Losungsmittelverhaltnis transportiert schlieBlich das Substanzgemisch
uber Kapillarkrafte auf der Platte in Richtung Fliefmittelfront. Préparative Dinnschicht-
Chromatographie wurde in dieser Arbeit ausschlie3lich auf Kieselgelplatten durchgefuhrt. Die
einzelnen Substanzbanden werden von der Aluminiummatrix zusammen mit der
Sorbensschicht gekratzt und dann mit einem geeigneten Losungsmittel aus dem Kieselgel

geldst und abfiltriert.

Bei Substanzen, die keine Farbe auf der Platte und weder eine L&schung noch eine
Eigenfluoreszenz unter dem UV-Betrachter zeigen kénnen die Randbereiche der entwickelten
DC mit Sprihreagenz (hier Anisaldehyd-Reagenz) bespriht werden, um die Zonen zu
detektieren.

2.2.2.8. Isolierungsschemata

Zur Isolierung der Naturstoffe fanden die oben beschriebenen Methoden Anwendung. Die
Abbildungen 2.1. bis 2.4. zeigen die Isolierungsschemata, die zur Isolierung der einzelnen
Naturstoffe, bzw. Naturstoff-Gemische gefuhrt haben. In den Isolierungsschemata indizieren
die Zahlen die Fraktionen, die jeweils aus den vereinigten Fraktionen bestehen, die in der
dunnschichtchromatographischen Analytik ein dhnliches Inhaltsstoffmuster zeigten. Dabeli
werden nur die Nummer der letzten Fraktion, sowie die Fraktionen, die weiter bearbeitet
wurden, gezeigt. Die Zahlen in eckigen Klammern verweisen auf die isolierten
Reinsubstanzen, deren strukturelle Aufklarung im Ergebnisteil erldutert wird. Daneben
werden die chromatographischen Verfahren und die Sorbentien tber welche aufgetrennt

wurde gezeigt.
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Aglaia ignea - Rinde
lAceton/MeOH (Extraktion)
Rohextrakt

lAusschUtteln (Hexan, EtOAC)
EtOAcC

lVLC

4 7
MPLC
VLCl (Kieselgel 60) FL.ch
.Chr.
| | | | | | | | (Sephadex)
4 12-13 14 16
Flash FI.Chr. FI chr. MPLC Flash FI.Chr. Fl. Chf | A
(Kleselgel) (Kieselgel 60) (Kleselgel 60) (Kieselgdl)  (Kieselgel 60) (RP 18) | |
| Fl.Chr.
! h2 Hash] 2 e 12 s 5 Flash | Flash
Fl.Chr Flas Prap. HP C Rekilistallisation 4 rep HPLC Flas Flas
Prap. HPLC | Fl.Chr.
(Kieselgel 60fKies¢lgel) (RP 18) ] ) (MeDH) (RP 18) (Kleselgel 60) 18 13 (RP 18) (Kieselgel) (Kieselgel)
I.Chr.
[22] 9 8 [24] [26] [11  [25] [27] [5] eselgel 0) [28]  [29] 8-
FI._Chr. | | Fl.Chr. Fl.Chr.
(Kieselgel 60) Fl.Chr. 1 (Kieselgel 60) (Kieselgel 60)
(Kieselgel §0) 3 o
21 6 14 v e FI.Chr. 4] 14 8

Abbildung 2.1.:
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Isolationsschema zur Isolierung der Naturstoffe aus Aglaia ignea
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Aglaia duppereana - Bliten

Aglaia duppereana - Wurzel

Aglaia duppereana - Blatter
lHexan (Extraktion) lHexan (Extraktion) lHexan (Extraktion)
Rohextrakt Rohextrakt Rohextrakt
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| | | 6
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Abbildung 2.2.:
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Aglaia cucculata - Zweige

Aglaiaeuphoroides - Blatter

l Hexan (Extraktion)

lHexan (Extraktion)
Rohextrakt Rohextrakt
Flash VLC
(Kieselgel)

1 3 4 7 3 7
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FI.Chr. [16] [17] \ 4 _
(Kieselgel 60)
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Aglaia roxburghiana - Zweige

Dichlormethan
(Extraktion)

Rohextrakt

VLC

Flash
(Kieselgel)

-

4 11

FI.Chr.
(Kieselgel 60)

5-9 10

Fl.Chr.
(Kieselgel 60)

[22] 5

Abbildung 2.3.: Isolationsschemata zur Isolierung der Naturstoffe aus Aglaia cucculata, A. euphoroides und A. roxburghiana
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Aglaia tsangii - Blatter Aglaia pleuroptiris - Zweige
lHexan (Extraktion) lHexan (Extraktion)
Rohextrakt Rohextrakt
MPLC FI.Chr.
(Sephadex)
| v
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\ 4

2> [20ab] 8

FI.Chr.
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|

[21ab] 7
Abbildung 2.4.: Isolationsschemata zur Isolierung der Naturstoffe aus Aglaia tsangii und A. pleuroptiris
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2.2.2.9. Biotestergebnis-gesteuerte Isolierung

Im Falle der Isolierung der Rocaglamid-Derivate (Verbindungen [24], [25], [26] und [27])
wurden die Resultate aus den Tests auf insektizide Aktivitat an Spodoptera littoralis zur
gezielten Suche nach diesen aktiven Naturstoffen verwendet. Nach den entsprechenden
Trennungsschritten (siehe Isolierungsschema im Anhang 5.1.) wurde jeweils mit den aktiven

Fraktionen weiter gearbeitet, was schlielRlich zur Isolierung der aktiven Substanzen fuhrte.

Auf diese Weise wurden die Fraktionen nach dem Ausschiutteln mit Losungsmitteln
verschiedener Polaritat und der Vakuums-Flissigkeits-Chromatographie getestet. Im weiteren
Verlauf der Isolierung wurden dann die fir Rocaglamid-Derivate typischen UV-Spektren (mit
Absorptionsmaxima bei ca. 210 nm) der Dioden-Array-Detektion zu Hilfe genommen, um die
Rocaglamide zu isolieren. Da Rocaglamide im Pflanzenmaterial in sehr geringen
Konzentrationen vorkommen und in den HPLC-Chromatogrammen in der Regel nicht zu
sehen sind, ist zu Beginn der Isolierung die Orientierung an den Biotest-Ergebnissen das
Mittel der Wahl.

2.2.3. Strukturaufklarung

Die Strukturaufklarung geschah unter Zuhilfenahme von Literaturdaten im Vergleich zu den
Ergebnissen aus der NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie. Als weiterer Parameter
wurde von den meisten Verbindungen, mit Ausnahme derer, die wegen Instabilitat zersetzt

wurden, die optische Drehung bestimmt.

2.2.3.1. Bestimmung der optischen Drehung [a]p®

Die Bestimmung der optischen Drehung wurde mit einem Polarimeter 341 LC der Firma
Perkin-Elmer bei 20°C und einer Wellenldange von 589 nm in einer Quarzkivette

(Schichtdicke 1 dm; Mikrozelle 0.35 ml) durchgefuhrt. Als Losungsmittel dienten Chloroform
bzw. Methanol in p.A. Qualitét fur die Spektroskopie (Merck).
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2.2.3.2. Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie diente in dieser Arbeit v.a. zur Bestimmung der Molekiilmasse und
der Summenformel der isolierten Naturstoffe. Des Weiteren wurden jedoch auch

Informationen der Molekilfragmentierung zur Strukturaufklarung herangezogen.

Fur die verschiedenen isolierten VVerbindungen erwiesen sich die ,,Elektron Impact” (El), die
»Elektron Spray* (ESI) oder die ,,Fast Atom Bombardment* (FAB) Massenspektrometrie als

geeignet.

Die Messungen zur Bestimmung der Molekulmassen wurden von Dr. Albrecht Berg am
Hans-Knoll-Institut fir Naturstoffforschung in Jena, ferner im ,State Key Laboratory of
Natural and Biomimetic drugs® in Peking sowie bei der Gesellschaft fur Biotechnologische
Forschung in Braunschweig durchgefihrt.

Ein Grofteil der EIMS und FABMS, sowie die hochauflésenden EIMS-Messungen und
einige GCMS-Messungen wurden von Dr. Peter Tommes im Institut fur Anorganische

Chemie und Strukturchemie gemessen.

2.2.3.3. NMR-Spektroskopie

Die ein- (*H, **C, DEPT (bzw. APT)) und zweidimensionalen (COSY, HMQC und HMBC,
ROESY) NMR-Messungen wurden am Institut flr Anorganische Chemie und Molekulare
Chemie an der HHU Dusseldorf, bei der Gesellschaft fur Biotechnologischen Forschung
(GBF) bei Dr. Victor Wray in Braunschweig und an der Normal University von Prof. Dr.
Deng in Peking durchgefihrt.

Ausgewertet wurden die Spektren mit der Win-NMR-Software der Firma Bruker.

Verwendete deuterierte Losungsmittel:

Chloroform (CDCly) Merck
Dichlormethan (CD,Cl,) Merck
Methanol (CD3;0D) Merck
Pyridin (CsDsN) Merck
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2.2.3.4. ,,Molecular Modelling*

Das ,,Molecular Modelling* wurde von Herrn PD. Dr. Thomas Schmidt und von Herrn Ak

mit der ,,Molecular Operations Environment* (MOE) Software durchgefthrt.

2.2.3.5. Kristallographie

Verbindung [1] wurde in Methanol im Kuihlschrank langsam umkristallisiert. Dadurch
konnten geeignete Kristalle flir die Rontgenstrukturanalyse gewonnen werden.

Die Rontgenstruktur-Analyse der Verbindung [1] wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Walter Frank im Institut fur Anorganische Chemie und Strukturchemie Il der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf durchgefiihrt. Wichtige Messparameter sind dem Anhang 5.1. zu

entnehmen.

2.2.4. Detektion

2.2.4.1. Dunnschichtchromatographische Analytik

Die in dieser Arbeit isolierten terpenoiden Verbindungen wurden mit Hilfe der Dinschicht-
Chromatographie nach Bespriihen mit Anisaldehyd-Reagenz in den Extrakten und Fraktionen
detektiert. Das Fliemittelsystem wurde dabei auf den entsprechenden Polaritatsbereich der
Naturstoffe optimiert. Als geeignet erwies sich ein FlieBmittelgemisch von Dichlormethan
und Methanol im Verhéltnis von 96:4. Fur die polareren Fraktionen wurde ein Verhaltnis von
92:8 gewahit.

Die Rohextrakte sowie die nach den verschiedenen chromatographischen Trennungsschritten
erhaltenen Fraktionen wurden auf diese Weise mittels Diinnschicht-Chromatographie getestet.

Ahnliche Fraktionen wurden vereint.

2.2.4.2. Gaschromatographie-Massenspektrometrie

Zum Nachweis des grofReren Teils der isolierten triterpenoiden Verbindungen wurde die
Gaschromatographie in Kombination mit der Massenspektrometrie angewandt.
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Fur die gaschomatographische Analytik der verschiedenen Aglaia-Extrakte wurden Parameter
verwendet, wie von Papageorgiou et al. [1997] fir die Trennung von Triterpenséuren

beschrieben:

Injektor-Temperatur: 280°C
Tréagergas: Helium
Flussrate: 0.672 ml/min
Split-Fluss: 70 ml/min

Temperatur-Gradient:
e 180°C fur 0.5 min
e 180°C - 240°C bei 5°C min™
e 240°C - 300°C bei 2°C min™
e 300°C fur 15 min

Die Reinsubstanzen wurden vor der Injektion in einer Konzentration von 1.0 mg/ml in
Ethylacetat im Verhdltnis 1:1 mit dem Methylierungsreagenz TMSH gemischt. Das
Injektionsvolumen betrug 1pl.

Die Hexanextrakte wurden in einer Konzentration von 10.0 mg/ml in Ethylacetat im
Verhaltnis 1:1 mit dem Methylierungsreagenz TMSH gemischt. Auch hier wurde 1ul Losung

injiziert.

Um abschatzen zu kdénnen inwiefern die von der Software gelieferten Angaben Uber die
prozentuale Ubereinstimmung der Massenspektren die Zuordnung zu den in dieser Arbeit in
einer Spektrenbibliothek archivierten Spektren der triterpenoiden Reinsubstanzen zul&sst
wurde exemplarisch Lupeol in geringer Konzentration injiziert. Die effektive Konzentration
kann hier nicht bestimmt werden, da es zu Verlusten Uber ein defektes Septum gab. Die
Ubereinstimmung ergab hier einen Wert von 17 Prozent fiir das Lupeol. In der Trefferliste
wurde in diesem Fall nur noch Lupeon, also das strukturell &hnlichste Derivat, mit einer
Ubereinstimmung von 7 Prozent aufgelistet. Aus Zeitgriinden und aufgrund eines Defektes

am Gerdat konnten keine weiteren Messungen durchgefuhrt werden, die eine Einschéatzung der
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Vertrauenswiirdigkeit der Prozentangabe zulassen. Das Beispiel Lupeol spricht aber dafur,
dass die Identitdt einer Verbindung in niedriger Konzentration auch bei geringer
Ubereinstimmung der Spektren gegeben ist. Insbesondere durch die zusatzliche
Ubereinstimmung der Retentionszeit. AuRerdem werden fiir die getesteten Reinsubstanzen in
hoher Konzentration gegebenenfalls weitere Ubereinstimmungen nur im Bereich von

maximal 2 Prozent gelistet.

2.2.4.3. Hochleistungs-Flussigkeits-Chromatographie

Fur die analytische HPLC wurde ein Standardgradient verwendet (siehe Tabelle 2.2.). Die

Saulentemperatur betrug 20°C. Chromatographiert wurde bei einer Flussrate von 1 ml/min.

Tabelle 2.2.: FlieBmittelgradient fur die analytischen HPLC

Zeit [min] Methanol [%0] Wasser [%]

0 30 70
S) 46 o4
8 48 52
22 48 52

30 56 44

35 60 40

40 100 0

50 100 0

Fur die praparative HPLC wurde vorerst analytisch ein Gradient optimiert, bevor mit der

groReren Séule praparativ gearbeitet wurde.
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2.2.5. Tests auf biologische Aktivitat

2.2.5.1. Test auf insektizide Aktivitat an Spodoptera littoralis

Die Verbindung [1], die in groRBer Menge zur Verfligung stand, wurde an frisch geschlipften
Raupen, den sog. ,,Neonates* des polyphagen Falters Spodoptera littoralis auf eine mégliche

insektizide Aktivitat getestet.

Es wurden 0.5 mg bzw. 1.0 mg der Verbindung in die artifizielle Diét (siehe unter 2.1.4.1.2.)
inkorporiert und an 20 ,,Neonates“ verfuttert. Fur beide Konzentrationen wurden je drei
Ansdtze getestet. Die Wachstumsraten der Raupen wurden schlieBlich nach 7 Tagen im
Vergleich zum Mittel aus drei Kontrollen (ohne Substanz) bestimmt.

2.2.5.2. Test auf antibiotische Aktivitat

Zum Test auf antibiotische Wirksamkeit wurden einige Verbindungen in Wurzburg im Institut
fir Molekulare Infektionsbiologie an den gram-positiven Bakterien Bacillus subtilis 168 (BS),
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (SA), am gram-negativen Bakterium Escherichia coli
ATCC 25922 (EC) und an Candida albicans (CA)-Kulturen (Hefepilz) getestet. Dabei wurde
die antibiotische Aktivitat anhand des Durchmessers der gebildeten Hemmhofe in den

Kulturen bestimmt.

Das Luria-Bertoni-Agarplatten-Medium fir die Bakterien (SA, BS und EC) setzt sich wie
folgt zusammen:
e 10.0g Trypton
5.0 g Hefeextrakt
10.0 g NaCl
15.0 g Agar
Destilliertes Wasser (auf 1000.0 ml)

Das Medium wird auf pH 7.0 eingestellt. Das Flissigmedium wird anschlieBend mit den

Mikroorganismen beimpft und Gber Nacht bei 37°C gehalten.
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Fur den Hefepilz CA setzt sich das Medium aus den folgenden Bestandteilen zusammen:
e 3.0 g Hefeextrakt
e 3.0 g Malzextrakt
e 5.0 g Pepton
e 10.0 g Glucose
e Destilliertes Wasser (auf 1000.0 ml)

Das Medium wird mit dem Hefepilz beimpft und ber Nacht bei Raumtemperatur (ca. 27°C)

gehalten.

Am darauf folgenden Tag werden die beimpften Flissigmedien mit Impfésen auf Agarplatten

aufgetragen.

Die zu testende Substanz wird mit Hilfe von Filterpapierdisks im Durchmesser von 5 mm auf
die beimpften Agarplatten gebracht. Vor der Applikation der Filterpapierdisks lasst man das
Losungsmittel vom Filterpapier verdampfen. Nach dem Wachsen der Mikroorganismen (nach

24 h) werden Hemmhofe um die Filterpapierdisks als positive Reaktion gewertet.

Getestet wurden die Secodammarane [1], [3] und [5], sowie die beiden sterecisomeren
Lignane [28] und [29]. Dabei wurden jeweils 5 pl bzw. 10 pl einer 2.5 mg/ml Ldsung auf das
Filterpapier aufgetragen. Das resultiert in einer Ladekonzentration von 12.5 pg bzw. 25 pg.

2.2.5.3. Test auf Zytotoxizitat

Zytotoxizitéatstests wurden an drei verschiedenen Zell-Linien in Mainz am Institut for
Physiologische Chemie von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Muller durchgefthrt. Fir die
Tests der Secodammarane [1], [3] und [5] standen die Tumorzell-Linien L5178Y, Hela und
PC12 zur Verfligung. Es wurde jeweils in DMSO gel6st und in den Konzentrationen 3pg/ml

und 10pg/ml getestet.
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Das Zellwachstum der getesteten Kulturen wurde durch Z&hlung der Zellen mit einem
Cytocomp-Zéhler (128 Kanal Zé&hler; System Michaelis, Mainz) mit einem 32-Kanal

GroRenverteilungs-Plotter bestimmt.

2.2.5.4. Test auf fungizide Aktivitat

2.2.5.4.1. Autobiographischer Biotest

Die Secodammarane [1], [3], [4] und [5] wurden in einem autobiographischen Biotest auf ihre
fungizide Aktivitat gegeniiber dem phytopathogenen Pilz Cladosporium herbarum getestet.
Bei diesem Test wurden 10ug der Reinsubstanz auf eine Kieselgel-DC-Platte getlpfelt. Die
DC-Platte wurde auf eine Petrischale (Durchmesser 20 cm) geleckt und schlieBlich nach dem
Verdunsten des Losungsmittels mit einem Medium (siehe unten) bedeckt, welches mit Sporen
des Pilzes infiziert ist. Nach zwei Tagen Inkubationszeit in einem feuchten, dunklen Schrank
ist die DC-Platte mit einer dunklen Mycelschicht bedeckt. Bei einer Aktivitat der getesteten
Verbindungen ist eine weile Hemmzone im Bereich der aufgetragenen Reinsubstanz zu

erwarten.

Zusammensetzung des Mediums:
e 50.0 g Mannitose
e 50.0 g Saccharose
e 5.4 g Succinylsédure
e 3.0 g Hefeextrakt (Difco, USA) in warmem, destillierten Wasser
e 0.1gKH,PO,
e 0.3g9MgSO,
e 10mg FeSO4
e 10 mg ZnSO,
o destilliertes Wasser (auf 1000 ml)
e Agar (0.1%)

AnschlieBend wird das Nahrmedium mit Ammoniaklésung auf pH 5.4 eingestellt. Die
Né&hrlésung wird schliellich fur 20 Minuten bei 120°C und 0.1 MPa autoklaviert.
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2.2.5.4.2. Agar-Diffusions-Test

Die Verbindungen [2-5] und [7-19] wurden auf Disks aus sterilem Filterpapier (Durchmesser:
5 mm) in einer Ladekonzentration von 100 pg pipettiert. Nach Verdampfen des
Losungsmittels wurden die Filterpapierdisks auf Agarplatten platziert, die mit den
pflanzenpathogenen Pilzen Cladosporium herbarum und C. cucumerinum infiziert wurden.

Nach einer Woche wurden die Platten nach moglichen Hemmhdofen untersucht.

2.2.5.4.3. Bestimmung der minimalen Inhibierungskonzentration

Mit Hilfe einer Verdinnungsreihe wurde die minimale Inhibierungskonzentration (MIC) der
Verbindung [1] bestimmt. Zu diesem Zweck wurde die Reinsubstanz (geldst in Methanol) in
ein Flissigmedium (siehe unten) pipettiert. Das Medium wird mit dem Pilz infiziert. Bei der
Konzentration, die der MIC entspricht, ist das Pilzwachstum gehemmt. Ausgewertet wurde

nach 3 Tagen.

Zusammensetzung des Flissig-Mediums:
e 1000.0 ml Infus aus gekochten Kartoffeln
e 20.0 g Glucose

Zur Herstellung des Kartoffel-Infuses werden 200 g geschélte und in Kkleine Stiicke
geschnittene Kartoffeln in 1000 ml Wasser fiir eine Stunde gekocht und anschlieend durch

ein feines Sieb filtriert.

Fur den Test werden Schnappdeckel-Glaschen mit einem Gesamtvolumen von 6 ml (1 ml

Probe, 4 ml Flissigmedium, 1 ml Sporensuspension) fiir jede Konzentration bereitet.
Als Kontrolle wurde Nystatin, mit einer minimalen Inhibierungskonzentration (MIC) von

1.06 pg/ml, 1 ml Methanol statt der Probe, sowie als Negativkontrolle nur das Fliissigmedium

mit den Sporen getestet.
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2.2.5.5. Test auf antivirale versus zytotoxische Aktivitat

Die Tests auf antivirale Aktivitdt wurden im Institut fir Molekulare und Medizinische
Virologie der Universitat Bochum in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Uberla von Dr. Charles
Esimone durchgefihrt und die Methodik kann hier nur teilweise dargestellt werden. Getestet
wurden die triterpenoiden Verbindungen [1-5] und [7-19]. Die Verbindung [6] stand nicht

mehr zur Verfugung.
2.2.5.5.1. Screening am lentiviralen HIV-1-Vektor (Vicl2dSB) und Hela-Zellen

Der initiale Screening-Test wurde an einem lentiviralen Vektor (VicldSB) und Hela-Zellen in
einem Microtiter-Platten-Assay durchgefiihrt. Der Vektor tbertragt ein Luciferase-Gen auf
die Wirtszelle. Die Luciferase wird in infizierten Zellen exprimiert und die resultierende
Lumineszenz kann mit Hilfe eines Luminometers bestimmt werden. Mit den zu testenden
Substanzen vorinkubierte Vektoren werden dabei gegen Kontrollen (ohne Substanzen)
getestet. So l&sst sich die prozentuale Luciferase-Aktivitdt fur die verschiedenen
Verbindungen bestimmen.

Die sog. Hela-,,stable“- Zelllinie besitzt Luciferase-Gene, die permanent transduziert werden.
Die Lumineszenz l&sst sich wieder mittels Luminometer bestimmen. Bei Zellschadigung nach
Zugabe aktiver Substanzen wird die Lumineszenz entsprechend reduziert. Auf diese Weise
lasst sich eine zytotoxische Aktivitét (TCso-Wert) der Verbindungen bestimmen und mit der

antiviralen Aktivitat (1Cso-Wert) in Beziehung setzen.

Die Proben werden hierfiir in DMSO geldst und anschlielend mit PBS (Phosphate Bufate
Saline-L6sung; Invitrogen Corporation) 1:10 verdunnt. Dann wird mit einem D-MEM-
Medium (4500 mg/ml Glucose + L-Glutamin-Pyruvat + 100mg/ml (Penicillin/Streptomycin
1:1); GIBCO, Invitrogen; ohne FCS) erneut 1:10 verdinnt. Von dieser Stammldsung
(80ug/ml in 1% DMSO) wurden hier verschiedene Konzentrationen (fur das Screening:
40ug/ml, 10pg/ml und 2pg/ml; bzw. 0.1ug/ml, 0.5ug/ml, 3pg/ml und 10pg/ml in weiteren
Tests) bereitet. Diese Losung wird 1:1 mit dem Vektor (je 200ul) gemischt und fir 30 min bei
37°C vorinkubiert. AnschlieBend werden davon 50upl in je drei Ansdtzen in die
Microtiterplatte pipettiert, in welcher sich die Zellen der Hela-Zelllinie (Zelldichte: 6x10°
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Zellen/well) befinden. Dieser Ansatz wird schlieBlich bei 37°C und 5% CO, inkubiert, um die
Zellen mit dem Vektor zu infizieren. Nach der Inkubationszeit von 2 Stunden wird D-MEM-
Medium mit 10% FCS (Fetal Calf Serum; Invitrogen) hinzu pipettiert. Das Medium fur die
Verdlnnungsschritte enthalt einen entsprechenden DMSO-Anteil, um den Ldsungsmittel-
EinfluB konstant zu halten. Nach der Infektionszeit werden schlief3lich noch einmal je 50pl

der Versuchlésung zu den Zellen hinzu pipettiert.

Parallel zu diesem Ansatz wird auf derselben Microtiter-Platte der Zytotoxizitats-Test
vorbereitet. Dazu wird in jeweils drei Replikaten je 100ul der Testkonzentrationen zur Hela-
»Stable*-Zelllinie pipettiert.

Nach einer 2-t&gigen Inkubationszeit bei 37°C und 5%-igem CO,-Anteil in der Luft wird
schlieBlich die Lumineszenzbestimmung durchgefithrt. Dazu wird der Uberstand von den
Zellen in den Microtiterplatten entfernt und die Zellen werden mit einem Lyse-Puffer
(Promega, Pittsburgh, PA) lysiert. Die Messung findet dann im Luminometer (Orion
Microplate Luminometer; Berthold Detection Systems) statt. Die prozentuale Luciferase
Aktivitat nach Applikation der Testsubstanz ergibt sich im Vergleich zur Luciferaseaktivitat
von Kontrollen ohne Behandlung mit der Verbindung (100% Luciferaseaktivitat).

Die ICso- und TCso-Werte werden aus der sich ergebenden Geradengleichung berechnet, die
durch die Datenpunkte (Mittelwert aus n=3) der Tests bei drei verschiedenen Konzentrationen
definiert ist (Esimone, pers. Mitteilung). Aus dem Quotienten zwischen TCsg- und ICso-Wert
kann der Selektivitatsindex (S.I.) berechnet werden, der die selektive antivirale gegeniiber der

zytotoxischen Aktivitat veranschaulicht.

2.2.5.5.2. Test am adenoviralen Vektor (AdOW126)

Die Substanz [1], welche im Screening mit aullergewohnlicher Aktivitat aufgefallen war,
wurde auch am adenoviralen Vektor (AdOW126) getestet.

Dabei unterscheidet sich das Versuchsprotokoll nur hinsichtlich der Inkubationszeit vom
Ansatz fir den lentiviralen Vektor. Hier wurde statt der zwei Tage nur fiir einen Tag
inkubiert.
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2.2.5.5.3. Kinetische Studien am lentiviralen HIV-1-Vektor (Vicl2dSB)

Fir die Abschéatzung potentieller Wirkmechanismen ist eine Untersuchung der Effekte in
Abhangigkeit von einer zeitlichen Variation der Applikation der zu testenden Substanz und

des viralen VVektors interessant.

Dabei wurde hier das Standardprotokoll (siehe unter 2.2.5.5.1.) mit einer 30-minutigen
Prainkubation des Vektors mit der Probe (hier Verbindung [1]) mit zwei weiteren
Versuchsansétzen verglichen. In einem Ansatz wurden der Vektor und die Probe gleichzeitig
(ohne vorherige Inkubation) zu den Hela-Zellen pipettiert. In einem weiteren Ansatz wurden
die Hela-Zellen vor Applikation der Probe (ber einen Zeitraum von 2 Stunden mit dem
Vektor infiziert. Erst nach Waschen der Zelloberflache wurde die Probe hinzugegeben. Damit
wird ein moglicher Wirkmechanismus vor dem Eintritt des Vektors in die Wirtszelle

eliminiert.

Als Positivkontrollen wurden einerseits ein Reverse-Transkriptase-(RT)-Inhibitor (PMPA:
Tenovir Disoproxil Fumarat; 0.5 pM) und Anti-VSVG-Serum (Antikorper; Roche Molecular
Biochemicals; handelsubliche Lésung 1:50 verdinnt; d.h. in einer finalen Verdinnung von
1:100 (Standardprotokoll (siehe wunter 2.2.5.5.1.)) getestet. Wahrend PMPA als
nukleotidanaloger RT-Inhibitor einen Wirkmechanismus nach dem Eintritt des Vektors in die
Wirtszellen charakterisiert, verhindert das Anti-VSVG-Serum den Eintritt des Vektors in die
Zellen. VSVG (Vesicular Stomatitis Virus G-Protein) ist ein Hullprotein, welches den Vektor
befahigt in sog. CD4"-Zellen (u.a. auch Hela-Zellen) einzudringen. Das Serum stellt ein

Antiserum gegen dieses Hullprotein dar (Esimone, pers. Mitteilung).

Die Verbindung [1] wurde in diesem Experiment in einer Konzentration von 3ug/ml getestet.
Wie im Standardprotokoll (siehe unter 2.2.5.5.1.) wurden die Positivkontrollen und die Probe
in jedem Ansatz in jeweils drei Replikaten getestet. Zur Bestimmung der Zytotoxizitat wurde
auch hier, wie oben beschrieben die Luciferaseaktivitat der ,,Hela-stable“-Zelllinie nach

Applikation der Verbindung [1], sowie der beiden Positivkontrollen bestimmt.
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2.2.5.5.4. Test am HIV-1-Wildtyp und der PACCRS5-Zelllinie

Die Verbindung [1] wurde dartiber hinaus auch am HIV-1-Wildtyp auf antivirale Aktivitat

getestet.

Dieser Versuch wurde an der PACCR5-Zelllinie und dem HIV-1-Wildtyp als Vektor und
unter Bestimmung der durch Infektion vermittelten B-Galactosidase-Aktivitdt bzw. der

Zellvermehrung (BrdU-Test zur Bestimmung der Zytotoxizitat) durchgefihrt.

Fur die Bestimmung der Galactosidase-Aktivitat wurde nach einer Inkubationszeit von 2
Tagen das Medium von den Zellen entfernt und diese einmal mit PBS (siehe oben)
gewaschen. Zur Fixierung wurde dann 0.5 % Glutaraldehyd-Lésung gleichmaRig auf den
Zellen verteilt und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur belassen. AnschlieRend wurde erneut
dreimal mit PBS-L0Osung gewaschen (1x kurz; 10 min; 1x kurz). Dann wird die X-Gal-Ldsung
auf die Zellen gegeben. Getestet wurde in Konzentrationen von 1ug/ml, 3ug/ml, 10pg/ml und

15ug/ml.

Bei diesem Test farben sich die infizierten Zellen blau und kdnnen gez&hlt werden. Die Werte
werden schlielich auf die Kontrollen bezogen, bei denen keine Testsubstanzen mit
vorinkubiert wurden. So l&sst sich die Aktivitdt in Prozent der als 100% Aktivitat

angenommenen Kontrollen berechnen.

Die Bestimmung der Zytotoxizitat wird in diesem Fall Gber einen Zell-Proliferations-ELISA-
Test (BrdU) Uber Chemolumineszenz bestimmt. Diese Vitalfarbung besteht aus einer
Doppelfarbung mit  Fluorescindiacetat und Ethidiumbromid. Hierbei wird die
Membrandurchl&ssigkeit der Zellen bestimmt.

Die Zelllinie (PACCRS5) liegt in einer Dichte von 6x10° Zellen in weiBen 96-,well“-Platten
(Cellstar) vor. Am nachsten Tag wird das Medium mit verschiedenen Konzentrationen der zu
testenden Verbindung (1 pg/ml, 3 pg/ml, 10 pg/ml und 15 pg/ml) ersetzt. Anschlieflend
inkubiert man fir 2 Tage bei 37°C und 5% CO,, bevor die Zellen mit BrdU (5-Bromo-2’-
deoxyuridin) fir 19-22 Stunden bei 37°C markiert werden. Dann gibt man FixDenate (Roche

Molecular Biochemicals) hinzu und inkubiert fir weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur.
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Nun fligt man Anti-BrdU POD-L6sung zur Markierung hinzu und inkubiert fir 30 Minuten
bei Raumtemperatur. Schliel3lich wird die Platte dreimal mit der Waschlésung gewaschen,
bevor man das Substrat hinzu pipettiert und fur drei Minuten inkubiert. Dann bestimmt man

die Chemolumineszenz mit dem Luminometer.

Die Verbindung [1] wurde in Analogie zu dem unter 2.2.5.5.4. beschriebenen Experiment
auch am HIV-1-Wildtyp im Vergleich zu dem RT-Inhibitor PMPA hinsichtlich der antiviralen
Aktivitat bei unterschiedlichen Applikationszeiten untersucht.

2.2.5.5.5. Test am Respiratorischen Syncytialen Virus (RSV)

Ebenfalls mit der Verbindung [1] wurde ein Test am RS-Virus (Respiratory Syncytial Virus)
in Verbindung mit Hep-2-Zellen durchgefihrt.

Auch bei diesem Test liegen die Zellen in einer Dichte von 6x10° Zellen/well auf der
Microtiter-Platte vor. Die Virenkonzentration liegt bei 10%ml. Die Substanz wurde in den
Konzentrationen 9.98ug/ml, 4.5ug/ml, 3ug/ml, 1.5pug/ml, 0.6pg/ml und 0.15ug/ml getestet.
Alle Konzentrationen wurde wieder je dreimal getestet.

Der Virus wird fir den Test mit den Proben fir 30 Minuten bei 37°C vorinkubiert. In den
Kontrollen dagegen wird der Virus lediglich mit dem D-MEM-Medium mit 5% FCS (siehe
oben) und ohne Proben inkubiert. Das Medium der Hep-2 Versuchszellen wird in je drei

Ansatzen pro Konzentration mit der Virusmischung ersetzt.

Fur die Immunozytochemische Reaktion wird nach 2 Tagen der Uberstand von der
Microtiterplatte verworfen und fur 10 min bei Raumtemperatur 200ul einer 80%-Ethanol-
L6sung hinzu pipettiert. Der Uberstand wird verworfen und luftgetrocknet. Zur Dehydrierung
lasst man fur 5 Minuten 200ul PBS-T-L6sung (Invitrogen) einwirken. Anschlieend wird die
Platte ausgeschlagen. Dann gibt man 100l des 1. Antikorpers (3CA) in einer 1:250
Verdinnung mit PBS-T hinzu und l&sst fur 45-60 Minuten bei 37°C einwirken. Daraufhin
wird die Platte ausgeschlagen und dreimal mit PBS-T gewaschen. Dann pipettiert man 100ul
des 2. Antikdrpers (P0260) in einer Verdinnung von 1:400 mit PBS-T dazu. Nach 45-60
Minuten bei 37°C wird die Platte erneut ausgeschlagen und dreimal mit 200ul PBS-T
gewaschen. Fir die AEC-Féarbung werden 200ul ACE und 10ul H,O;, und 100ul Substrat
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hinzu gegeben. Die Reaktion wird gestoppt, indem man die Platte ausklopft und 100pl

Wasser hinzu gibt.

Unter der Stereolupe sind in den Microtiterplatten-,,wells* die infizierten Zellen an der
zytoplasmatisch lokalisierten braunen Prézipitaten zu erkennen. Die infizierten Zellen werden
gezéhlt und durch die Zahl der infizierten Zellen der Kontrollen geteilt, wodurch man die

prozentuale Infektion im Vergleich zu den Kontrollen erhilt.

2.2.5.5.6. In vitro Test an Reverser Transkriptase (RT)

Die Aktivitat gegeniiber Reverser Transkriptase wurde mit einem im Handel erhéltlichen RT-
Kitt (Reverse Transcriptase Assay, Chemiluminescent by Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) durchgefiihrt. Das genaue Versuchsprotokoll ist den Anleitungen
dieses Test-Kitts zu entnehmen. Anstelle des hier mitgelieferten Enzyms wurde jedoch die
Reverse Transkriptase des HIV-1-Vektors (Vicl2dSB) im Vektor selbst getestet (Esimone,
pers. Mitteilung). Dabei wurde der Test-Kitt direkt auf den Vektor angewendet und die RT-
Aktivitat bei Applikation der Verbindung [1] mit Kontrollen ohne Applikation verglichen.
Aus Kostengriinden (Esimone, pers. Mitteilung) wurde hier jede Konzentration nur einmal
getestet. Die Verbindung [1] wurde dabei in den Konzentrationen 0.8ug/ml, 1.6pg/ml und
8ug/ml appliziert.
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3. Ergebnisse
3.1. Isolierte Verbindungen

Zu den isolierten Verbindungen sind die verfiigharen *H- und **C-NMR-Spektren, sowie die

Massenspektren im Anhang 5.2. dargestellt.
3.1.1. 3,4-Secodammarane aus der Rinde von Aglaia ignea

Die aus dem methanolischen Extrakt der Rinde von Aglaia ignea isolierten Triterpene sind in

Abbildung 3.1. zusammengefasst.

Abbildung 3.1.: 3,4-Secodammarane aus der Rinde von Aglaia ignea
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Verbindung [1] konnte in farbloser, dliger Konsistenz gewonnen werden. Das EIMS zeigt den
Molekiilpeak bei m/z 440. Im HREIMS ergibt sich ein Wert bei m/z 440.36749. Dieses lon
entspricht der Summenformel C3oHas0, (berechnet m/z 440.3654).

Fiir die optische Drehung wurde bei diesem Derivat ein [a]p? -Wert von +19.0° (c 0.30,
CHClIs3) gefunden.

Die Betrachtung des Kohlenstoff-Spektrums indiziert die Existenz von 30 Kohlenstoffatomen
(siehe Tabelle 3.1.). Unter Zuhilfenahme des Protonen- und DEPT-Spektrums lassen sich
sieben Methylsinguletts, elf Methylen- und finf Methingruppen identifizieren. Daneben sind

sieben quartare Kohlenstoffe zu finden.

Aus der Zahl der Kohlenstoffe und Wasserstoffe sowie aus den chemischen Verschiebungen
zweier Kohlenstoffe bei 6¢c 179.8 und 75.6 fur eine Carboxylgruppe bzw. eine
Hydroxylgruppe kann auf das Vorliegen von drei Sauerstoffatomen im Molekil geschlossen
werden. Die tatsdchliche Summenformel der Verbindung [1] lautet folglich C3pHs003.

Der beobachtete Wert fiir den Molekilpeak bei m/z 440 lasst sich somit zurtickzufiihren auf
die Eliminierung eines Molekils Wasser und spricht flr das Vorliegen einer Hydroxylgruppe
am Kohlenstoff mit der chemischen Verschiebung von &¢ 75.6. Diese Fragmentierung unter
Abspaltung einer Hydroxylgruppe ist flr triterpenoide Verbindungen wie (18S)-18-
Hydroxydammar-21-en bekannt [Yamashita et al. 1998].

Ausgehend von den HMBC-Korrelationen der Methylsinguletts im hohen Feld (siehe
Abbildung 3.2.), namentlich H3-18 zu den Kohlenstoffen C-7, C-8, C-9 und C-14, sowie Hs-
19 zu C-1, C-5, C-9 und C-10, sowie H3-30 zu C-8, C-13, C-14 und C-15 (siehe Abbildung
3.2 und Tabelle 3.1.) l&sst sich auf das Dammaran-Grundgerist der Verbindung [1] schlie3en
(siehe Abbildung 3.3.).
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Tabelle 3.1.: NMR-Datentabelle der Verbindungen [1], [2] und [3]

[1° [2]* 31
Position §. & (d H2) HMBC 5c  ou(d H2) HMBC 5. &4 (J H2) HMBC
1 343 Al62m 2,3, 5, 9,10,19 343 Al62m 344 Al62m 2
B1.62m 2,3, 5, 9,10,19 B1.62m B1.62m 2
2 283 A235m 1,2,3,10 A235m 284 A235m 1,3
B2.17m 1,2,3,10 (w) B217m B2.17m 1,3
3 179.8 174.6 174.6
4 1475 1475 1475
5 50.8 1.98dd (2.8,  1,4,5,6,7,9,10,19,28,29 508 1.98dd (2.8, 507 1.98dd (25 4,10
12.6) 12.6) 12.6)
6 246 Al82m 4,5,7,8,10 A182m 246 Al82m
B1.36m 4,5.7,8,10 B1.36m B1.36m
7 339 A1l5lm 5(w), 6,89 (W), 14 (w),18 339 A151m 338 Al51m
B1.22m 5,6,8,9,14 (w), 18 B1.22m B1.24m
8 401 40.1 40.0
9 411 150m 1,5(w),8,10,11,12,14 411 409 150m
(w), 18, 19
10 39.1 39.1 39.1
11 221 A140m 8 (w), 9, 10 (w), 12,13 220 A143m 9
B1.28m 9,12, 13 B1.28m 9
12 275 A182m 9,11, 13, 14, 17 (w) 274 A182m
B1.26m 9,11, 13, 14 B1.26m
13 424 164m 12, 14,17, 30 424 424 165m
14 50.7 50.7 50.7
15 312 Alddm 14, 16,17, 30 312 Al44m 312 A143m
B1.08m 13, 14, 16, 17, 30 B 1.08m B1.10m
16 248 A173m 13, 14, 15, 17, 20, 22 A173m 248 A173m
B1.47m 13, 15,17, 20 B 1.47m B1.47m
17 497 172m 12, 13, 14 (w), 15, 16, 20,22 49.7 500 1.75m
18 154 0.99s 7,8,9,14,18 0.99s 7,8,9,14 153 1.00s 7,8,9,14
19 202 0865 1,2,5,9,10, 19 0.86s 1,5,9,10 201 085s 1,5,9,10
20 75.6 75.6 75.0
21 254 1145 17, 20, 21, 22, 23 (W) 114 17,20,22 254 1.15s 17,20, 21
22 406 Al45m 17,20, 21, 23, 24 406 Al145m 36.7
B1.45m 17,20, 21, 23, 24 B 1.45m
23 226 A205m 20,22, 24,25 A205m 29.2
B2.05m 20,22, 24, 25 B 2.05m
24 1247 510t 21,22, 23,27 1247 5.10t 765  4.04m
25 131.7 131.7 147.6
26 238 1685 24,25, 26, 27 238 168s 24,2527 1108 A496brs 24,25
B4.84brs 24
27 178 1.63s 24,25, 26 (w), 27 178 163s 24,2526 292 173s 24
28 1135 A485brs 4,510 (w), 28, 29 1135 A485brs 5 1134 A484brs 5
B466brs 4,5, 10,2829 B 4.66 brs 5 B 4.66brs 5
29 232 1725 4,5,6 (w), 10 (w), 28 172 4,528 232 174s
30 164 0.89s 8,13, 14,15, 30 0.89s 8,13,14, 163 0.89s 8,13, 14,
15 15
3-OCH, 3.66s 3 516  3.665 3

%CDCl3; "MeOH; (w): schwache Korrelation; Fettdruck: Direktkorrelation
Die Zuordnung erfolgte tber 2D-NMR-Daten (COSY, HMQC, HMBC)
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Abbildung 3.2.: HMBC-Korrelationen der Verbindung [1] im hohen Feld

Im Protonenspektrum tauchen bei 6y 4.85 und 4.66 die Signale einer Exomethylengruppe auf.
Die Exomethylengruppe lasst sich durch das DEPT- und HMQC-Spektrum verifizieren. Das
entsprechende Kohlenstoffsignal liegt bei ¢ 113.5. Die chemische Verschiebung der
Methylgruppe Hs-29 (64 1.72) indiziert die Nachbarschaft einer Doppelbindung. Im HMBC-
Spektrum zeigt dieses Methylsingulett eine Korrelation zum Kohlenstoff der
Exomethylengruppe (siehe Abbildung 3.4.). H3-29 und die Exomethylensignale korrelieren
mit dem quartdren Kohlenstoffatom C-4, welcher mit 6c 147.5 eine entsprechende Tieffeld-

Verschiebung zeigt. Die Methylgruppe Hs-29 und die Exomethylengruppe H»-28 lassen sich
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uber die HMBC-Korrelationen mit dem Dammaran-Grundgerist Uber die Korrelation mit
dem Kohlenstoff C-5 verkniipfen (siehe Abbildungen 3.3. und 3.4.).

Abbildung 3. 3.: HMBC-Kaorrelationen der Dammaran-Substruktur von Verbindung [1]

Die Methylgruppe Hs3-29 und die Exomethylengruppe am Kohlenstoff C-4 deuten auf eine
3,4-Secokonstellation der Verbindung [1] hin.

Die Methylenprotonen Hy-1ag (8n 1.62) sowie H-24 und H-2g (34 2.35 und 2.17) lassen sich
durch die HMBC-Korrelationen (siehe Abbildung 3.2.) definieren. Man findet die
Korrelationen der Methylgruppe Hz-19 und der Methinprotonen H-5 und H-9 mit C-1,
welches sich tber das HMQC-Spektrum dem Methylenprotonenpaar Hz-1ag zuordnen I&sst.
Die Methylenprotonen an C-1 zeigen umgekehrt die Korrelationen zu den entsprechenden
Kohlenstoffen des Dammarangrundgeristes (siehe Tabelle 3.1.). Ausgehend von Hj-1ag
lassen sich zudem HMBC-Korrelationen zu dem Triplett in Position 2 und zu dem
Kohlenstoff mit einer chemischen Verschiebung von &c 179.8 (C-3) erkennen (siehe
Abbildung 3.2. und 3.5.).

Das COSY-Spektrum (Abbildung 3.6.) zeigt ein isoliertes Spinsystem fir die

Methylenprotonen in Position 1 und 2 und bestétigt so die postulierte Partialstruktur (siehe
Abbildung 3.5.).
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Die chemische Verschiebung des Kohlenstoffs C-3 mit ¢ 179.8 deutet auf die Existenz einer

Carbonséurenfunktion hin. So ergibt sich eine Propionsédure-Partialstruktur, die ber C-10 mit

dem Dammaran-Grundgerust in Verbindung steht (siehe Abbildung 3.5.).
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Abbildung 3.4.: HMBC-Korrelationen der Verbindung [1]
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Abbildung 3.5.: Propionsaure-Partialstruktur der Verbindung [1] mit wichtigen
HMBC-Korrelationen und Spinsystem (Fettdruck)

Die sorgfaltige Untersuchung der COSY- und HMBC-Kaorrelationen erméglicht schlieRlich
die Zuordnung der verbleibenden Signale, d.h. H»-6, H,-11, H»-12 und H,-16 und damit den
RingschluB der Ringe B, C und D (siehe Abbildungen 3.2. und 3.6.). So lassen sich
beispielsweise ausgehend von dem Doppelduplett H-5 die Korrelationen zu den beiden
Methylenprotonen H-65 und H-6g im COSY-Spektrum identifizieren, die wiederum mit den
Methylenprotonen H-74 und H-7g entsprechende Kreuzsignale liefern (siehe Abbildung 3.6.).
Ein weiteres abgeschlossenes Spinsystem bilden die Methylenprotonen H,-11 und H-12, die
uber die Methinprotonen in Position 13 und 17 und weiter Uber H,-16 bis hin zu den
Methylenprotonen H,-15 in Verbindung stehen. Damit ist die Grundstruktur dieses 3,4-

Secodammaranes bewiesen.

'H- und *C-Daten anderer Dammarane aus der Literatur stimmen im Falle der
Methylgruppen Hs-18 und Hs-30 gut mit denen der Verbindung [1] tberein [Qiu et al. 2001;
Hisham et al. 1996; siehe auch Yamashita et al. 1998 und Lee et al. 2001]. Wahrend aber C-
19 (8¢ 20.1) eine deutliche Verschiebung ins tiefe Feld, verglichen mit Werten aus der
Literatur (3¢ 15.6) zeigt [Qiu et al. 2001; Hisham et al. 1996]. Dagegen sind die gemessenen
Werte in guter Ubereinstimmung mit Verschiebungswerten von 3,4-Seco-Verbindungen
[Kennelly et al. 1995; Mohamad et al. 1999a].

Auch die Partialstruktur der Seitenkette am Kohlenstoff C-17 kann ausgehend von den

HMBC-Korrelationen der verbleibenden Methylgruppensignale abgeleitet werden.
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Abbildung 3.6.: COSY-Korrelationen im hohen Feld von Verbindung [1]

Die Methylgruppe Hs-21 bei oy 1.14 zeigt eine Korrelation im HMBC-Spektrum zu C-20 (8¢
75.6) (siehe Abbildung 3.2.), dessen chemische Verschiebung auf die Existenz einer
Hydroxylgruppe hindeutet. Die 3J-Korrelation zu C-17 belegt die Verknipfung zum
Dammaran-Grundgerist Uber dieses Kohlenstoffatom, zu welchem im HMBC-Spektrum auch
Korrelationen ausgehend von H,-15 und H-13 bestehen (siehe Tabelle 3.1.). Darlber hinaus

korreliert die Methylgruppe Hs-21 mit C-22 und sogar, allerdings schwach, mit C-23 (4J).
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Ausgehend von H3-21 lasst sich somit eine weitere Substruktur flr einen Teil der Seitenkette
ableiten (siehe Abbildung 3.7. und Tabelle 3.1.).

Im COSY-Spektrum (siehe Abbildung 3.6., 3.7. und 3.8.) lasst sich ein Spinsystem ausgehend
von den Methylenprotonen H,-22 identifizieren, welche Uber die Methylenprotonen H,-23
und mit einem Methintriplett bei &4 5.10 in Verbindung stehen. Dieses Methinproton H-24
zeigt zudem noch ,,long-range*- Korrelationen zu zwei weiteren Methylgruppen, ndmlich Hs-
26 und Hs-27 (54 1.68 und 1.63).

Fir diese geminalen Methylgruppen l&sst sich im HMBC-Spektrum die gegenseitige
Kopplung erkennen (siehe Abbildung 3.2. und Abbildung 3.7.). Die Korrelation mit
Kohlenstoffen bei 6¢ 131.7 (C-25) und ¢ 124.7 (C-24) (siehe Abbildung 3.4.), sowie die

Tieffeldverschiebung der Methylprotonen-Signale indizieren eine A** * —Doppelbindung.

Ein EIMS-Fragment von m/z 109 ist ebenfalls bezeichnend fir die postulierte Seitenkette [van
der Doelen et al. 1998]. Formal lasst sich dieses Fragment durch die Eliminierung der
Hydroxylgruppe und die Ausbildung einer Exomethylengruppe anstelle der Methylgruppe in
Position 21 ableiten. Die Struktur der Seitenkette ist hinsichtlich der chemischen
Verschiebungen in vollstandiger Ubereinstimmung mit Literaturdaten [Jiang et al. 1999,
Hilpisch et al. 1997].

Abbildung 3.7.: HMBC-Korrelationen der Methylgruppen und Spinsystem (Fettdruck)
der Seitenkette von Verbindung [1]
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Abbildung 3.8.: COSY-Kaorrelationen im tiefen Feld von Verbindung [1]

Die Konfiguration am Kohlenstoff C-20 kann durch Literaturvergleich ermittelt werden. Hier
lassen sich Beispiele flr beide Konfigurationen finden [z.B. Yamashita et al. 1998, Jiang et
al. 1999]. Aussagekréaftig sind im Falle der postulierte Seitenkette die Werte der chemischen
Verschiebungen der Kohlenstoffe in Position 21 und 22, die in guter Ubereinstimmung mit
(20S)-20-Hydroxydammar-24-en sind (die Bezifferung in der zitierten Literatur ist inkorrekt,
was dort zu der Bezeichnung (18S)-18-Hydroxydammar-21-en fiihrt) [Vgl. Yamashita et al.
1998]. Die genannte Verbindung zeigt mit C-21 (d¢ 25.4) and C-22 (d¢c 40.5) fast exakt
dieselben Verschiebungswerte, die fir Verbindung [1] bei &¢ 25.4 bzw. 40.6 liegen. Dagegen
weichen die Werte des entsprechenden (R)-Isomeres mit Werten von &¢ 23.6 fur C-21 und ¢
41.8 fur C-22 deutlich von den gefundenen Werten ab. Somit muss Verbindung [1] das 20-
(S)-Isomer darstellen [Vgl. Yamashita et al. 1998].
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Durch  Umkristallisation aus Methanol konnten geeignete Kristalle fir die
Rontgenstrukturanalyse der Verbindung [1] erhalten werden, wodurch die relative
Stereochemie bestétigt werden kann. Die farblosen Kristalle zeigen ein orthorombisches
Kristallsystem mit planarem Habitus und eine Anpassungsgute von S= 1.039. Die Daten zu
der Rontgenstrukturanalyse der Verbindung [1] sind dem Anhang 5.1. zu entnehmen. Die
Abbildung 3.9. zeigt die relative Konfiguration der Verbindung [1]. Die Struktur liegt im
Kristallverband in zwei Konformeren vor, die sich beziiglich der Orientierungen der
Carboxylgruppe in Position 3 und der Hydroxylgruppe an C-20 unterscheiden (siehe
Abbildung 3.9.).

Abbildung 3.9.: Rontgenkristallstruktur der Verbindung [1]
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Aufgrund biogenetischer Erwégungen kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei den
abgebildeten Strukturen auch um die absolute Konfiguration handelt, da s&mtliche bisher
bekannten Dammarane die entsprechende Konfiguration aufweisen.

Geht man von der 20(S)-Konfiguration aus, so ist die Stereochemie am Kohlenstoff C-17
ebenfalls (S), wie man in der Rontgenstruktur erkennen kann (siehe unten; Abbildung 3.9.). In
analoger Weise lassen sich auch die Konfigurationen an den ubrigen Stereozentren ableiten,
die in Abbildung 3.1. gezeigt sind. Auf dieser Basis (in Verbindung mit den erhaltenen *H-
und C-NMR-Daten) lasst sich auch fiir alle anderen 3,4-Seco-Verbindungen ([2]-[7] und

[8ab]), die in dieser Arbeit isoliert wurden diese Konfiguration annehmen.

Bei der Verbindung [1] handelt es sich um die (20S)-Hydroxy-3,4-seco-4(28),24-
dammaradien-3-carbonsaure, auch bekannt als Dammarenolsaure [z.B. Mills & Werner 1955;
Rao et al. 1975, Poehland et al. 1987]. Rivero-Cruz et al. [2004] beschreiben dieses Derivat
spater ebenfalls fir die Blatter von Aglaia ignea (syn. A. rubiginosa). Zum Zeitpunkt des
Erstellens dieser Arbeit war diese Substanz noch nicht fir Aglaia ignea beschrieben. In der
Literatur liegen auBerdem bisher weder vollstindige NMR-Daten noch eine Kristallstruktur

Vor.
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Fiur die Verbindung [2], eine weiRe, 6lige Substanz, ist ebenfalls nur das [M-18]° *-Fragment
bei m/z 454 im GCEIMS zu finden. Fiir die optische Drehung wurde ein [a]po®® -Wert von
+2.6° (¢ 0.1, CHCI3) gefunden.

Das *H-NMR-Spektrum dieser Verbindung unterscheidet sich von dem der Dammarenolsaure
durch ein zusétzliches Singulett bei 64 3.66 (3H). Dieses Methoxysignal zeigt im HMBC-
Spektrum eine Korrelation zu C-3 (siehe Tabelle 3.1.) und deutet darauf hin, dass es sich bei
Verbindung [2] um den Methylester der Verbindung [1] handelt.

Im Gegensatz zur Dammarenolsdure ist das Signal fir C-3 deshalb hochfeldverschoben (6¢
174.6). Bei den weiteren im Rahmen dieser Arbeit isolierten Methylestern finden sich die

entsprechenden chemischen Verschiebung (vgl. Verbindungen [5], [6] und [7]).

Die ubrigen zu identifizierenden NMR-Signale der Verbindung [2] entsprechen denen der
Dammarenolsdure [1] (siehe Tabelle 3.1.), wobei die Zuordnung der Protonen anhand des
COSY-Spektrums und die der C-Atome durch das HMBC-Spektrum bestétigt werden (siehe
Tabelle 3.1.).

Somit handelt es sich bei Verbindung [2] um die bekannte Verbindung Methyldammarenolat
aus Cabralea eichleriana (Meliaceae) [Mills & Werner 1955, Rao et al. 1975].
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Als farblose, etwas 6lige Substanz wurde auch Verbindung [3] gewonnen. Auch hier ist mit
m/z 470.3765 im EIMS (berechneter Wert: 470.3760 fur C3;Hs003) nur das Molekulion nach
Wasser-Eliminierung zu finden. Im FABMS kann allerdings das Molekulion unter Addition
von Natrium bei m/z 511 identifiziert werden. Die Summenformel der Verbindung [3] lautet
demzufolge C3;Hs,0.,.

Der [o]o?® -Wert fr die Verbindung [3] liegt bei +26.7° (c 0.34, CHCl5).

Das Dammarangrundgerust gleicht dem des Methyldammarenolats (Verbindung [2]). Die
chemischen Verschiebungen des Grundgeristes unterscheiden sich erwartungsgemél nicht
wesentlich von der Dammarenolsaure und dem Methyldammarenolat (Verbindungen [1] und
[2]; siehe Tabelle 3.1.). Wie bei der Verbindung [2] findet man hier das entsprechende
Methoxysingulett bei 64 3.66 sowie den Kohlenstoff C-3 bei ¢ 174.6 (siehe Tabelle 3.1.),
womit das Vorliegen des Methylesters anstelle der freien Saure (siehe Verbindung [1])

bestatigt wird.

Die Methylgruppe Hs-21 zeigt wie in den beiden vorher diskutierten Verbindungen
Korrelationen mit C-17, C-20 und C-22 (siehe Abbildung 3.10.). Am C-20 befindet sich
ebenfalls eine Hydroxylfunktion. Das entsprechende Kohlenstoffsignal taucht bei 6¢ 75.0 auf
und weicht nur unwesentlich von den Verschiebungswerten der Dammarenolsaure bzw. des
Methyldammarenolates ab (siehe Tabelle 3.1.). Die chemische Verschiebung fir C-22 deutet
dagegen mit einem Wert von oc 36.7 auf eine andere Seitenkette an C-17 dieses

Secodammarans hin.

Im Protonenspektrum fallen weitere Signale auf. Zum einen Uberlappt laut Integration ein
zusétzliches Proton bei 6y 4.84 mit dem Exomethylenproton H-284. Ein weiteres breites
Singulett erscheint bei 6y 4.96. Dieses koppelt im COSY-Spektrum mit dem Signal bei 64
4.84 (siehe Abbildung 3.11.). Die Vermutung, dass es sich bei diesen Signalen um die
Protonen einer zweiten Exomethylengruppe handelt, wird durch das DEPT- und HMQC-
Spektrum bestatigt. Neben dem Signal fur C-28 bei &c 113.4 findet man den zweiten
Exomethylenkohlenstoff (C-26) bei 6¢ 110.8.

Im HMBC-Spektrum (siehe Abbildung 3.10.) sind sowohl von den Exomethylenprotonen H-
264 und H-26g als auch von einer Methylgruppe (Hs-27) Korrelationen zu C-25 bei d¢c 147.6
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sowie zu einem Kohlenstoff bei d¢c 76.5 (C-24) zu finden. Das spricht daflr, dass sich die

Exomethylengruppe und die Methylgruppe am Ende der Seitenkette befinden.

Die chemische Verschiebung von C-24 bei &¢ 76.5 und dessen zugehoriges Multiplett (H-24)
indiziert mit einer Verschiebung von o8y 4.04 die Nachbarschaft zu einem Heteroatom,
offensichtlich einer Hydroxylgruppe, denn auch ein Fragment bei m/z 453 im EIMS,
entsprechend der Eliminierung eines weiteren Wassermolekiils, deutet das Vorhandensein

einer zweiten Hydroxylgruppe im Molekdl an.

29 30
27 2118 19
24 2 O
é * |(ppm)
[ ! ¢ ) |
| . b :
112 g
30/15
! Vopg o 1 @ 1877, §
aﬂ p o ' 217, 0 §on
! S0 e 18/89' 1910 a0
2845 284/5 b 205, ¢ 2122 30i8 +°
) 0 o U R 9 i
[ i . . 1814 \'19/5
_ 9 30/14
] It .
2652 265/30 8‘ " '
24 y, ¢ \ , u 2124y .ﬂ 021/20
. | — 80
' ' [ ]
' § " a' L
{ 0 )
]
2 ' vl
0
° n ] a
% ( n U 27/26e S
28 ] 29/28
) ! b ! 120
& . i
' 0
] ]
0 L
!
4 264/25 s 294
25 " | w 0 L
27125
' ]
—1
A \ ’ 60
OMe/3 v i r
o 2/3
3 . o ' W Al .‘d [ B/ '
¢ 0 ) » ﬂ‘ L
T T T T T ‘u T T T
(ppm) 4.8 4.0 3.2 2.4 1.6 0.8

Abbildung 3.10.: HMBC-Kaorrelationen der Verbindung [3]
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Die beiden Methylsinguletts H3-27 und Hs3-29 weisen kaum unterschiedliche chemische
Verschiebungen auf (64 1.73 und &y 1.74), was die Interpretation der Spektren schwieriger
gestaltet. Die entsprechenden Kreuzsignale der Korrelationen von H-26, mit H3-27 und H-28g
mit Hs-29 erscheinen leicht versetzt. Die sich tberlappenden Korrelationen zwischen H-26g
und Hsz-27 bzw. H-285 und der Methylgruppe Hs-29 lassen sich durch ein intensiveres
Kreuzsignal im COSY-Spektrum erkennen (siehe Abbildung 3.11.). Ferner kann man die
Korrelation des Methinprotons H-24 mit den Exomethylenprotonen in Position 26 im COSY-

Spektrum finden.

Im COSY-Spektrum (siehe Abbildung 3.11.) ist eine Kopplung zwischen H-24 und einem
Signal bei ca. 6y 1.65 (H2-23) zu sehen. Die postulierten Methylenprotonen liegen im Bereich
der publizierten Werte [Vgl. Hilpisch et al. 1997], kénnen hier jedoch aufgrund einer
Verunreinigung nicht eindeutig zugeordnet werden. Die Methylenprotonen H-22, und H-22g
kénnen im COSY-Spektrum wegen Signallberlappung ebenfalls nicht sicher detektiert

werden.

Auf die Struktur der Seitenkette kann aber aus dem Molekulargewicht geschlossen werden.

Dieses lasst sich durch zwei weitere Methylengruppen (H»-22 und H,-23) erklaren.

Bezliglich der Frage nach der Konfiguration in der Position 24 hilft ein Literaturvergleich
weiter. Hilpisch et al. [1997] stellen zwei Derivate mit der flir Verbindung [3] postulierten
Seitenkette vor, die sich in der Konfiguration an C-24 unterscheiden. Der Wert fur H-24 liegt
hier fir das (R)-Diastereomer bei oy 4.36 und C-24 bei 6¢ 89.8, wahrend die Werte fur das
(S)-1somer bei 6y 4.12 bzw. d¢ 75.8 liegen. C-23 liegt bei d¢ 25.0 fiir die (R)- bzw. bei 27.5
bzw. fur die (S)-Konfiguration und C-25 bei ¢ 25.0 fir die (R)- bzw. bei 27.5 bzw. flr die
(S)-Konfiguration. Auch die chemischen Verschiebungen der Protonen und der Kohlenstoff
der Exomethylengruppe in Position 26 unterscheiden sich deutlich bei den beiden
Stereoisomeren. C-26 liegt bei d¢c 113.7 bzw. 110.6 und fir H,-26 treten ein Signal bei oy
5.02 (2H) bzw. zwei Signale bei oy 4.96 und 4.84 fur die (R)- bzw. (S)-Konfiguration auf.
Wie ein Vergleich mit der Tabelle 3.1. zeigt, belegen erhaltenen NMR-Daten eindeutig, dass
Verbindung [3] das 24(S)-Isomer darstellt.
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Wie sich in Gbereinstimmenden chemischen Verschiebungen (siehe Tabelle 3.1.) und auch im
Vergleich mit Literaturdaten zeigt [Yamashita et al. 1998, Jiang et al. 1999, Hilpisch et al.
1997], stimmt die relative Stereochemie in allen weiteren chiralen Zentren der Verbindung [3]

mit denen der zuvor diskutierten Verbindungen tberein.
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Abbildung 3.11.: COSY-Kaorrelationen der Verbindung [3]

Somit handelt es sich bei der Verbindung [3] um den Methylester der bekannten Verbindung
(20S,24S5)-20,24-dihydroxy-3,4-secodammara-4(28),25-dien-3-carbonsaure [Aoki et al. 1988;
Aoki et al. 1990]. Der Methylester der genannten Verbindung ist bisher noch nicht

beschrieben worden. Somit stellt [3] einen neuen Naturstoff dar.
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Fur das als farblose, élige Substanz gewonnene Derivat [4] kann im EIMS ein Peak bei m/z
438 gefunden werden. Im HREIMS ergibt sich ein Wert von m/z 438.3492 (berechnet fir
CaoH4602: m/z 438.3498). Dieses Molekulargewicht entspricht dem Molekilion nach der
Eliminierung zweier Wassermolekiile [M — 2 x H,0] ** und indiziert wiederum die Existenz
von mindestens zwei Hydroxylgruppen im Molekul. Im FABMS kann dagegen das
Pseudomolekiilion [M+Na]® bei m/z 497 gefunden werden. Damit ergibt sich die
Summenformel C3oHso04 flr die native Verbindung.

Die Bestimmung der optischen Drehung ergibt hier einen [o]p?° ~Wert von +24.1° (c 0.78,
CH30H).

Die NMR- Messungen wurden aufgrund der besseren Loslichkeit dieser polareren
Verbindung [4] im Unterschied zu den bisher beschriebenen Verbindungen in deuteriertem
Methanol durchgefuhrt.

Im Protonenspektrum fallen im Vergleich zu den zuvor diskutierten Derivaten im tiefen Feld
vor allem zwei weitere Signale auf, ein Multiplett bei 64 5.66 und ein Duplett bei 64 5.61. Die
chemische Verschiebung der Protonen, wie auch die der zugehorigen Kohlenstoffe bei 6¢c

125.5 und 8¢ 139.3 deuten auf eine Doppelbindung in der Seitenkette hin.

Dagegen treten bei o4 4.85 und 4.70 die breiten Singuletts der Exomethylengruppe auf, wie
bei den anderen Derivaten. Die chemische Verschiebung des Exomethylenkohlenstoffs mit
einem Wert von d¢c 113.9 weicht ebenfalls trotz der Messung in Methanol statt Chloroform
nur unwesentlich von den Werten der Verbindungen [1]-[3] ab. Auch die chemischen
Verschiebungen der Methylgruppen Hs-18, H3-19, H3-29 und Hs-30 liegen im Bereich der
Werte der anderen Derivate und sprechen somit fiir dieselbe Grundstruktur.

Wie bei den anderen Derivaten zeigt die Methylgruppe Hs-19 im HMBC-Spektrum (siehe
Abbildung 3.12. und Tabelle 3.3.), neben der Direktkopplung und schwécheren “J-
Korrelationen, Kreuzsignale mit C-1, C-5, C-9 und C-10, H3-18 mit C-7, C-8, C-9 und C-14
und Hs3-30 mit C-8, C-13, C-14 und C-15. Die Methylgruppe Hs-29 korreliert mit der
Exomethylengruppe (C-4 und C-28) und l&sst sich Gber C-5 mit der durch die Methylgruppe
H3-19 definierten Substruktur verknipfen (siehe Abbildung 3.12. und 3.14.). Die
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entsprechenden Werte der chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffe unterscheiden sich

von den in Chloroform gemessenen nur unwesentlich (weniger als 2 ppm).
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Abbildung 3.12.: HMBC-Korrelationen im tiefen Feld von Verbindung [4]

Die Verschiebung des Kohlenstoffes C-3 bei dc 178.9 spricht fur eine unveresterte
Carboxylgruppe wie im Falle von Verbindung [1]. Die Grundstruktur dieses Derivates
entspricht also der der vorhergehenden Verbindungen, wobei die Unterschiede wieder in der
Seitenkette an C-17 zu suchen sind.
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Der Integration zufolge sind im Protonenspektrum zwei weitere Uberlappende Methylgruppen
bei 6y 1.27 (H3-26 und H3-27) zu identifizieren. Die entsprechenden Kohlenstoffe zeigen mit
d¢ 30.0 fur beide Kohlenstoffe eine ungewohnliche chemische Verschiebung. Es handelt sich
bei H3-26 und H3-27 um geminale Methylgruppen. Diese Methylgruppen zeigen im HMBC-
Spektrum Korrelationen mit zwei Kohlenstoffen bei ¢ 71.2 (C-25) und 142.1 (C-24). Die
chemische Verschiebung des Kohlenstoffs in Position 25 deutet ein Sauerstoffatom bzw. eine

Hydroxylgruppe als Substituenten an, wahrend C-24 Teil einer Doppelbindung sein muss.

Wahrend das Spinsystem der Seitenkette wegen der teilweise tberlappenden Signale fir H-23
und H-24 im COSY-Spektrum schlecht nachzuvollziehen ist, lasst sich die Substruktur gut
aus den Korrelationen im HMBC-Spektrum ableiten (siehe Abbildung 3.12., 3.13. und 3.14.
und Tabelle 3.2.).

Abbildung 3.13.: Wichtige HMBC-Korrelationen der Seitenkette von Verbindung [4]

Wie bei den anderen Verbindungen lasst sich die Seitenkette ausgehend von der
Methylgruppe Hs-21 mit dem Grundgerist verknlpfen. Auflerdem l&sst sich Uber die
HMBC-Korrelation C-22 ermitteln. Die entsprechenden Methylenprotonen H,-22 korrelieren
mit den Doppelbindungskohlenstoffen C-23 und C-24.

Die Korrelationen des Methinprotones H-24 (64 5.61) im HMBC-Spektrum (siehe Abbildung
3.14.) zu den Methylkohlenstoffen C-26 und C-27 und zum quartaren Kohlenstoff C-25,
sowie die *J-Kopplung mit dem anderen Doppelbindungskohlenstoff C-23 und einem Triplett
bei &c 45.3 (C-22) einerseits und die HMBC-Korrelationen von H-23 (84 5.66) mit den
Kohlenstoffen C-22, C-24, C-25 und dem quartaren Kohlenstoff C-20 bei 6¢ 76.1 andererseits
bestatigen die Struktur der Seitenkette mit der A***-Doppelbindung.
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Tabelle 3.2..: NMR-Datentabelle der Verbindungen [4], [5] und [6]

[4r° [5I° [6I°
Position 8¢ 3n (J Hz) HMBC Sc 3n (J Hz) HMBC Sc 3n (J Hz) HMBC
1 361 AL158m 3,5,9,10 344 Al6lm 2,3,5,9,10, 345 A160m 2,3,5,9,10,19
19
B1.58m 3,5,9,10 B161lm 2,3,5,9,10, B1.60m 2,3,5,9,10,19
19
2 286 A234m 1,3 284 A235m 1,3 285 A235m 1,3
B214m 1 B215m 1,3 B217m 1,3
3 178.9 174.6 174.6
4 149.0 1475 147.6
5 521 204dd(28, 1,4,6,7,9,19,29 50.8 1.98dd (2.8, 50.8 1.98dd (3.2, 4 (w), 10, 19, 28
12.6) 12.6) 12.6) (w), 29
6 257 A188m 57,10 246 AL18lm 245 A1.82dd (3.2,
13.2)
B1.34m 4,5,7,8,10 B 1.36 dd (3.3, B1.38m
13,2)
7 351 AL135m 5,6,8, 14,18 338 Al52m 339 Al152m
B1.24m 5,6,8,9 14,18 B1.23m B1.23m 5 (w)
8 41.3 40.0 40.1
9 423 159m 1,5,8,10,14,18, 409 151m 410 150m 8 (w), 11 (w), 18
19 (w)
10 40.2 39.1 39.2
11 232 Al46m 8 220 Al42m 221 Al42m
B1.32m 8,9,10,12 B1.28 B1.26m
12 286 A188m 9,14,17 275 A18m 275 A180m
B1.24m 9 B1.26m B1.25m
13 436 1.60m 8,11, 12, 14, 15, 424 1.65m 42.6
16, 17,20
14 51.9 50.7 50.7
15 322 A150m 8, 14, 16, 30 311 A143 312 Al45m
B1.09m 13, 14, 16, 30 B 1.08 B1lllm 13 (w)
16 259 Al74m 13,14,15,17,20 248 A173 249 AL1l75m
B148m 14 B 1.47 B1.46m
17 50.7 1.74m 13, 14, 20,21 498 1.74m 50.2
18 159 1.05s 7,8,9, 14,18 154 1.00s 7,8,9,14,18 154 1.01s 7,8,9, 14, 18,30
(w)
19 208 0.87s 1,4 (w),5,9, 10, 201 0.85s 1,59,10,19 20.2 0.85s 1,2 (Ww),5,9,10,
19, 29 (w) 19
20 76.1 74.9 22 75.0
21 260 112s 17,20,21,22,23 260 1.13s 17,20,21,22 262 1.14s 17,20, 21, 22
(w)
22 453 A222m 17,20,21,23,24 438 222dd (2.1, 17 (w), 20, 436 A.2.23dd 20, 21, 23, 24
6.9) 21,24 (7.3,11.8)
B222 m 17,20, 21,23, 24 2.22dd (2.1, 17 (w), 20, B.2.23dd
6.9) 21,24 (7.3,11.8)
23 1239 566 m 20, 22, 24,25 1255 5.63dt (7.0, 22,24,25 127.3 577m
15.8)
24 1421 561d(15.8) 20(w),22,23,25 1393 549d(15.8) 22,23, 25, 137.3 5.61d(15.8)
26, 27 26, 27
25 71.2 74.9 82.3 24,25, 26, 27
26 300 1.27s 23 (w),24,25,27 258 1.27s 24,25 247 1.34s 24, 25, 26, 27
5,29
27 300 1.27s 23 (w),24,25,26 258 1.27s 24,25 247 1.35s 4,5,28,29
28 1139 A485brs  4,5,29 1134 A4.84brs 5,29 1135 8,13, 14, 15, 30
B470brs  4,5,29 B4.65d(1.6) 5,29 3, OCHj3
29 237 1.74s 4,5,28,29 232 1.73s 4,5,28,29 233 1.73s
30 16.9 0.93s 8, 13, 14, 15, 30 16.3 0.88s 8,13,14,15, 164 0.89s
30
3-OCH; 516 3.65s 3
25- 498 3.15s 25 51.6 3.66s
OCH;
OOH 7.42brs

%CDCl3; "MeOH: (w): schwache Korrelation; Fettdruck: Direktkorrelation
Die Zuordnung erfolgte tber 2D-NMR-Daten (COSY, HMQC, HMBC)

Die Kopplungskonstante des Dupletts H-24 mit einem Wert von 3J, 4 = 15.8 spricht fur die

trans-Konfiguration der A??*-Doppelbindung.
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Abbildung 3.14.: HMBC-Kaorrelationen der Verbindung [4]

Fur die Konfiguration an den chiralen Zentren ist zu erwarten, dass sie denen der zuvor

diskutierten Derivate entspricht. Die entscheidenden chemischen Verschiebungen weichen

nicht wesentlich von denen der anderen Derivate ab. AuBerdem stiitzen biosynthetische

Erwégungen diese Annahme.

Bei der Verbindung [4] handelt es sich somit um die (20S,23E)-20,25-Dihydroxy,3,4-

secodammara-4(28),23-dien-carbonsdure. Rivero-Cruz et al.

[2004] beschreiben dieses

Derivat spater ebenfalls fur Aglaia ignea (syn. A. rubiginosa). Zur Zeitpunkt der Erstellung

dieser Arbeit war das Derivat fiir diese Art noch nicht beschrieben.
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Verbindung [5] wurde als 6lige, farblose Substanz isoliert. Auch fiir dieses Derivat kann im
EIMS nur das [M-18] **-Fragment nach Wassereliminierung mit m/z 484 ermittelt werden. Im
HREIMS ergibt sich ein Wert von m/z 484.3869 (berechnet fur Cs;Hs,03: 484.3916). Im
FABMS kann allerdings auch hier das Pseudomolekulion nach Addition von Natrium mit m/z
525 gefunden werden. Die reale Summenformel dieser Verbindung lautet folglich C32Hs404.
Ein charakteristisches Fragment im EIMS mit m/z 470 spricht fur die weitere Eliminierung
von Methanol, was wiederum auf das Vorliegen einer Methoxyfunktion im Molekdl
hindeutet.

Der Wert fir die optische Drehung ([o]o®°) liegt bei diesem Derivat bei +15.6° (c 0.34,
CHCIy).

Der Vergleich mit den Daten der Verbindung [4] zeigt eine groRe Ahnlichkeit der chemischen
Verschiebungen fur die meisten Signale der beiden Derivate mit Abweichungen im Bereich
von + 1.5 ppm im **C-Spektrum (siehe Tabelle 3.2.). Allerdings weichen hier die chemischen
Verschiebungen von C-1 (6¢ 34.4) und C-3 (6¢ 178.9) stérker ab. Diese Werte sind aber mit
denen der Verbindungen [2] und [3] in guter Ubereinstimmung und sprechen somit fiir einen
Methylester an C-3. Tatsdchlich taucht im *H-Spektrum auch das bereits bekannte

Methoxysignal bei &y 3.66 auf.

Die HMBC-Kaorrelationen (siehe Tabelle 3.2.) belegen wie bei den Derivaten [1]-[4] das 3,4-
Secodammaran-Grundgerust der Verbindung [5]. Der Unterschied ist hier folglich erneut in

der Seitenkette an C-17 zu suchen.

Im Protonenspektrum treten im tiefen Feld bei 54 5.63 und 5.49, wie auch bei Verbindung [4],
zwei Signale auf (H-23 und H-24), die eine Doppelbindung indizieren. Die gegenseitige
Kopplung der Signale wird durch eine gemeinsame Kopplungskonstante von %J, = 15.8
sowie durch das COSY-Spektrum bestatigt. Das Signal fir H-24 ist aber im Vergleich zu
Verbindung [4] hochfeldverschoben (siehe Tabelle 3.2.). Einen weiteren Unterschied findet
man bei der Betrachtung der Methylgruppen der Seitenkette. Wenngleich die Werte der
chemischen Verschiebungen der Protonen von Hs-26 und Hs-27 (84 1.27) sich bei den beiden
Derivaten nicht unterscheiden, so differieren die Werte der hier ebenfalls zusammenfallenden
Kohlenstoffe der Methylgruppen mit 8¢ 30.0 bzw. 25.8 fir Verbindung [4] bzw. [5] deutlich.
AulRerdem erscheint anstelle des Signals bei ¢ 71.2 fur C-25 bei Verbindung [5] ein quartérer
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Kohlenstoff bei oc 74.9 auf. Des Weiteren tritt, wie schon durch ein entsprechendes
Molekilfragment im EIMS angedeutet, bei diesem Derivat tatsachlich ein zweites

Methoxysignal bei 54 3.15 auf.

Unter isolierter Betrachtung der Daten der Verbindung [5] stellt sich die Frage nach der Lage
der Methoxygruppe., da C-20 und C-25 beide bei d¢c 74.9 liegen. Eine VergroRerung des
entsprechenden Bereiches im HMBC zeigt die Korrelation des Methoxysignals bei dy 3.15
mit Kohlenstoff C-25. Mit diesem korrelieren auch die geminalen Methylgruppen Hs-26 und
Hs-27, wahrend die Methylgruppe ein Kreuzsignal mit dem Kohlenstoff C-20 zeigt, der etwas
weiter ins tiefe Feld verschoben ist als C-25.

Die finale Entscheidung uber die Position der zweiten Methylgruppe liefert der Vergleich mit
der vorherigen Verbindung [4]. Der Wert fur C-25 (3¢ 74.9) weicht signifikant von dem der
Verbindung [4] (6¢c 71.2) ab, wahrend die Werte fur C-20 bei den beiden Derivaten
weitgehend Ubereinstimmen (siehe Tabelle 3.2.). Die Daten der Methylgruppe Hs-23 stimmen
uberein. Die Methoxyfunktion befindet sich also an C-25. Bestatigt wird dieser Befund auch
durch den Vergleich mit Daten aus der Literatur. Literaturdaten zufolge bewirkt eine
Methoxyfunktion statt einer Hydroxylgruppe eine Hochfeld-Verschiebung um 4 bis 5 ppm
[Jiang et al. 1999, Rickling & Glombitza 1993 und Valente et al. 1994].

Bei dem Secodammaran [5] handelt es sich um einen neuen Naturstoff, um die an den

Positionen 3 und 25 zweifach methylierte und bekannte Verbindung (23E)-(20S)-20,25-
dihydroxy-3, 4,-secodammara-4(28),23-dien-3-carbonséure [4] (siehe oben).
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Die Verbindung [6], ebenfalls eine farblose Substanz von 6liger Konsistenz, liefert im
FABMS das Molekilion unter Addition von Natrium (m/z 527). Da die Substanz instabil ist,
konnte keine hochauflésende Massenspektrometrie durchgeftihrt werden.

Der Wert fir die optische Drehung konnte bei diesem Derivat wegen der Instabilitat der

Verbindung ebenfalls nicht ermittelt werden.

Auch fur diese Verbindung sind die Protonen- und Kohlenstoff-NMR-Daten in
Ubereinstimmung mit dem 3,4-Seco-Dammaran-Grundgeriist (sieche Tabelle 3.2.). Das
Methoxysignal bei oy 3.66 bzw. ¢ 51.6, sowie die Verschiebung des Kohlenstoffs C-3 (6¢

174.6) bestatigen wieder die Methylesterfunktion im gedffneten Ring A des Secodammarans.

Bei diesem Derivat, wie bei den beiden zuvor diskutierten VVerbindungen [4] und [5], tritt eine
A%?* Doppelbindung auf. Die HMBC-Korrelationen deuten auf eine Seitenkette vergleichbar
mit den vorherigen beiden Verbindungen hin (siehe Tabelle 3.2.). Hier weichen die Werte fiir
die chemischen Verschiebungen im **C-NMR-Spektrum bei C-23, C-24, C-26, C-27 und v.a.
bei C-25 allerdings signifikant von den Werten der Verbindungen [4] und [5] ab (siehe
Tabelle 3.2.). Die chemische Verschiebung des Kohlenstoffs C-25 betragt 82.3 ppm, wahrend
sie bei Derivat [4], welches eine Hydroxylgruppe in Position 25 tragt mit einer chemischen
Verschiebung von d¢ 71.2 deutlich weiter hochfeld verschoben ist. Diese Unterschiede lassen
sich durch eine Hydroperoxidgruppe anstelle der Hydroxylgruppe an Kohlenstoff C-25
erklaren. Die Verschiebungswerte stimmen mit denen vergleichbarer Hydroperoxide tberein
[Yoshikawa et al. 1992, Cabrera et al. 1996, Kato et al. 1996, Yoshikawa et al. 1997, Jiang et
al. 1999, Lee et al. 2001].

Als ein weiterer Beleg fur eine Hydroperoxidfunktion am C-25 kann ein breites Singulett bei
oy 7.42 fur ein austauschbares Proton gewertet werden, welches ebenfalls mit

Literaturangaben konform ist [z.B. Jiang et al. 1999].

Bei der Verbindung [6] handelt es sich somit ebenfalls um einen neuen Naturstoff, den (23E)-
(20S)-20,hydroxy-25-hydroperoxy-3,4,-secodammara-4(28),23-dien-3-carbonséure-methy|-
ester. Ein Secodammaran mit dieser Seitenkette und einer Hydroperoxidgruppe am

Kohlenstoff C-25 ist bisher nicht beschrieben worden.
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Das Derivat [7], eine farblose Substanz 6liger Konsistenz, liefert im HRESIMS mit m/z
445.3387 (berechnet fir CygH4404: m/z 445.3318) das Molekdlion.
Der [o]o?® ~Wert liegt fiir Verbindung [7] bei +29.0° (c 0.10, CHCIs).

Auch flr diese Verbindung l&sst sich anhand der Verschiebungen der Protonen und
Kohlenstoffe, sowie der HMBC-Korrelationen (siehe Abbildung 3.15.) der Methylgruppen
das 3,4-Secodammaran-Grundgerist mit der Methylesterfunktion in Position C-3 postulieren
(siehe Tabelle 3.3.). Nur der Kohlenstoff in Position 13 (d¢ 43.4) weicht etwas von den Daten
der anderen, ebenfalls in CDCI; gemessenen Derivate (¢ 42.4) ab, ist aber im Einklang mit

der Literatur zu der gefundenen Struktur [Hilpisch et al. 1997].

Im Gegensatz zu den anderen Derivaten sind bei Verbindung [7] nur funf Methylsignale bei
Resonanzen von 6y 1.00, 0.84, 1.36, 1.73 and 0.90 fir Hs-18, H3-19, H3-21, H3-29 und H3-30
zu finden. Im *H-NMR-Spektrum tauchen bei &y 2.65 und 2.53 zwei Multipletts auf, die sich
im COSY-Spektrum als Methylengruppe erweisen, die mit einer weiteren Methylengruppe
koppelt (siehe Abbildung 3.16.). Die entsprechenden Methylenprotonen resonieren bei on
2.10 bzw. 1.94. Die Methylengruppen H2-23 und H,-22 bilden ein isoliertes Spinsystem.

Die einzige, nicht dem Grundgerist zuzuordnende Methylgruppe (Hs-21) ist mit 84 1.36 im
Vergleich zu den bisher diskutierten Derivaten mit Werten um oy 1.14 deutlich ins tiefe Feld
verschoben (siehe Tabellen 3.1. und 3.2.). H3-21 zeigt im HMBC (siehe Abbildung 3.15.)
Korrelationen zu Kohlenstoffen mit 8¢ 49.5, d¢ 90.0 und ¢ 31.6 fiir C-17, C-20 und C-22.

Die Tieffeldverschiebungen der Kohlenstoffe C-20 und C-22 sowie die chemische
Verschiebung der Methylgruppe Hs-21 sind konform mit dem postulierten Ring, wie eine
Literatursuche zeigt [Hilpisch et al. 1997]. Der Lactonring am Kohlenstoff in Position C-17
wird auch durch ein Molekilfragment von m/z 99 im GCMS-Spektrum belegt [vgl. auch
Singh & Aalbersberg 1992]. Dieses Fragment bildet das starkste Signal.
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Die Kohlenstoffe C-23 und C-24 kdénnen wegen der geringen zur Verflgung stehenden

Substanzmenge nicht ermittelt werden.
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Abbildung 3.15.: HMBC-Kaorrelationen der Verbindung [7]

Auf die Frage nach der Stereochemie in Position 20 gibt ebenfalls die Literatur Antwort.
Yamashita et al. [1998] haben beide Isomere eines Dammarans mit geschlossenem Ring A
und ohne Sauerstoffsubstituent an C-3, aber mit dem fur Verbindung [7] gefundenen
Lactonring in der Seitenkette, beschrieben. Die Autoren nennen die chemische Verschiebung

der Methylgruppe CHs-21 als entscheidendes Kriterium zur Festlegung der Konfiguration des
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Kohlenstoffs C-20. So ist in der (R)-Konfiguration ein Wert bei d¢c 23.6 und in der (S)-

Konfiguration ein Wert bei d¢ 25.5 zu erwarten [Yamashita et al. 1998].

b A LR

2.8

(ppm) 24 2.0 1.6 1.2 0.8

Abbildung 3.16.: COSY-Korrelationen der Verbindung [7] im tiefen Feld

Bei Verbindung [7] ist keine Korrelation im HMBC-Spektrum zu finden, Gber welche sich die
chemische Verschiebung der Methylgruppe CHs-21 definieren lasst. Die Betrachtung der im
3C gefundenen Kohlenstoffe unter Beriicksichtigung der Multiplizitaten (DEPT-Spektrum)
zeigt jedoch einen noch nicht uber die Grundstruktur definierten Kohlenstoff bei d¢ 25.5 und
legt somit die 20(S)-Konfiguration nahe. Des Weiteren kann auch mit dem wahrscheinlichen
biosynthetischen Zusammenhang zwischen der Verbindung [7] und den zuvor diskutierten
Derivaten argumentiert werden, die alle in der 20(S)-Konfiguration vorliegen (siehe auch

Diskussion).
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Bei dem hier beschriebenen Naturstoff handelt es sich also um den Methylester der
Verbindung 20S,24-Epoxy-25,26,27-trisnor-24-0x0-3,4-seco-4(28)-dammaren-3-carbonsaure.
Der Methylester ist bisher nur nach artifizieller Methylierung bekannt [vgl. Rosenthal et al.
1965, Singh & Aalbersberg 1992, Luo et al. 2000].

Tabelle 3.3.: NMR-Datentabelle der Verbindungen [7] aus Aglaia ignea und des
Substanzgemisches [8ab] aus Aglaia duppereana

[ [8a]® [8b]° [8ab]*
Position §.  &4(JHz) HMBC 5c 8 (JHz) 8¢ 8 (JHz) HMBC
1 345 A.161m 343 A.164m 343 A.164m 3
B.1.61m B.1.63m B.1.63m 3
2 285° A.233m 280 A.240m 280 A.240m 1,3
B.2.16 m B.2.23m B.2.23m
3 174.6 178.5 178.5
4 147.5 1475 1475
5 50.8 198 m 50.8 1.99m 50.8 1.99m 4,6,28
6 29.8° A.1.84m 241 A.188m 241 A.188m
B.1.38m B.1.35m B.1.35m 4
7 339 A.154m 339 A.156m 339 A.156m
B.1.24m B.1.24m B.1.24m
8 40.1 40.1 40.1
9 411 150m 412 154m 412 154m
10 39.2 39.1 39.1
11 22.0° A.143m 220 A.142m 223 A.142m
B.1.28 m B.1.25m B.1.25m
12 A.183m 262 A.184m 275 A.184m
B.1.23m B.1.22m B.1.22m
13 434 164 m 43.0 1.68m 429 1.68m
14 50.7 50.4 50.4
15 313 A.148m 315 315
B.1.14m
16 26.8° A.1.74m 257 A.178m 246 A.178m
B.1.44m
17 495 49.7 1.73m 495 1.73m
18 16.2° 1.00s 7,8,9, 14 16.3 1.02s 16.3 1.00s 7,8,9, 14
19 20.2° 0.84s 1,5,9,10 20.2 0.86s 20.2 0.85s 1,5,9,10
20 90.0 86.6 86.6
21 255 1.36s 17, 20, 22 269 1.15s 235 1.13s 17, 20, 22
22 316 A.210m 348 A.193m 358 A.170m
B.1.94m B.2.11m B.1.66 m
23 A.2.65m 264 A.2.63m 258 A.184m
B.253m B.1.78 m B.1.78 m
24 86.4 3.64dd(5.0,9.5) 833 3.73t(7.3)
25 70.3 71.5
26 279 1.19s 272 121s 24,25, 27
27 243 11l1s 246 1.12s 24, 25, 26
28 1135 A4.85brs 1135 A.4.88brs 1135 A.488brs 4,5,6,28
B4.65brs B.4.69 brs B.4.69brs 5,6,28
29 23.3° 1.73s 4,5,28 232 1.73s 232 1.73s 4,5,28
30 15.4° 0.90s 8,13,14,15 153 0.89s 153 0.89s 8,13, 14,15
OCH; 3.65s 3

CDCls3; "MeOH; (w): schwache Korrelation; Fettdruck: Direktkorrelation

Die Zuordnung erfolgte Gber 2D-NMR-Daten (COSY, HMBC)

¢ Zuordnung der '*C-Daten iiber Literaturvergleich (Singh & Aalbersberg 1992;
Roux et al. 1998])

Das Cabralealacton, welches sich von der Verbindung [7] durch einen geschlossenen Ring A
und einer Ketofunktion in Position 3, sowie zwei geminalen Methylgruppen in Position 4
unterscheidet, wird von Benosman et al. [1994] fir die Rinde von Aglaia leucophylla

beschrieben.
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3.1.2. 3,4-Secodammarane aus der Wurzel von Aglaia duppereana

Aus der Wurzel von Aglaia dupperreana konnte ein H-24-Epimerengemisch ([8a] und [8b])

von Oliger Konsistenz isoliert werden (Abbildung 3.17.).

3

Abbildung 3.17.: Isomere 3,4-Secodammarane aus der Wurzel von Aglaia duppereana

Im ESIMS-Experiment im negativen Modus taucht mit m/z 473.4657 (berechnet fiir C3oHa904
m/z 473.3631) das erwartete Molekilion auf (berechnet fir C3Hs004 m/z 474.3709).

Die Zuordnung der Protonensignale flr dieses Derivat erfolgt anhand der HMQC-, HMBC-
(siehe Abbildung 3.18.) und COSY-Korrelationen (siehe Abbildung 3.19.) sowie im
Vergleich mit den Daten aus der Literatur und denen der anderen 3,4-Secodammarane ([1]-

[7D.

Die genaue Analyse des Protonenspektrums unter Berlicksichtigung der Integrale zeigt das
Vorliegen von 14 Methylgruppensignalen, von denen zwei bei identischen chemischen
Verschiebungen Uberlappen (siehe Tabelle 3.3.). Die anderen unterscheiden sich um maximal
0.03 ppm. Die Integrale indizieren, dass es sich hier um ein Substanzgemisch im Verhéaltnis
von ungefdhr 1.5:1 handelt. Das HMBC-Spektrum (siehe Abbildung 3.18.) mit identischen
Korrelationen zu Kohlenstoffen, die fir beide Verbindungen bei &hnlichen chemischen
Verschiebungen liegen bzw. z.T. Uberlappen, spricht dafirr, dass es sich um Stereoisomere
handelt.
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Die Methylgruppensignale bei 64 1.02 bzw. 1.00 (Hs-18), 6y 0.86 bzw. 0.85, &4 1.15 bzw.
1.13, 6y 1.73 und &y 0.89 (Hs-18, H3-19, H3-21, H3-29 und Hs-30) bei den Verbindungen [8a]
und [8b] decken sich mit den Werten der Verbindung [7] und deuten auf das bereits bekannte

3,4-Secodammaran-Grundgerdst hin.

Im tiefen Feld des HMBC (siehe Abbildung 3.18.) sind die zu erwartenden Korrelationen der
Methylgruppen des Dammaran-Grundgeristes (Hs-18, H3-19, H3-21, H3-29 und Hs-30) wie in
den beiden zuvor diskutierten Verbindungen [1-7] zu finden. Auch die chemische
Verschiebung sowohl der Kohlenstoffe (C-28 und C-4) als auch der Protonen (H,-284 und H,-
28g) der Exomethylengruppe stimmen mit denen der anderen 3,4-Secodammarane (berein
(siehe Tabellen 3.1. bis 3.3.). Daneben sind im COSY-Spektrum die Korrelationen der
Exomethylenprotonen H,-284 und H»-28g zueinander und die ,,long-range*-Korrelation mit
der Methylgruppe H3-29 zu erkennen. Im HMBC treten Korrelationen der Methylenprotonen
H-1ag sowie H-25 und H-2g mit einem Kohlenstoff bei 6¢ 178.5 (C-3) auf und deuten auf das

Vorliegen der freien Sduregruppe wie auch bei den Verbindungen [1] und [4] hin.

Folglich ist anzunehmen, dass es sich bei diesem Derivat ebenfalls um ein Secodammaran
handelt, welches sich wie bei den zuvor diskutierten Verbindungen in der Seitenkette an C-17

unterscheidet.

Die beiden Methylgruppensignale fur CHs-21 bei oy 1.15 (24(S)) und 1.13 (24(R)) korrelieren
mit Kohlenstoffen bei d¢ 49.7 (24(S)) bzw. 49.5 (24(R)) fur C-17, d¢ 86.6 fir C-20 sowie dc
34.8 (24(S)) bzw. 35.8 (24(R)) fur C-22. C-17 lasst sich anhand der chemischen Verschiebung
zuordnen. Die Werte stimmen mit denen der Verbindung [7] Uberein. Eine Resonanz bei 6¢
86.6 spricht wiederum fir ein Heteroatom in Nachbarschaft des Kohlenstoffes. Allerdings

erscheint C-20 etwas weiter im hohen Feld als bei Verbindung [7] (siehe Tabelle 3.3.).
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Abbildung 3.18.: HMBC-Korrelationen der Verbindungen [8a] und [8b] im tiefen Feld

Ausgehend von den beiden verbleibenden geminalen Methylgruppen Hs-26 und Hs-27 bei
Resonanzen von &y 1.19 und 1.11 (24(S)) bzw. o4 1.21 und 1.12 (24(R)) zeigen sich im
HMBC-Spektrum die entsprechenden Kreuzsignale mit der jeweils anderen Methylgruppe
und weitere Korrelationen zu Kohlenstoffen bei 6¢ 86.4 und 70.3 (24(S)) bzw. 6¢ 83.3 und
71.5 (24(R)) (C-24 und C-25) (siehe Tabelle 3.3.). Auch die chemischen Verschiebungen

dieser Kohlenstoffe sprechen fur Sauerstoffsubstituenten in der Nachbarschatft.
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Daneben tauchen Doppeldupletts fur H-24 bei 6y 3.64 fur das (S)-Epimere (J=5.0 und 9.5)
und als Triplett bei oy 3.73 fir das (R)-Epimere (J=7.3) auf. Auch die chemischen

Verschiebungen dieser Signale indizieren die Nachbarschaft zu Sauerstoffen. Die Zuordnung

der Signale zu den beiden Epimeren erfolgt dabei unter Berlicksichtigung der Integration der

Protonensignale. Das 24(S)-Epimere Uberwiegt mit einem Verhéltnis von etwa 1.5:1 in dem

vorliegenden Gemisch.
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Abbildung 3.19.: COSY-Korrelationen der Verbindungen [8a] und [8b]
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Auch bei dem Epimerengemisch [8ab] kann man, wie auch bei den anderen bereits
beschriebenen Secodammaranen die 20(S) und 17(S) Konfiguration [siehe oben und vgl. z.B.
mit Lavie et al. 1984 und Govindachari et al. 1994] finden, was sich durch die

entsprechenden chemischen Verschiebungen zeigen lasst (siehe Tabelle 3.3.).

Ein Literaturvergleich mit Daten fir Verbindungen dieses Molekulargewichtes aus Aglaia
und der nahe verwandten Gattung Dysoxylum ermdglicht die Identifizierung des Gemisches.
Es handelt sich auch hier um 3,4-Secodammarane, die bereits u.a. aus Dysoxylum-Arten
isoliert wurden und als Shoreasédure (24(R) [8b]) und Eichleriansdure (24(S) [8a]) bekannt
sind [Govindachari et al. 1994, Huang et al. 1999]. Mohamad et al. (1999b) konnten die
beiden Epimere (ebenfalls als Gemisch) aus Aglaia lawii gewinnen. Die Eichleriansdure ist
bereits fur Aglaia leucophylla [Benosman et al. 1994] bekannt und die Shoreasdure wird

spater von Rivero-Cruz et al. [2004] auch fiir A. ignea beschrieben.
Die chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffe im **C-NMR-Experiment stimmen gut mit

den Werten aus der Literatur zu den beiden Epimeren (berein [Roux et al. 1998] (siehe
Tabelle 3.3.).
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3.1.3. Dammarane aus Zweigen von Aglaia cucculata

Die Abbildung 3.20. zeigt ein H-24-Isomerengemisch, welches aus den Zweigen von Aglaia

cucculata isoliert werden konnte.

[9b]

Abbildung 3.20.: Isomere Dammarane aus Zweigen von Aglaia cucculata

Im ESIMS im positiven Modus kann fur das Substanzgemisch das Molekilion mit 459.4892
(berechnet flr CzHs103 m/z 459.3838) gefunden werden. Die tatsachliche Summenformel
lautet C3oH510s.

Die Signale fir die Methylgruppen Hs-18, Hs-19, H3-21, H3-26 und H3-27 liegen, wie auch
schon bei dem Substanzgemisch [8ab] fur die beiden Epimere bei unterschiedlichen
chemischen Verschiebungen vor (siehe Tabelle 3.4.). Den Integralen zufolge liegen die
Substanzen in einem Verhdltnis von 1:1.3 vor. Auch die Werte der Kohlenstoffe

unterscheiden sich teilweise bei den beiden Derivaten.

Im HMBC-Spektrum lassen sich die Korrelationen der Dammaranstruktur ausgehend von den
Methylgruppen identifizieren (siehe Abbildung 3.21. und 3.22.). H3-18 (&4 1.01 bzw. 0.99),
H3-19 (64 0.94 bzw. 0.93) und Hs-30 (64 0.88) zeigen die entsprechenden gemeinsamen
Kreuzsignale wie im Falle der bereits diskutierten Verbindungen dieses Strukturtyps (siehe
Tabelle 3.4.). H3-18 und H3-19 korrelieren beide mit C-9, H3-18 und Hs-30 zeigen jeweils mit
C-8 und C-14 Korrelationen. Zwei geminale Methylgruppen (Hs-28 bei &4 1.08 und H3-29 bei
S 1.04) koppeln erwartungsgemald miteinander und mit einem Kohlenstoff bei d¢ 55.3 (C-5),
der ebenfalls mit H3-19 ein Kreuzsignal zeigt, wodurch die Position dieser Methylgruppen

definiert ist.
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Abbildung 3.21.: Wichtige HMBC-Korrelationen Grundstruktur der Verbindungen [9a]
und [9b]

H3-28 und Hs3-29 korrelieren auch mit einem Kohlenstoff bei d¢c 218.2 (C-3) (siehe Tabelle
3.4.). Diese chemische Verschiebung indiziert eine Carbonylfunktion in dieser Position (C-3)
am Ring A. Aus diesen Befunden l&sst sich vermuten, dass es sich bei den Verbindungen [8a]
und [8b] um gewdhnliche Dammarane mit einem geschlossenen Ring A handelt. Ein COSY-
Spektrum zur Identifizierung der Spinsysteme und zur Zuordnung der einzelnen
Protonensignale steht fur dieses Gemisch nicht zur Verfugung, so dass die Verifizierung

mittels Literaturvergleich erfolgen muss [z.B. Govindachari et al. 1994].

Die chemischen Verschiebungen der verbleibenden Methylgruppen Hs-21, H3-26 und Hs3-27
stimmen gut mit den Daten der Verbindungen [8a] und [8b] Gberein und lassen auf die
entsprechende Seitenkette schlieBen (vgl. Tabelle 3.3. und 3.4.). Die Methylgruppe Hs-21 bei
On 1.15 (24(S)) bzw. 64 1.13 (24(R)) korreliert im HMBC (siehe Abbildung 3.21.) mit einem
Kohlenstoff bei 6c 50.2. Hier handelt es sich um den Kohlenstoff C-17, dessen chemische
Verschiebung den Werten der anderen Dammarane entspricht. Auch die beiden geminalen
Methylgruppen Hs-26 und Hs-27 liefern vergleichbare Werte und die entsprechenden
Korrelationen im HMBC (siehe Abbildung 3.22.) zu den Kohlenstoffen C-24 und C-25. Die
Methinsignale fir H-24 tauchen mit vergleichbaren Kopplungskonstanten, Multiplizitaten und

chemischen Verschiebungen wie bei den vorherigen Verbindungen auf.
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Tabelle 3.4.: NMR-Datentabelle der Verbindungen [9a] und [9b] aus Aglaia cucculata

24 (S)? 24 (R)?
Position §¢ 3y (J Hz) Sc 3y JHz) HMBC
1 39.9 39.9 1,2,3,5,10,19
19
2 34.1 34.1 1,3
1,310
3 218.2 218.2
4 47.4 47.4
5 55.3 55.3 6
6 19.7 19.7
7 34.6 34.6
8 40.3 40.3
9 49.8 49.5 7
10 36.9 36.9
11 21.0 21.0
12 26.8 26.7
13 43.0 43.1 16, 20
14 50.0 50.0
15 314 31.4 30
16 25.8 25.7
17 50.2 50.2
18 16.1 1.01s 16.0 0.99s 7,8,9, 14
19 152 094s 152 0.93s 1,5,9,10
20 86.5 86.4
21 27.2 1.15s 235 112s 17, 20, 22
22 34.8 35.7 21,24
23 27.0 254
24 864 3.64dd(5.0,95) 833 3.73t(7.3)
25 70.3 71.4
26 27.8 1.19s 275 121s 24,25, 27
27 241 111s 243 1.12s 24,25, 26
28 26.7 1.08s 270 1.08s 3,4,5,29
29 223 1.04s 221 1.04s 3,4,5,28
30 16.3 0.88s 16.4 0.88s 8, 13,14, 15

%CDCls3; "MeOH; (w): schwache Korrelation; Fettdruck:
Direktkorrelation;
Die Zuordnung erfolgte tber HMBC-Daten

Die Stereochemie entspricht der der beiden Epimere [8a] und [8b]. Die Substanz liegt folglich
in der 20(S)- und 17(S)-Konfiguration vor. Wie im Falle der beiden epimeren
Secodammarane unterscheiden sich die beiden Derivate nur beziglich der Stereochemie an
der Position 24. Die Werte der chemischen Verschiebungen der Verbindungen [9a] und [9b]
unterscheiden sich nicht wesentlich von diesen Derivaten (vgl. Tabelle 3.3. und 3.4.).
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Abbildung 3.22.: HMBC-Kaorrelationen der Methylgruppen der Verbindungen [9a] und
[9b]

Bei dem Epimerengemisch [9a] und [9b] handelt es sich folglich um die bekannte
Verbindungen Cabraleon (24(S)) bzw. Ocotillon (24(R)) [Tanaka & Yahara 1978; siehe auch
Rao et al. 1975, Lavie et al. 1984, Govindachari et al. 1994, Fuchino et al. 1996, Huang et al.
1999, Mohamad et al. 1999b]. Diese unterscheiden sich von den Verbindungen [8a] und [8b]
im Ring A. Hier ist der Ring A geschlossen und die Strukturen tragen eine Ketofunktion in
Position 3. Beide Derivate sind bereits aus A. leucophylla bekannt [Benosman et al. 1994].
Ocotillon wurde spater von Rivero-Cruz et al. [2004] auch fur A. ignea beschrieben.

-92 -



Ergebnisse

Die *C-Daten (siehe Tabelle 3.4.) der beiden Epimere sind im Einklang mit Literaturangaben
[Tanaka & Yahara 1978]. Die Protonensignale des 24(S)-Isomers stimmen ebenfalls gut mit
den Daten in Hisham et al. [1996] uberein, die das 3-OH-Derivat dieses Isomers beschreiben.
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3.1.4. Dammarane aus den Blattern von Aglaia duppereana

Auler den bereits beschriebenen Dammaranen konnten noch drei weitere Dammarane aus den

Blattern von A. duppereana als Reinsubstanzen gewonnen werden (Abbildung 3.23.).
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Abbildung 3.23.: Dammarane aus den Blattern von Aglaia duppereana

Im FABMS im positiven Modus der Verbindung [10] erscheint das [M+Na] bei m/z 465 bzw.
das [M+H] bei m/z 443. Der [o]p?° -Wert liegt hier bei +23.9° (c 0.30, CHCl5).

Im *C-NMR tauchen 30 Kohlenstoffe auf (siehe Tabelle 3.5.), welche sich mit Hilfe des
DEPT-NMR und Protonenspektrums sieben Methylsinguletts, elf Methylengruppen, flnf
Methingruppen und sieben quartdaren Kohlenstoffen zuordnen lassen. Ein Methylensignal
erscheint bei 6¢c 108.2 und indiziert somit eine Exomethylengruppe. Die Summenformel flr

dieses Derivat lasst sich folglich mit C3oHs00, ableiten.
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Zwei Methylgruppen bei Resonanzen von &y 0.98 und 0.77 (Hs-28 und H3-29) zeigen im
HMBC (siehe Abbildung 3.24.) eine Korrelation zu einem Kohlenstoff bei &c 79.3. Die
chemische Verschiebung dieses Kohlenstoffes (C-3) spricht ein Kohlenstoffatom, das einen
Hydroxylsubstituenten tragt. Da H3z-28 und H3-29 ferner zwei weitere gemeinsame
Kreuzsignale bei 6¢c 39.4 und 56.3 (C-4 und C-5) aufweisen und zudem miteinander
korrelieren, muss es sich um eine geminale Methylgruppe handeln. Die Zuordnung der

Methylsignale zu den jeweiligen Kohlenstoffen erfolgt durch das HMQC.
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Abbildung 3.24.: HMBC-Korrelationen der Verbindung [10] im tiefen Feld
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Zu C-5 zeigt auch ein weiteres Methylsingulett bei 6y 0.85 (H3-19) eine Korrelation. Diese
Methylgruppe wiederum teilt ein gemeinsames Kreuzsignal mit der Methylgruppe Hs-18, die
bei 64 0.98 (C-9) mit der Methylgruppe Hs-28 zusammen féllt. Zwei weitere Korrelationen
dieser Methylgruppe ergeben auch mit H3-30 ein Kreuzsignal. Dieses Muster ist im Einklang
mit dem Dammarangrundgerust, wie auch schon bei den vorherigen Verbindungen. Alle
Korrelationen der Methylgruppen des Grundgerustes sind in Abbildung 3.25. aufgezeigt.

Abbildung 3.25.: HMBC-Korrelationen der Methylgruppen der Verbindung [10]

Uber die COSY-Korrelationen der Methylengruppen (siehe Abbildung 3.26.) lassen sich die
Ringe A, B, C und D des Grundgerdstes zuordnen. Im COSY -Spektrum sind die Kreuzsignale
entsprechender Spinsysteme (Hy-1, Hp-2, H-3; H-5, H»-6, H,-7; H-9, H,-11, H,-12, H-13, H-
17, H,-16, H,-15) zu sehen.

Ausgehend von den verbleibenden Methylgruppen bei &4 1.32 und 1.28 (H3-26 und Hs-27)
lasst sich die Struktur der Seitenkette erkennen. Die Methylgruppen zeigen im HMBC (siehe
Abbildung 3.24.) ebenfalls eine geminale Kopplung und die zu erwartenden Korrelationen zu
zwei weiteren, gemeinsamen Kohlenstoffen bei dc 64.6 und 58.8 fur die Kohlenstoffe C-24
und C-25. Die chemische Verschiebung dieser Kohlenstoffe spricht fir die Nachbarschaft
eines Sauerstoffes. Unter Beriicksichtigung der Summenformel und des Molekulargewichtes

dieses Derivates ist anzunehmen, dass sich in dieser Position eine Epoxidfunktion befindet.

Das zu dem Kohlenstoff bei d¢ 64.6 zugehorige Methinproton (H-24) bei &y 2.75, ein Triplett,
korreliert im COSY-Spektrum (siehe Abbildung 3.26.) mit zwei Methylenprotonen (H,-23a
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und H-23g) bei o4 1.67 (2H). Die Sequenz wird bestatigt durch die HMBC-Korrelation von
H-24 mit C-23, der sich im HMQC-Spektrum als das zugehoérige Triplett definieren l&sst
(siehe Tabelle 3.5.). Des Weiteren korrelieren die Methylenprotonen H,-23 mit C-24 und C-
25 (8¢ 64.6 und 58.8), sowie einem weiteren Kohlenstoff bei 6¢ 31.2. Die Methylenprotonen
H.-23 zeigen ferner im COSY-Spektrum eine Korrelation mit den olefinischen Protonen einer
sich anschlieenden Methylengruppe (H-22 und H-22g bei 6y 2.14 und 2.07), die sich
anhand des HMQC-Spektrums dem Signal bei &¢c 31.2 (C-22) zuordnen l&sst. Auch hier
lassen sich im HMBC-Spektrum die entsprechenden Korrelationen zwischen den Protonen-
und Kohlenstoffsignalen der Positionen 22 und 23 identifizieren (Abbildung 3.24. bzw.
Tabelle 3.5.). Das Spinsystem der Seitenkette erstreckt sich Uber die Doppelbindung der
Exomethylenfunktion bis zu den Protonen H,-21 (siehe Abbildungen 3.26. und 3.27.).

Ausgehend von den Protonen der Exomethylengruppe (H2-21a und Hy-21g bei &4 4.77 und
4.71) findet man im HMBC-Spektrum ein Kreuzsignal mit C-17 (6¢ 48.2), welcher (ber die
Information aus dem COSY- und HMQC-Spektrum definiert ist. Uber diesen Kohlenstoff
kann die Seitenkette mit dem Grundgerst verkniipft werden. Des Weiteren korreliert H,-21
mit C-22 und mit dem quartdren Kohlenstoff C-20 bei 6c 152.3, zu welchem auch
Kreuzsignale ausgehend von beiden Methylengruppen in den Positionen 22 und 23 bestehen.
An diesem quartiren Kohlenstoff (C-20) sitzt die Exomethylengruppe, deren Protonen (Ha-
21p und Hy-21g bei 6y 4.77 und 4.71) im HMBC ebenfalls Korrelationen mit den
Kohlenstoffen C-20 und C-22 aufweisen. Ein Kreuzsignal fur den Kohlenstoff C-17 tritt bei
dc 48.2 auf.
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Abbildung 3.26.: COSY-Korrelationen der Verbindung [10] im tiefen Feld

Die Abbildung 3.27. zeigt die wichtigsten HMBC-Korrelationen, sowie das Spinsystem der
Seitenkette von Verbindung [10].
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Abbildung 3.27.: Die wichtigsten HMBC-Korrelationen und das Spinsystem (Fettdruck)
der Verbindung [10]

Leong & Harrison [1999] liefern die chemischen Verschiebungen fir Dammara-20,24-dien-
3p-ol. Dieses Derivat unterscheidet sich von Verbindung [10] nur durch die A?*%-
Doppelbindung anstelle der Epoxidfunktion in der Seitenkette. Die dort verdffentlichen Daten
sind in sehr guter Ubereinstimmung fiir die hier gefundenen Werte des Grundger(istes. Bei
Leong & Harrison [1999] weichen die Werte fiir C-1, C-2, C-3 und C-4 mit &¢ 39.1, 27.1,
79.0 und 39.0 maximal 0.7 ppm von den Werten fiir Verbindung [10] ab. Fir ein Dammaran
mit 3a-OH dieser Grundstruktur liefern Hisham et al. [1996] fur die Kohlenstoffe 1 bis 4 die
Werte d¢ 33.6, 25.3, 76.2 und 37.6. Dieser Literaturvergleich mit den eigenen Daten (siehe
Tabelle 3.5.) zeigt, dass es sich bei Derivat [10] um eine 3B-ol-Verbindung handeln muss.

Auch die **C-Daten bei Asakawa et al. [1977] bestétigen die 3B-OH-Stereochemie.

Im Hinblick auf die Konfiguration der Grundstruktur l&sst sich aufgrund biogenetischer
Erwdgungen eine Stereochemie annehmen, wie sie auch bei den zuvor diskutierten
Verbindungen vorliegt (siehe Abbildung 3.20.). Demnach liegen die Stereozentren in der
3(5), 5(R) ,8(R), 9(R), 10(R), 13(R), 14(R), 17(S)-Konfiguration vor.

Della Greca et al. [1994] geben flir zwei 24,25-Epoxyderivate mit unterschiedlicher
Konfiguration an C-24 die chemischen Verschiebungen an. Die betreffenden Verbindungen
unterscheiden sich in der Seitenkette nur dadurch von Verbindung [10], dass sie anstelle der
Epoxidfunktion eine Methylgruppe an C-20 tragen. Dabei unterscheidet sich die chemische
Verschiebung der Protonen H-24 der beiden Derivate nicht (64 2.70). Auch die Werte der
Kohlenstoff-VVerschiebungen unterscheiden sich nicht sehr stark. Die Autoren geben fiir C-23,
C-24 und C-25 Werte von &¢ 26.0 bzw. 25.7, d¢ 65.0 bzw. 64.8 und 5¢ 58.0 bzw. 58.4 fiir das
24(R) bzw. 24(S)-Epimer an. Die eigenen Werte fur Verbindung [10] liegen bei o¢ 28.1, 64.6
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und 58.8 (C-23, C-24 und C-25). Der Wert von H-24 liegt bei &4 2.75. Damit kdnnten die
Werte flr Verbindung [10] fiir das 24(S)-Epimer sprechen. Die groRe Differenz der Werte fiir
C-23 allerdings spricht dafr, dass die Exomethylengruppe hier noch einen Einfluss auf die

chemische Verschiebung hat.

Die vorliegende Struktur ist bereits als Aglaiol aus den Béattern von Aglaia odorata bekannt
[Shiengthong et al. 1965, 1974, Boar et al. 1973, 1977]. Auch hier wird die entsprechende
Verbindung in der 24(S)-Konfiguration beschrieben [Boar et al. 1977]. Die Unterschiede in
den NMR-Daten sind allerdings zu schwach, um sich hier eindeutig auf eine Stereochemie an

diesem Stereozentrum festzulegen.

Tabelle 3.5.: NMR-Datentabelle der Verbindungen [10], [11] und [12] aus Aglaia

duppereana
[10] [11] [12]
Position §. &y (J Hz) HMBC 5c o4 (JHz) HMBC 5c oy (JHz) HMBC
1 395 A.169m 399 A.1.93m 2,5 399 A.193m 2,5,10
B. 0.95m B.1.45m 2 B.1.45m 2,5
2 278 A.162m 341 A.250m 1 341 A.250m 1
B.155m B.2.42m 1 B.2.42m 1
3 793 3.20dd(5.0,11.7) 218.2 218.2
4 394 47.4 474
5 563 0.73dd (L9, 12.0) 55.3  1.39m 6,7,9,10,19,28 553 1.39m 6, 10, 19
6 187 A.153m 196 * 5,8 196 * 8
B.1.42m * 5,8 * 8
7 358 A.160m 347 A.154m 347 A.159m
B.1.29m B.1.34m B.1.32m
8 409 40.3 403
9 513 130m 50.9 1.42m 8,10, 18, 19 50.2  1.42m 10
10 376 36.9 36.9
11 217 A.152m 218 Al54m 218 Al154m
B.1.20m B.1.24m B.1.24m
12 204" A.156m 289" A.158m 291" A.158m
B.1.17m B.1.09m B.1.09m
13 458 167m 455 1.70m 457 1.71m
14 499 49.4 49.4
15 317 A.161m 313 A.161m 315 A.161m
B.1.12m B.1.14m B.1.14m
16 254" A.1.90m 249" A.192m 249" A.195m
B.1.40m B.1.42m B.1.47m
17 482 219 m 477 2.22m 477 220m
18 160 0.98s 7,8,9, 14 153 1.01s 7,8,9, 14 153 1.01s 7,8,9, 14
19 16,6 0.85s 1,5,9,10 16.0 0.94s 1,5,9, 10 16.1 0.92s 1,5,9, 10
20 1523 151.8 152.7
21 1082 A.477brs 17, 20, 22 107.9 A.478brs  17,20,22 107.8 A.4.72brs 17, 20, 22
B.4.71d (1.6) 17, 20, 22 B.4.72d (1.6) 17,20,22 B.4.67d(1.3) 17, 20, 22
22 312 A.214m 20, 23 308 A.221m 20, 21, 23 313 A.226m
B.2.07m 20, 23 B.2.10m 20, 21, 23 B.2.04m
23 281 A.167m 20,22,24,25 27.7 A.169m 22,24 300 A.164m
B.167m 20, 22, 24, 25 B.1.69m 22,24 B.1.46m
24 646 2.75t(6.3) 23 64.2 2.75t(6.3) 23 78.3  3.34dd (1.9, 10.7)
25 588 58.4 73.2
26 253 132s 24,25, 27 249 1.32s 24, 25, 27 265 1.20s 24, 25, 27
27 192 128s 24,25, 26 188 1.28s 24, 25, 26 232 117s 24, 25, 26
28 284 0098s 3,4,5,29 26.7 1.08s 4,5,29 26.7 1.08s 4,5,29
29 158 0.77s 3,4,5,28 210 1.04s 4,5,28 210 1.03s 4,5,28
30 163 0.87s 15.8 0.88s 8,13, 14, 15 158 0.87s 8,13, 14, 15

Messung in CDClIs. Die Zuordnung erfolgt tber 2D-NMR-Daten (COSY, HMQC, HMBC);
*Signale austauschbar; "Keine Zuordnung maéglich wegen Signaliiberlappung
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Fur die Verbindung [11] ergibt sich im EIMS ein Molekulargewicht bei m/z 440. Im FABMS
ist das [M+H] bei m/z 441 und das [M+Na] bei m/z 463 zu finden. Damit unterscheidet sich
die Verbindung [11] von dem vorherigen Derivat [10] um zwei Masseneinheiten. Der [o]p%°
Wert von Verbindung [11] betragt +53.3° (¢ 0.10, CHCly).

Auch hier zeigt das *C-NMR-Spektrum 30 Kohlenstoffe (siehe Tabelle 3.5.). Nach den
Informationen aus dem DEPT- und 'H-NMR-Spektrum lassen sich auch hier sieben
Methylgruppen, elf Methylengruppen (darunter eine Exomethylengruppe), funf (statt sechs
bei Verbindung [10]) Methingruppen und daflr sieben quartare Kohlenstoffatome

identifizieren. Demzufolge kann auf die Summenformel C3,H4s0, geschlossen werden.

Ein Kohlenstoff bei 6c 218.2 (C-3) indiziert eine Carbonylfunktion. Im Vergleich zur
Verbindung [10] fehlt hier das Signal fiir das Methinproton H-3. Diese Befunde, zusammen
mit der Massendifferenz von 2 amu deuten darauf hin, dass es sich bei dem Derivat [11] um
das 3-Keto-Derivat der Verbindung [10] handelt.

Wie im Falle der vorherigen Verbindung [10] finden sich die entsprechenden HMBC-
Korrelationen eines Dammaran-Grundgerusts (siehe Tabelle 3.5.). Lediglich die chemischen
Verschiebungen unterscheiden sich, was im Einklang mit der Carbonylgruppe in Position 3
ist. Dieser Einfluss auf die Werte der chemischen Verschiebungen der Grundstruktur wird fur
Verbindung [12] (siehe unten) - ebenfalls ein 3-Ketoderivat - anhand des COSY-Spektrums
gezeigt (siehe Abbildung 3.28).

Die Daten der Seitenkette entsprechen denen der Verbindung [10] und bestatigen die A%*?-
Epoxid-Struktur des Derivats [11] (siehe Tabelle 3.5.). Auch die Stereochemie gleicht der der
vorherigen Verbindung, was sich in den Ubereinstimmungen der chemischen Verschiebungen

manifestiert (siehe Tabelle 3.5.).

Diesen Befunden zufolge handelt es sich also bei Verbindung [11] um das 24,25-Epoxy-
dammar-20-en-3-on. Auch dieses Derivat ist bereits fir die Blatter von A. odorata
beschrieben [Boar & Damps 1977]. Hier wird allerdings nach Reduktion und Acetylierung

des Extraktes und anschliel3ende Isolierung des Aglaiol-Acetats auf das Keton geschlossen.
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Fur die Verbindung [12] liegt ein FABMS mit einem Wert bei m/z 481 fiir das [M+Na] vor.
Damit unterscheidet sich dieses Derivat von der zuvor diskutierten Verbindung um 18
Masseneinheiten. Der [o]p?° -Wert liegt bei diesem Derivat bei +15.7° (c 0.10, CHCl5).

Das *C-NMR-Spektrum in Verbindung mit dem DEPT- und *H-NMR-Spektrum zeigt auch
hier 30 Kohlenstoffe (siehe Tabelle 3.5.), darunter ebenfalls sieben Methylgruppen, elf
Methylengruppen, fiinf Methinprotonen, sowie sieben quartdre Kohlenstoffe. Die

Summenformel ist folglich C3oHs00s.

Die HMBC-Kaorrelationen der Methylgruppen Hs-18, H3-19 und Hs-30 (siehe Tabelle 3.5.)
deuten wie bei den beiden Derivaten [10] und [11] auf ein Dammaran-Grundgerst hin. Auch
hier finden sich zwei geminale Methylgruppen mit Korrelationen zu den Kohlenstoffen in den
Positionen 4 und 5. Die chemischen Verschiebungen mit d¢ 47.4 bzw. 55.3 entsprechen denen
der Verbindung [11]. Ein Kohlenstoff bei &c 218.2 ist ebenfalls im Einklang mit dem
vorherigen Derivat und weist auf eine Carbonylgruppe in der Position 3 hin. Auch die
anderen Daten stimmen mit denen der Verbindung [11] iberein (siehe Tabelle 3.5.).

Die Abbildung 3.28. zeigt das COSY-Spektrum der Verbindung [12], anhand dessen sich die
Spinsysteme nachvollziehen lassen. Die Zuordnung der Methinprotonen H-5, H-9, H-13 und
H-17 sowie der Methylenprotonen H-1, H»-2, H»-7 und H,-15 erfolgen tber das HMQC-
Spektrum, nachdem die entsprechenden Kohlenstoffatome Uber die HMBC-Korrelationen
zugeordnet wurden. Im COSY-Spektrum lassen sich schlie3lich die tbrigen Protonen finden.
Ausgehend von H-5 erstreckt sich ein Spinsystem iiber H,-6 bis H,-7. Uber H-9 oder
ausgehend von H-13 lassen sich die Methylenprotonen H,-11 und H,-12 definieren und H»-16

lasst sich anhand der Korrelationen mit H-17 und H»-15 erschliefen.

-102 -



Ergebnisse

24

—32

Abbildung 3.28.: COSY-Korrelationen der Verbindung [12] im tiefen Feld

Die Methylenprotonen H,-1 (bei oy 1.93 und 1.45) und H2-2 (bei 6y 2.50 und 2.42) sind
gegenuber den Werten des 3-OH-Dammarans ins tiefe Feld verschoben. Sehr deutlich
tieffeldverschoben erscheint auch H-5 bei 6y 1.39 im Vergleich zur 3-OH-Verbindung mit

einem entsprechenden Wert bei o4 0.73.

Die Verbindung [12] unterscheidet sich vom vorherigen Derivat in der Seitenkette. Die zwei
geminalen Methylgruppen Hs-26 und Hs-27 tauchen hier bei Resonanzen von oy 1.16 bzw.
1.11 auf und korrelieren mit Kohlenstoffen bei 6¢c 78.3 bzw. 73.2 (C-24 und C-25). Das
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Methinproton H-24 erscheint als Doppelduplett bei &4 3.34. Die Daten der Protonen- und
Kohlenstoff-VVerschiebungen, sowie das Molekulargewicht, welches um 18 Masseneinheiten
groRer ist als bei der Verbindung [11] indizieren zwei Hydroxylgruppen in den Positionen 24

und 25 anstatt der Epoxidfunktion.

Die Stereochemie an C-5, C-8, C-9, C-10, C-13, C-14 und C-17 der Verbindung [12]
entspricht wieder der der Verbindungen [10] und [11], wie die entsprechenden chemischen
Verschiebungen zeigen (siehe Tabelle 3.5.). Doch bleibt hier die Konfiguration an C-24 zu
klaren. Della Greca et al. [1994] beschreiben zwei C-24-Epimere, die sich von der
Verbindung [12] nur dadurch unterscheiden, dass die Exomethylengruppe in der Seitenkette
durch eine Methylgruppe ausgetauscht ist. Dabei liegt der Wert des 24(R)-Epimers bei ¢ 79.6
und der des 24(S)-Epimers mit d¢ 78.8 etwas weiter im hohen Feld [Della Greca et al. 1994].
Die chemische Verschiebung des C-25 und die der Methylkohlenstoffe C-26 und C-27 und
auch C-23 zeigen kaum bzw. keine Unterschiede. Bei Verbindung [12] resoniert C-24 bei 6¢
78.3. Diese chemische Verschiebung konnte folglich fur das Vorliegen des 24(S)-Epimers
sprechen. Auch hier ist es aber aufgrund der geringen Unterschiede in der chemischen
Verschiebung der beiden Epimere nicht mdglich sich eindeutig auf eine Stereochemie

festzulegen.

Es handelt sich bei der Verbindung [12] demnach um das 24,25-Dihydroxy-5a-dammar-20-
en-3-on, welches ebenfalls bereits fur die Bléatter von A. odorata beschrieben ist [Boar &
Damps 1977]. Der gefundene [o]o?® ~Wert weicht von dem in der Literatur ab. Dort ergab

sich ein Wert von +89° (CHCI3) im Vergleich zu dem hier gefundenen Wert von + 15.7°.
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3.1.5. Cycloartane aus Aglaia-Arten.

Die Auftrennung der Hexan-Extrakte der Arten Aglaia euphoroides und A. tsangii lieferte
drei Cycloartane (Abbildung 3.29.). Aus den Blattern von Aglaia tsangii stammen das Derivat
[14] und die 29-Nor-Verbindung [15]. Das andere 29-Norcycloartan, Verbindung [13], wurde

aus Blattern der Art Aglaia euphoroides isoliert.

OH

OH

HO

T

[14]

ann H

HO

[15]

Abbildung 3.29.: Cycloartane aus den Blattern von Aglaia euphoroides [13] und A.
tsangii [14 und 15]

Bei der Diskussion der Strukturaufklarung soll hier, trotz sich widersprechender Angaben in
der Literatur auch innerhalb der Gruppe der Cycloartane eine einheitliche Bezifferung der
einzelnen Derivate herangezogen werden, um die Vergleichbarkeit der Derivate untereinander

zu gewaéhrleisten. Bei der Entscheidung flr die verwendete Nummerierung wird den aktuellen
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Empfehlungen der IUPAC-Nomenklatur Rechnung getragen (siehe

www.chem.gmul.ac.uk/iupac/sectionF).

Fiir die Verbindung [13] tritt im EIMS ein Signal fiir m/z 412 auf. Der [a]o™® -Wert betragt -
0.1° (c 0.10, CHCly).

Das *C-NMR-Spektrum zeigt 29 Kohlenstoffatome (siehe Tabelle 3.6.). Mit Hilfe der
Informationen aus den DEPT- und 'H-NMR-Spektren lassen sich sechs Methyl-, elf
Methylen- und sieben Methingruppen, sowie funf quartiare Kohlenstoffe feststellen. Zwei der
Methylsignale treten als Dupletts auf. Aus diesen Informationen wurde eine Summenformel

von Cy9Hys0 abgeleitet.

Im *H-NMR-Spektrum fallen zwei Methylen-Dupletts weit im hohen Feld bei &y 0.38 und
0.14 auf. Die chemische Verschiebung spricht fir eine Cyclopropan-Substruktur, wie sie in
Cycloartanen nach Eliminierung einer Methylgruppe in Position 4 vorliegt [z.B. Nyemba et
al. 1990]. Die Dupletts zeigen eine Kopplungskonstante von J=3.8 fiir die geminale Kopplung

mit dem jeweiligen anderen Methylenproton.

Im HMBC-Spektrum (siehe Abbildung 3.30.) zeigen die Methylenprotonen (H,-19) sechs
Korrelationen (siehe Tabelle 3.6.), was mit einem Cyclopropanring eines Cycloartans in
Einklang ist [Nyemba et al. 1990]. H»-19 korreliert mit den Kohlenstoffen C-1, C-5, C-8, C-9,
C-10 und C-11 (siehe Tabelle 3.6.).

Wie das 'H-NMR-Spektrum zeigt, iberlappen bei nahezu der gleichen chemischen
Verschiebung (dn 0.98 bzw. &4 0.89) jeweils ein Methylduplett mit einem Methylsingulett
(H3-28 mit H3-18 und Hs-21 mit H3-30). Fur die Methylgruppen liegen auch die jeweiligen
Direktkorrelationen im HMBC vor (siehe Abbildung 3.30.), wodurch sich die entsprechenden
Kohlenstoffe definieren lassen (siehe Tabelle 3.6.). An den HMBC-Korrelationen ist
allerdings zu erkennen, dass das Methylduplett H3-28 (Jyn = 6.3 Hz) etwas weiter im hohen
Feld resoniert (siehe Abbildung 3.30.). Dieses teilt mit den Cyclopropan-Protonen (H2-19) ein
gemeinsames Kreuzsignal bei 6c 43.4 (siehe Abbildungen 3.30. und 3.31.). Die Multipliziz&t
von Hs3-28 indiziert eine C-4-Nor-Verbindung, bei der die urspriinglich vorhandene

Methylgruppe (Hs-29) eliminiert wurde.
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Abbildung 3.30.: HMBC-Kaorrelationen der Verbindung [13] im tiefen Feld

Eine der beiden bei 6y 0.89 tiberlappenden Methylsignale weist eine Korrelation mit einem
Kohlenstoff bei 6¢c 46.9 (C-8) auf, mit welchem ebenfalls H,-19 ein Kreuzsignal liefert. In
diesem Fall kann anhand der Verschiebungsdifferenz nicht zwischen den Korrelationen des
Methyldupletts und des Methylsinguletts unterschieden werden. Geht man aber davon aus,
dass es sich bei dieser Verbindung um ein Cycloartan handelt, dann l&sst sich die gemeinsame
Korrelation mit der Methylengruppe H»>-19 nur ausgehend von H3-30 erklaren.
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Bei dem Duplett kann es sich nur um die Methylgruppe in Position 20 handeln (Hs-21), da
sich die lbrigen Methylguppen bei Cycloartanen an C-13 und C-14 befinden, wo diese
Multiplizitat ausgeschlossen ist. Das Singulett bei o4 0.98 (Hs-18) zeigt drei gemeinsame
Korrelationen mit den Signalen bei 64 0.89. Bei diesen Kohlenstoffen (bei 6¢c 45.4 und 49.0)
muss es sich um C-13 und C-14 handeln, zu denen auch Hs-30 Korrelationen zeigt und um C-
17, zu welchem auch ausgehend von Hs-21 eine Korrelation zu erwarten ist. Bei C-13 und C-
14 handelt es sich um quartére Kohlenstoffe, die sich durch das DEPT-Spektrum von C-17,
einem Triplett, unterscheiden lassen. Bei der verbleibenden Korrelation ausgehend von Hs-18
kann es sich nur noch um die mit C-12 handeln. Bei den ubrigen Kohlenstoffen, zu denen
ausgehend von den Signalen bei 8y 0.89 Kreuzsignale auftauchen, handelt es sich um C-15,
C-20 und C-22. Ein Vergleich mit Literaturdaten ermdglicht die Zuordnung der Kohlenstoffe
[vgl. Nyemba et al. 1990].

Das Methylduplett H3-28 zeigt eine Korrelation zu einem Kohlenstoff bei d¢ 77.3 mit dem
dazugehorigen Protonensignal bei 64 3.21 (ein ddd) (siehe Abbildungen 3.30. und 3.31.). Die
chemischen Verschiebungen sprechen fir das Vorliegen einer Hydroxylgruppe in dieser

Position (C-3). Eine weitere Korrelation besteht mit einem Kohlenstoff bei ¢ 44.7 (C-4).

Im COSY-Spektrum (siehe Abbildung 3.32.) sind die Korrelation der Methylgruppe zu dem
entsprechenden Methinproton H-4 bei o4 1.18 zu finden. Daneben findet man auch die
Korrelation zwischen den benachbarten Methinprotonen H-3 und H-4. Diese Evidenzen
bestatigen eine 29-Nor-Konstellation im Ring A dieses Cycloartan-Derivates. Die chemische
Verschiebung der Methylenprotonen in Position 19 deutet ebenfalls auf nur eine
Methylgruppe am Kohlenstoff C-4 hin [Nyemba et al. 1990]. Ausgehend von H-3 l&sst sich
das Spinsystem ber H,-2 nach H,-1 und ber H-4 bis H-8 verfolgen. Das als H-6g zu
identifizierende Signal erscheint bei 6y 0.58 in der Multiplizitat eines Dupletts vom Quartet
(dq) mit Kopplungskonstanten von J=2.9 und 12.5. Diese Aufspaltung lasst sich durch sich
entsprechende Kopplungskonstanten zwischen H-6g und H-5, H-65 und H-64 sowie zwischen
H-6g und H-74 erkléaren (jeweils ca. 12.5 Hz). Die kleine Kopplungskonstante tritt zwischen
H-6g und H-7g auf (2.9 Hz).
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Auch die anderen beiden Spinsysteme des Grundgerustes (H,-11 bis H»-12 und H»-15 bis H-
17) kdnnen im COSY -Spektrum nachvollzogen werden (siehe Abbildung 3.32.).

N

Abbildung 3.31.: HMBC-Korrelationen der Methylgruppen und der Methylengruppe
H,-19 von Verbindung [13] im tiefen Feld

Uber die Korrelationen im HMBC-Spektrum sowohl der Methylgruppe Hs-18, als auch der
Methylgruppe Hs-21 mit dem Kohlenstoff C-17 I&sst sich die Seitenkette mit dem Cycloartan-

Grundgerust verknupfen.

Das Methylduplett H3-21 zeigt im COSY-Spektrum (Abbildung 3.32.) eine Korrelation zu
einem Signal bei oy 1.38 (H-20). Dieses wiederum weist die zu erwartenden Korrelationen

mit H-17 und zu den sich im Spinsystem anschlielenden Protonen der Seitenkette auf.

Im tieferen Feld bei 64 1.68 und 1.61 treten zwei weitere Methylsinguletts auf, die im HMBC-
Spektrum neben den direkten Korrelationen jeweils gegenseitig sowie mit zwei weiteren
Kohlenstoffen (¢ 125.3 und 130.9) korrelieren. Demzufolge handelt es sich um zwei
geminale Methylgruppen (Hs-26 und H3-27), die sich aufgrund der chemischen Verschiebung

24, 25
A

an einer Doppelbindung ( ) befinden missen. Das entsprechende Methinproton H-24

erscheint bei 64 5.10.
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26 27 28 21

ML

Abbildung 3.32.: COSY-Korrelationen der Verbindung [13]
Das COSY-Spektrum (siehe Abbildung 3.32.) zeigt neben den longrange-Korrelationen Gber
die Doppelbindung von H-24 zu Hs-26 und H3-27 auch Kreuzsignale mit den benachbarten

Methylenprotonen H-23, und H-23g, welche wiederum mit H,-22 koppeln.

Diese Befunde in Kombination mit dem Molekulargewicht deuten auf das 29-Nor-

cycloartenol hin.

- 110 -



Ergebnisse

Die Daten der chemischen Verschiebungen im **C-NMR (siehe Tabelle 3.6.) stimmen gut mit
den Werten aus der Literatur fur 31-Nor-cycloartenol (nach der hier verwendeten
Nomenklatur 29-Norcycloartenol) tberein [vgl. Nyemba et al. 1990]. Allerdings weicht die
Zuordnung der Daten in der Literatur fur die Kohlenstoffe teilweise von der hier mittels
HMBC-Korrelationen belegten Zuordnung ab. So sind hier die Werte der chemischen
Verschiebungen von C-12 und C-15 und die von C-7 und C-11 im Vergleich zu den Angaben
bei Nyemba et al. [1990] vertauscht (siehe Tabelle 3.6.). Da die hier vorliegende Benennung
auf zweidimensionalen NMR-Experimenten beruht, wéhrend den zitierten Arbeiten
Literaturvergleiche zugrunde liegen, muss die Zuordnung in der Literatur revidiert werden.
Das hat auch Giltigkeit fir die Daten bei Ohmoto et al. [1982], Della Greca et al. [1994] und
Cantrell et al. [1996], wo ebenfalls inkorrekt zugeordnet ist (siehe Tabelle 3.6.). Im Einklang
mit der vorliegenden Arbeit sind die Daten bei Akihisa et al. [1998], denen ebenfalls 2D-

Experimente zugrunde liegen.

Zur Beantwortung der Frage nach der Stellung der Hydroxylgruppe in Position 3 kann ein
Literaturvergleich herangezogen werden. Mohamad et al. [1997] beschreiben ein Nor-
Cycloartan mit einer 33-OH-Gruppe. Die Werte fir die Kohlenstoffe C-1 bis C-5 liegen hier
bei d¢c 31.8, 35.4, 77.0, 44.7 bzw. 45.3. H-3 resoniert bei 6y 3.12. Die 3a-Epimere weisen
dagegen Werte bei oc 26.8, 33.0, 72.3, 41.0 bzw. 37.9 fir die Kohlenstoffe C-1 bis C-5 auf
und oy 3.83 flir H-3 auf [Akihisa et al. 1998]. Damit unterscheiden sich die chemischen
Verschiebungen der Derivate mit der 3B-OH-Gruppe stark vom 3o-Epimer. Die fir
Verbindung [13] gefundenen Werte liegen bei 6¢ 30.9, 36.0, 77.3, 44.7 bzw. 43.4 und fur H-3
bei &y 3.21 (siehe Tabelle 3.6.) und sprechen eindeutig fur ein Cycloartan-34-ol-Derivat [vgl.
Mohamad et al. 1997].

Die Stereochemie der Grundstruktur ist in der Abbildung 3.29. abgebildet. In der Natur
variiert die absolute Konfiguration an den jeweiligen Stereozentren nicht. Deshalb soll hier
nicht naher auf die Stereochemie in diesen Positionen eingegangen werden. Dieser

Sachverhalt 1&sst sich auch auf die anderen Cycloartanderivate ([14] und [15]) Ubertragen.
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Tabelle 3.6.: NMR-Datentabelle der Verbindungen [13], [14] und [15] aus Aglaia

euphoroides und Aglaia tsangii

[13] [14] [15]
Position  §¢ 8¢ 8u(JH2) HMBC 3¢ 5 S8u(JH2) HMBC 8¢  8c(Lit)™ 84(Hz) HMBC
(Lit)’ (Lit.)°
1 309 308 A.153m 30.8 308 A.154m 32.0 32.0/320 A.157m
B.1.27m B.1.27m B.1.25m
2 354 347 A.199m 348 349 A.197m 304 30.4/304 A.177m
B.1.43m B.1.40m B.1.58m
3 773 763 3.21ddd (5.1, 766 765 3.23ddd (5.1, 78.9 789/78.8 3.28m
8.8,10.7) 9.5,11.4)
4 447 444 1.18m 446 416 117m 405 40.5/40.5
5 434 433 1.19m 433 434 119m 47.2 47.1/480 1.30m
6 247 247 Al67Tm 247 247 Al168m 212 21.1/21.1 A.1.60m
B. 0.58 dq B. 0.57 dq B.0.79m
(2.9, 12.5) (3.0, 12.5)
7 250 280" Al3lm 281 281" A.l32m 28.2 28.1/282° A.133m
B.1.06 m B.1.06 m B.1.07m
8 469 468 157m 6,9,10,11, 469 469 158m 48.0 48.0/47.1 150m
14,19, 30
9 236 234 232 235 20.0 20.0/20.0
10 296 295 303 294 26.0 26.0/26.0
11 271 251" Al197m 9,10,12,19 252 251" A.197m 26.1 26.1/26.1° A.2.00m
B.1.19m 8,9, 10, 12, B.1.20m B.1.11m
13,19
12 330 353" A.16lm 9,11,13,14, 329 354" A.159m 329 356/355 A.162m
18
B.1.61m 9,11, 13, 14, B.1.59m B.1.62m
18
13 454 452 446 454 454 453/45.3
14 490 488 489 489 489 48.8/48.8
15 349 328" A.128m 16, 30 353 329" A.134m 356 32.8/32.9° A.134m
B.1.28 m 16, 30 B.1.34m B.1.34m
16 282 269" A.1.88m 273 270" A.193m 265 265/264° A.191m
B.1.29m 14,15 B.1.30m B.1.29m
17 52.3 522 156m 523 523 1.59m 52.3 52.3/52.1 157m
18 178 177 0.98s 12,13, 14, 178 179 099s 12,13, 18.1 18.0/18.0 0.97s 13,14
17,18 14,17
19 273 271 A.0.38d 1,58,9,10 27.0 272 A.0.38d 1,5,8,10 299 29.9/29.9 A.0.55d
(3.8) (3.8) (3.8)
B.0.14 d 1,5,8,9, 10, B.0.14d 1,5,8,9, B.0.33d
(3.8) 11 (3.8) 10 (3.8)
20 364 363 1.38m 364 364 1.40m 36.0 36.0/35.8 1.45m
21 183 182 089d(6.3) 17,20,21,22 185 185 091d(65)  17,20,22 182 18.2/18.3 0.89d(6.3) 20
22 36.0 358 A.144m 339 336 33.0 32.8/329 *
B.1.44m *
23 252 257 A.204m 287 288 A.115m 26.2 26.0/256 A.1.59m
B.1.86m B.1.15m B.1.47m
24 1253 1252 510m 26, 27 79.7 796 3.32dd (1.0, 65.0 65.0/64.8 2.69t(6.3)
10.5)
25 1309 130.7 731 731 58.1 58.0/58.4
26 257 248 1.68s 266 233 1.24s 24,2527 250 24.9/249 131s 24,25
27 17.7 177 161s 232 265 1.19s 24,2526 187 18.6/18.7 127s 24,25
28 144 144 098d(6.3) 3,4,5,28 144 191" 1.01d(65) 3,45 255 19.37/25.4 0.97s 3,4
29 140 14.0/140 081ls 3,4,5
30 192 190 089s 8,13,14,15, 192 144" 091s 8,13,14, 194 2547193 0.89s 8,13, 14
30 15

Messung in CDCl3. Die Zuordnung erfolgte tiber 2D-NMR-Daten (COSY, HMQC, HMBC)
und durch Literaturvergleich; *[Nyemba et al. 1990]; “[Ohmoto et al. 1982]; °[Della Greca et
Zuordnung wegen

al.

1994]; Y[Cantrell et al. 1996]; “Zuordnung inkorrekt;

Signaltberlappung nicht moglich
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Das ESIMS liefert im Falle der Verbindung [14] das Quasimolekllion bei m/z 464,
entsprechend dem [M+NH,]". AuBerdem ist das [2M+NH4]" mit m/z 910 zu finden. Somit
l&sst sich fur Verbindung [14] ein Molekulargewicht von m/z 446 postulieren.

Der Drehwert [a]o®® betragt -0.1° (c 0.10, CHCl5).

Aus dem **C-NMR-Spektrum unter Zuhilfenahme der HMBC-Korrelationen lassen sich auch
bei diesem Derivat 29 Kohlenstoffe identifizieren (siehe Tabelle 3.6.). Anhand der NMR-
Daten in Verbindung mit dem Molekulargewicht l&sst sich fir Verbindung [14] die
Summenformel Cy9Hs5003 postulieren.

Im *H-NMR erscheinen ebenfalls sechs Methylgruppen mit chemischen Verschiebungen und
Multiplizitaten, die sich kaum von denen der Verbindung [13] unterscheiden. Auch bei
Verbindung [14] treten im hohen Feld bei &4 0.38 und 0.14 die Methylenprotonen des
Cyclopropanringes H»-194 und H2-19g in Erscheinung und die chemische Verschiebung von
C-3 (Zuordnung Uber die HMBC-Korrelation des Methyldupletts H3-28) spricht auch hier fur
einen Hydroxylsubstituenten mit derselben Konfiguration wie bei Verbindung [13].

Diese Evidenzen sprechen zusammen mit den anderen HMBC-Korrelationen (siehe Tabelle
3.6.) der Methylgruppen und der Methylenprotonen in Position 19 fiir dieselbe Grundstruktur
dieses Cycloartans, wie sie auch bei Verbindung [13] zu finden ist.

Im Vergleich zum Derivat [13] sind allerdings die beiden Methylsinguletts bei 64 1.24 und
1.19 (H3-26 und H3-27) sowie die durch HMBC-Korrelationen definierten Kohlenstoffatome
C-24 (8¢ 79.7) und C-25 (3¢ 73.1) deutlich hochfeldverschoben. Diese Befunde sprechen fiir
die Anwesenheit von zwei Hydroxylgruppen an C-24 und C-25.

Das Methinproton H-24 erscheint als Doppelduplett bei &y 3.32. Im Falle einer A%%
Epoxidgruppe waére fir dieses Proton ein Wert von c.a. oy 2.7 zu erwarten, wie z.B. von
Vishnoi et al. [1988] fur Cycloartane mit einer entsprechenden Seitenkette aus Aglaia
roxburghiana gefunden (siehe auch De Pascual et al. [1987] und Verbindung [15] unten). Die
zwei Hydroxylgruppen sind ferner im Einklang mit dem ermittelten Molekulargewicht fir
[14].
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Zur Bestimmung der Konfiguration an C-24 kdnnen wie im Fall der Verbindung [12] die von
Della Greca et al. [1994] verOffentlichten Daten herangezogen werden. Anders als bei
Verbindung [12] liegt der Wert der chemischen Verschiebung von C-24 bei 6c 79.6 und
entspricht somit dem fur das 24(R)-lIsomere beschriebenen Wert. Auch bei Inada et al. [1997]
finden sich mit o¢ 79.7 (C-24), 73.2 (C-25) und oy 3.29 (H-24) vergleichbare Angaben fur
die 24(R)-Konfiguration.

Es handelt sich bei der Verbindung [14] also um den bekannten Naturstoff 4a,14-Dimethyl-
9,19-cyclocholestan-3p,24a.,25-triol [Ohmoto et al. 1982]. Der Vergleich der **C-Daten mit
den veroffentlichten Werten bestétigt die postulierte Struktur (siehe Tabelle 3.6.), wobei
aufgrund der vorliegenden HMBC-Daten die Zuordnung der Kohlenstoffe C-12 und C-15
sowie C-28 und C-30 revidiert werden muss. Das 24, 25-Epoxid dieser Verbindung ist bereits
aus A. roxburghiana bekannt [Vishnoi et al. 1988].
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Im EIMS lasst sich fiir Verbindung [15] das Molekiilion bei m/z 442 identifizieren. Fur [o]p*°
wurde ein Wert von +22.6° (c 0.10, CHCI3) ermittelt.

Die Informationen aus dem *3C-, DEPT- und ‘H-NMR-Spektrum indizieren hier 30
Kohlenstoffe, darunter sieben Methylgruppen (also eine mehr als in den vorherigen beiden
Derivaten [13] und [14]), elf Methylengruppen, sechs Methingruppen und sechs quartére
Kohlenstoffatome (siehe Tabelle 3.6.), woraus in Verbindung mit dem Molekulargewicht

C3oHs5002 als Summenformel abgeleitet werden kann.

Auch bei diesem Derivat handelt es sich um ein Cycloartan. Im hohen Feld bei 64 0.55 und
0.33 treten zwei Dupletts auf, welche im COSY-Spektrum (siehe Abbildung 3.33.) die
entsprechende Kreuzkorrelation sowie eine Kopplungskonstante von Jyx=3.8 zeigen. Die
chemischen Verschiebungen dieser Methylenprotonen (H-194 und H-19g) weichen allerdings
deutlich von denen der Verbindungen [13] und [14] ab. Dort liegen die entsprechenden
Signale bei Resonanzen von &y 0.38 und 0.14. Diese relative Tieffeldverschiebung ist im
Einklang mit dem Auftreten zweier geminaler Methylgruppen am Kohlenstoff C-4.
Tats&chlich finden sich im HMBC-Korrelationen zweier Methylsinguletts bei &4 0.97 und
0.81 (hier H3-29 und H3-30, siehe De Pascual et al. [1987]) mit dem Kohlenstoff C-3. Dessen
chemische Verschiebung von &¢c 78.9 und dem entsprechenden Methinproton bei 6y 3.28
indiziert auch in diesem Derivat das Vorliegen einer Hydroxylgruppe in Position 3, welche in
der p-Konfiguration vorliegt. Die Daten der chemischen Verschiebungen von H-3 und C-3
stimmen mit den Literaturdaten fur dieses Epimer Uberein [De Pascual et al. 1987]. Im
Gegensatz zu den Nor-Derivaten ([13] und [14]) erscheint hier das Signal fur H-6g mit oy
0.79 deutlich weiter tieffeld verschoben. Dort resoniert dieses Proton bei 64 0.57 bzw. 0.58.

Die Multiplizitat ist hier wegen Signallberlappung nicht zu bestimmen.

Im HMBC-Spektrum lassen sich auch fur dieses Derivat die Korrelationen ausgehend von den
Methylgruppen finden, die die Cycloartan-Grundstruktur definieren (siehe Tabelle 3.6.). Die
Werte der chemischen Verschiebungen der Methylgruppen Hs-18, H3-21 und H3-30 (letztere
wird in der Literatur als Hz-28 bezeichnet [De Pascual et al. 1987, Della Greca et al. 1994])
sind im Einklang mit den Werten der beiden Verbindungen [13] und [14]. Auch die von
Cantrell et al. [1996] publizierten Werte bestatigen die Ubereinstimmung.
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Abbildung 3.33.: COSY-Spektrum der Verbindung [15]
Die beiden geminalen Methylgruppen der Seitenkette H3-26 und Hs-27 ergeben im Falle der

Verbindung [15] Resonanzen bei &y 1.27 und 1.31 und unterscheiden sich somit von den

anderen beiden Derivaten, was einen Unterschied in der Seitenkette impliziert.
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Im HMBC-Spektrum (siehe Tabelle 3.6.) tauchen Kreuzsignale zwischen diesen
Methylgruppen und jeweils zwei Kohlenstoffen bei ¢ 65.0 und 58.1 Kreuzsignale auf. Es
handelt sich um das Duplett C-24 und das Singulett C-25. Das Proton H-24 liegt als Triplett
bei einer chemischen Verschiebung von &4 2.69 vor. Die aufgefiihrten chemischen
Verschiebungen sprechen fiir eine A?*®-Epoxidstruktur der Verbindung [15] (24,25-
Epoxycycloartenol) und sind in guter Ubereinstimmung mit der Literatur [De Pascual et al.
1987, Vishnoi et al. 1988, Della Greca et al. 1994, Cantrell et al. 1996]. De Pascual et al.
[1987] geben fur C-24 zwei Kohlenstoff-Verschiebungen an, die dem dort vorliegenden 24-
OH-Epimerengemisch Rechnung tragen. Die Werte flr die 24(R) und 24(S)-Konfiguration
unterscheiden sich mit 8¢ 32.8 bzw. 32.6 fur C-22, &¢ 26.0 bzw. 25.7 fiir C-23, 5¢ 65.0 bzw.
64.8 fiir C-24 und &¢ 58.0 bzw. 58.4 fiir C-25. Verbindung [15] liegt demnach in der 24(R)-
Konfiguration vor (vgl. Tabelle 3.6.).

Fir die Hydroxylgruppe in Position 3 der Grundstruktur sind beide Konfigurationen in der
Literatur beschrieben [Della Greca et al. 1994, Inada et al. 1997]. Die chemische
Verschiebung des C-3 ist im Fall der Verbindung [15] &¢ 78.9. Denselben Wert finden Inada
et al. [1997] und Della Greca et al. [1994] fir das B-OH-lsomere. Fir das a-OH-
Stereoisomere dagegen beschreiben die Autoren einen Wert von ¢ 77.1 [Inada et al. 1997].
Somit muss Verbindung [15] das B-OH-lsomer darstellen. Identisch ist auch der Wert der
chemischen Verschiebung des Protonensignales mit oy 3.28, welchen Cantrell et al. [1996]
fur das B-OH-Isomere gefunden haben. Das COSY-Spektrum (Abbildung 3.33.) zeigt analog

zu dem der Verbindung [13] die Spinsysteme des Cycloartans.

-117 -



Ergebnisse

3.1.6. Tirucallane aus den Zweigen von Aglaia cucculata

Die Abbildung 3.34. stellt zwei Tirucallan-Triterpene aus den Zweigen von Aglaia cucculata

dar.
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Abbildung 3.34.: Tirucallane aus den Zweigen von Aglaia cucculata

Fur Verbindung [16] ergibt sich im EIMS das Molekdilion mit m/z 456 vor. Diese Verbindung
zeigt einen [a]o?°-Wert von -18.0° (c 0.10, CHCI5).

Das *C- und das DEPT-NMR-Spektrum gemeinsam mit dem ‘H-NMR-Experiment
indizieren das Vorliegen von 30 Kohlenstoffen (siehe Tabelle 3.7.), darunter sieben
Methylsinguletts, ein Methylduplett, acht Methylengruppen, acht Methingruppen, sowie
sieben quartaren Kohlenstoffatomen. In Verbindung mit dem Molekulargewicht lassen diese

Befunde auf eine Summenformel von C3gH4503 schlieflen.

Eine Methylgruppe (Hs-19 bei oy 1.00) teilt mit den beiden im HMBC-Spektrum als geminal
zu identifizierenden Methylgruppen Hs-28 und Hs-29 (bei 6y 1.05 und 1.11) die Korrelation
mit einem Kohlenstoff bei §c 52.3 (C-5). Uber diese drei Methylgruppen lassen sich auch die
Kohlenstoffe C-1, C-9 und C-10 (ausgehend von H3-19) sowie C-4 (ausgehend von H3-28 und
Hs-29) definieren (siehe Tabelle 3.7.). Die Methylgruppen bei 6y 0.81 und 1.02 (Hs-18 und
H3-30) zeigen beide im HMBC-Spektrum gemeinsame Kreuzsignale bei 6¢ 43.6 und 51.2 fir
C-13 und C-14 (siehe Abbildung 3.35. und 3.36.). Eine Korrelation von H3-30 mit einem
Signal bei &¢ 145.7 (C-8) deutet eine Doppelbindung im Grundgerust an. Das dazugehdrige
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Methinproton H-7 erscheint bei 6y 5.31 (siehe Abbildung 3.37.). AuRerdem Korreliert H3-30
mit C-15 bei ¢ 33.6 und H3-18 mit C-12 und C-17 bei ¢ 18.3 bzw. 53.3.

Fur die beiden Methylgruppen CH3-28 und CH3-29 sind daneben keine Korrelationen im
HMBC-Spektrum zu finden. Die Korrelation zum Kohlenstoff in Position 3 ist nicht zu sehen,
da aus technischen Grunden bei der Messung eine geringere spektrale Bandbreite verwendet
werden musste. Ein Signal bei 8¢ 216.9 im **C-NMR-Spektrum ist charakteristisch fiir eine
Carbonylgruppe in Position C-3 sowie mit den Literaturdaten konform [Vgl. z.B. Itokawa et
al. 1992].
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Abbildung 3.35. HMBC-Korrelationen der Verbindung [16] im hohen Feld
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Die genannten HMBC-Korrelationen der Methylgruppen sprechen fur ein Tirucallan-
Grundgerust. (siehe Abbildung 3.35. und 3.36.). Zusatzlich kann ein Vergleich der
chemischen Verschiebungen mit den zuvor diskutierten Verbindungen herangezogen werden
(\Vgl. Tabelle 3.5. und 3.7.). So unterscheiden sich beispielsweise die Werte fur C-1 bis C-5
und C-10 des Rings A von Verbindung [11] oder [12] kaum von den Daten fir [16]. Auch die
Kohlenstoffe der Methingruppen in den Positionen 9, 13 und 17 zeigen vergleichbare
chemische Verschiebungen und lassen sich so gut zuordnen. Schliellich bestatigt ein
Literaturvergleich die Grundstruktur (siehe Tabelle 3.7.) [Su et al. 1990, Itokawa et al. 1992].

Bei o4 0.96 findet sich ein Methylduplett (Hs-21) mit einer Kopplungskonstanten von
Jyn=5.6 Hz mit HMBC-Kaorrelationen zu den Kohlenstoffen C-20 und C-22 (6¢ 33.5 und
40.7) und zu Kohlenstoff C-17 (8¢ 53.3). Uber die letztere lasst sich die Seitenkette mit dem
Grundgerust verkniipfen (siehe Abbildung 3.35.).

Abbildung 3.36. Wichtige HMBC-Korrelationen des Tirucallan-Grundgerists der
Verbindungen [16] und [17]

Zwei weitere Methylsinguletts bei 65 1.32 und 1.33 (H3-26 und Hs3-27), zeigen im HMBC-
Spektrum jeweils zwei Korrelationen zu Kohlenstoffen bei d¢ 68.4 und 60.3 (C-24 und C-25),

sowie zueinander. Es handelt sich folglich ebenfalls um geminale Methylgruppen (siehe
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Abbildung 3.35.). Die chemischen Verschiebungen von C-24 und C-25 belegen die
Nachbarschaft von Sauerstoffatomen. Das zugehérige Methinproton H-24 resoniert bei oy
2.66 und erscheint als ein Duplett. Dies lasst darauf schlie3en, dass sich bei Verbindung [16]
eine weitere Methingruppe in Position 23 befindet, was im COSY-Spektrum (siehe Abbildung
3.38.) durch eine Korrelation von H-24 zu einem Signal weit im tiefen Feld bei o4 3.57 (H-
23) bestatigt wird. Auch letzterer Wert spricht fir die Nachbarschaft eines Sauerstoffatoms.
Das Signal fiir H-23 1&sst sich durch das HMQC-Spektrum einem Kohlenstoff bei 6¢ 69.2 (C-
23) zuordnen, der im HMBC-Spektrum mit H-24 die korreliert (siehe Abbildung 3.37.). Im
COSY-Spektrum erscheinen bei &y 1.65 und 1.41 (H2-22) schlieBlich zwei weitere

Kreuzsignale fir H-23.
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Abbildung 3.37. HMBC-Korrelationen der Verbindung [16] im tiefen Feld
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Aus diesen Daten ergibt sich die Anwesenheit von Sauerstoffsubstituenten sowohl an C-23,
C-24 und C-25. Ein Vergleich mit der Summenformel ergibt, dass es sich um eine
Hydroxylfunktion sowie eine Epoxidpartialstruktur handeln muss. Ihre Position kann aus den
chemischen Verschiebungen der Protonen H-23 und H-20 abgeleitet werden; die
Tieffeldverschiebung von H-23 im Vergleich zu H-24 belegt, dass sich das Epoxid an C-24

und C-25 befinden muss.

Die postulierte A**#-Epoxidfunktion ist im Einklang mit spektralen Daten fiir entsprechend

substituierte Derivate in der Literatur [vgl. z.B. ltokawa et al. 1992].
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Abbildung 3.38.: COSY-Korrelationen der Verbindung [16]
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Auch die Korrelationen von Hs-21 und H,-22 zu H-20 und von H-20 zu H-17 lassen sich im
COSY-Spektrum nachvollziehen. Das Methinproton H-7 zeigt neben der Korrelation zu H,-6
(6n 2.10, 2H) auch ein Kreuzsignal mit H-9. Diese ,long-range“-Korrelation erklart sich
durch die A”®-Doppelbindung. Dariiber hinaus ist sogar eine homoallylische Kopplung von
H-9 zu H,-6 zu finden (siehe Abbildung 3.38.).

Tabelle 3.7.: NMR-Datentabelle der Verbindungen [16] und [17] aus Aglaia cucculata

[16] [17]
Position  §¢ 3¢ (Lit)" & (J H2) HMBC 3¢ dc(Lit)" 8n (J Hz) HMBC
1 385 386 A.1.99m 385 385 A1.99m
B.1.45m B1.47m
2 349 349 A.2.78ddd (5.7; 14.5;20.2) 1 349 349 A275ddd (5.7;14.5;20.2) 1
B.2.22m B2.25m 10
3 2169 216.8 217.0 217.0
4 47.9 479 47.9 435
5 52.3 524 1.74m 4,6,10 523 523 1.72t(8.8) 4,6,10
6 244 244 A 210m 244 243 A210m 7,8
B.2.10 m B2.10m 7,8
7 118.0 116.0 531m 118.0 1179  531m
8 1457 145.7 1458 145.7
9 485 485 227m 48.4 484 227m
10 350 350 350 350
11 183 183 A 159 m 18.3 183 A 159 m
B.159m B.159m
12 340 340 A 184m 33.8 340 A 184m
B.1.64m B.1.64m
13 436 436 435 4738
14 512 512 51.2 512
15 336 337 A 148m 340 338 A 148m
B.1.48m B. 1.48m
16 288 288 A.2.04m 285 284 A.2.00m
B.1.22m B.1.32m
17 533 533 1.58 m 53.8 538 151 m
18 218 218 0.81s 12,13,14,17 220 220 0.82s 12,13, 14,17
19 128 128 1.00s 1,5,9,10 128 127 1.00s 1,5,9,10
20 335 336 141 m 33.7 337 1.42m
21 198 198 0.96 d (5.7) 17,20, 22 189 189 0.93d (6.3) 17,20, 22
22 407 407 A 165m 405 405 A187m 23
B.141m B1.19m 23
23 692 693 357m 69.7 69.7 4.12 dd (4.4; 8.8)
24 684 664 2.66d (8.2) 749 751 3.17 brs
25 603 602 743 743
26 199 198 1.32s 24, 25,27 26.2 262 131s 24,25, 27
27 249 249 1.33s 24,25, 26 275 273 1.32s 24,25, 26
28 245 246 1.05s 4,5,29 245 245 1.05s 4,5,29
29 216 216 111s 4,5,28 216 215 111s 4,5,28
30 274 274 1.02s 8,13,14,15 274 273 1.02s 8,13, 14,15
OH 2.61 brs

Messung in CDCl3. Die Zuordnung erfolgte Gber 2D-NMR-Daten
* [Itokawa et al. 1992] (CDCls)

Diesen Befunden zufolge handelt es sich bei der Verbindung [16] um die bekannte
Verbindung Niloticin. Die *C-NMR-Daten (siche Tabelle 3.7.) sind in sehr guter
Ubereinstimmung mit den Werten aus der Literatur [Su et al. 1990, Itokawa et al. 1992]. Su et

al. [1990] liefern Daten einer Kristallstrukturanalyse, aus denen die relative Stereochemie
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ersichtlich ist. Hier liegen die NMR-Daten der Kohlenstoffe C-20, C-21, C-22, C-23, C-24
und C-25 bei 8¢ 33.57, 19.91, 40.72, 69.27, 68.47 und 60.28. Diese Werte entsprechen den flr
[16] gefundenen Daten (siehe Tabelle 3.7.). Daher ist anzunehmen, dass an den Stereozentren
von [16] jeweils die bei Su et al. [1990] beschriebene Konfiguration vorliegt. Demnach
handelt es sich bei der vorliegenden Verbindung um das 24(S),25-Epoxy-23(R)-hydroxy-
tirucallan-3-on. Die Konfiguration an C-17 ist (S), die an C-20 (R).

Die Zuordnung der im COSY-Spektrum gefundenen Protonensignale (weder Su et al. noch
ltokawa et al. geben *H-NMR-Daten an) ist im Einklang mit Literaturdaten zu Dyvariabilin E
aus Dysoxylum variabile [Liu et al. 2001], welches sich vom Niloticin nur durch eine
zusétzliche Hydroxylgruppe an C-2 unterscheidet. Diese Hydroxylgruppe wirkt sich
insbesondere auf deren Methylenprotonen-Verschiebung H,-1 und H,-2 sowie auf H-9 aus.
Die anderen Werte unterscheiden sich kaum, obwohl die Autoren in deuteriertem Aceton

gemessen haben, statt des hier verwendeten Chloroforms.

Fir die Verbindung [17] lasst sich anhand des EIMS das Molekulargewicht von 474 ableiten.
Hier ergab die Messung einen [o]p?° -Wert von -50.8° (c 0.10, CHCl5).
Die Analyse der *H- und **C-NMR-Spektren ergibt, dass die Summenformel CsoHs00. lauten

Mmuss.

Die HMBC-Kaorrelationen fiir das Grundgerust entsprechen denen der Verbindung [16] (siehe
Tabelle 3.7.). Auch die HMBC-Korrelationen ausgehend vom Methyl-Duplett Hs-21
gleichen, mit nur unwesentlich abweichenden chemischen Verschiebungen, denen der
Verbindung [16] (siehe Tabelle 3.7.).

Die chemische Verschiebung des Kohlenstoffs C-23 (¢ 69.7) weicht ebenfalls kaum von
derjenigen der vorherigen Verbindung ab und indiziert auch hier das Vorliegen einer
Hydroxylgruppe. Die Resonanzen der beiden Kohlenstoffe C-24 und C-25 (8¢ 74.9 und 74.3)
sind gegenuber denen der Verbindung [16] deutlich ins tiefe Feld verschoben. Im HMBC-
Spektrum (siehe Tabelle 3.7.) lassen sich auch hier die beiden geminalen Methylgruppen Hs-
26 und H3-27 mit den entsprechenden Korrelationen zu den Kohlenstoffen in Position 24 und

25 identifizieren.
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Sowohl die chemische Verschiebung der beiden Kohlenstoffe, als auch die Differenz im
Molekulargewicht zwischen den beiden Verbindungen [16] und [17] von 18 amu spricht fur
das Vorliegen zweier Hydroxylgruppen an den Kohlenstoffen C-24 und C-25 bei Verbindung
[17] anstatt der entsprechenden Exoxidbriicke bei Verbindung [16].

Im COSY-Spektrum treten fur das Tirucallan-Grundgerist die entsprechenden Korrelationen
auf, wie sie in Abbildung 3.38. fiir Verbindung [16] gezeigt sind. Dagegen ist ausgehend vom
Methinproton H-24 die zu erwartende Korrelation mit H-23 (8y 4.12) nicht zu sehen. H-24
tritt bei oy 3.17 als breites Singulett in Erscheinung. Zu sehen ist allerdings die Korrelation

dieses Methinprotons mit der Hydroxylgruppe bei éy 2.61.

Demnach handelt es sich bei der Verbindung [17] um das Piscidinol A und die Werte der
chemischen Verschiebung im **C-NMR-Spektrum (siehe Tabelle 3.7.) sind im Einklang mit
Literaturdaten zu dieser Verbindung [Itokawa et al. 1992]. Allerdings wird hier ein Wert von
d¢c 43.5 statt 47.9 fur C-4 angegeben. Da aber beim Derivat [16] dieser Wert bei ¢ 47.9 liegt,

handelt es sich vermutlich um einen Schreibfehler in der Publikation.
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3.1.7. Lupane aus den Blattern von Aglaia tsangii

Die beiden Lupan-Triterpene (Abbildung 3.39.) wurden aus dem Blattextrakt von Aglaia

tsangii isoliert.

Abbildung 3.39.: Lupane aus den Blattern von Aglaia tsangii

Verbindung [18] liefert im EIMS eine Molekiilmasse von m/z 426. Fiir [o]o? konnte hier ein
Wert von +31.1° (c 0.10, CHCI5) ermittelt werden.

Die Informationen aus dem *H-, **C- und DEPT-NMR-Experiment zeigen das \Vorhandensein
von 30 Kohlenstoffatomen (siehe Tabelle 3.8.), die sich sieben Methyl-, elf Methylen- und
sechs Methingruppen zuschreiben lassen. Bei den verbleibenden sechs Signalen im *C-NMR
handelt es sich um quartére Kohlenstoffe. Aus diesen Informationen in Verbindung mit der

Molekiilmasse lasst sich eine Summenformel von C3zyHs00 ableiten.

Ausgehend von den Methylgruppen lassen sich mit Hilfe der HMBC-Korrelationen drei
Substrukturen finden (siehe Abbildung 3.40. und 3.41.).

Die beiden Methylgruppen bei &4 0.97 und 0.76 (Hs-23 und Hs-24) korrelieren miteinander
und jeweils mit drei weiteren Kohlenstoffen (nach dem DEPT-Spektrum einem Singulett und
zwei Dupletts), was ihre geminale Stellung zueinander belegt. Eines der beiden Dupletts bei
d¢ 79.1 (C-3) muss aufgrund der chemischen Verschiebung eine Hydroxylgruppe tragen, das

andere bei d¢c 55.4 (C-5) liefert neben den Korrelationen mit H3-23 und Hs-24 auch eine
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Korrelation mit der Methylgruppe Hs-25 bei 64 0.83 (siehe Abbildung 3.40). Diese
Methylgruppe wiederum zeigt neben den Korrelationen zur Methylengruppe in Position 1 (8¢
38.8) sowie zum quartéren Kohlenstoff in Position 10 (6¢ 37.3) ein gemeinsames Kreuzsignal
mit der Methylgruppe Hs-26, namentlich C-9 bei 8¢ 50.6. Daneben korreliert H3-26 mit der
Methylengruppe C-7 (8¢ 34.4) und mit zwei Kohlenstoffsinguletts (C-13 und C-14), zu denen
auch die Methylgruppe Hs3-27 (64 0.94) Kreuzsignale aufweist. Ausgehend von letzterer
lassen sich schlieBlich die Korrelationen zu dem Kohlenstoff in Position 13 (8¢ 38.2) und dem

in Position 15 (8¢ 27.5) im HMBC-Spektrum identifizieren (siehe Abbildung 3.40.).

Eine weitere Substruktur (siehe Abbildung 3.41.) ergibt sich aus der Korrelation der
Methylgruppe Hs3-30 zu den Kohlenstoffen C-20 und C-29 (6¢ 151.0 und 109.4), deren
chemische Verschiebung eine Exomethylengruppe anzeigt. Letztere lasst sich auch im DEPT-
Spektrum nachweisen. Die entsprechenden Exomethylenprotonen ergeben Resonanzen bei 6u
4.57 und 4.49. Bei dem Proton H-29g ist neben der geminalen Kopplung mit H-294 (I 1=2.5)
sogar die ,,long-range“-Kopplung mit der Methylgruppe H3-30 oder mit dem Methinproton H-
19 aufgeldst (Jy p=1.3).

Eine dritte Substruktur (siehe Abbildung 3.41.) ergibt sich aus den Korrelationen der
Methylgruppe Hs-28 (o 0.79) zu den Kohlenstoffen C-16 (Triplett), C-17 (Singulett), C-18
(Duplett) und C-22 (Triplett) bei Resonanzen von 6¢ 35.7, 43.1, 48.4 und 40.1.

Die Literatursuche nach den beschriebenen Substrukturen (siehe Abbildung 3.41.), in
Verbindung mit der gefundenen Molekilmasse bei m/z 426 fiihrt zu dem Ergebnis, dass es
sich bei Verbindung [18] um das bekannte Lupanderivat Lupeol handelt. Wie Tabelle 3.8.
zeigt, bestatigt ein Vergleich der chemischen Verschiebungen im **C-NMR-Spektrum mit
von Fuchino et al. [1995] veroffentlichten Werten diese Annahme.

Im HMQC- und COSY-Spektrum (siehe Abbildung 3.42.) lassen sich einige Protonen
zuordnen. Ausgehend von dem im HMQC-Spektrum zu identifizierenden H-19 erkennt man
die Korrelation zu H-18 (welches ebenfalls im HMQC-Spektrum zu ermitteln ist), sowie zu
H-21a und H-21g. Auch die Methinsignale fir H-5 und H-9 erhélt man aus dem HMQC-
Spektrum und damit ausgehend von H-5 die beiden Methylenprotonen H,-6. Die COSY-
Korrelationen von H-3 definieren die Protonen der Methylengruppe H,-2. Die entsprechenden

Werte der chemischen Verschiebungen der identifizierten Protonensignale sind der Tabelle
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3.8. zu entnehmen. Fir die anderen Protonen liel} das COSY-Experiment keine eindeutigen

Zuordnungen zu.

30 26 23 27 25 28 24

[(ppm)

— 20.0

24/23

— 30.0

— 40.0

— 50.0

— 60.0

(ppm) 1.60 1.40 1.20 1.00 0.80

Abbildung 3.40.: HMBC-Kaorrelationen der Verbindung [18] im tiefen Feld
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Abbildung 3.41.: Substrukturen abgeleitet von den HMBC-Korrelationen der
Methylgruppen von Verbindung [18].
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Abbildung 3.42.: COSY-Korrelationen der Verbindung [18]
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Tabelle 3.8.: NMR-Datentabelle der Verbindungen [18] und [19] aus Aglaia tsangii

[18] [19]
Position 8¢ 3¢ (Lit)" 8n (J H2) HMBC ¢ 3¢ (Lit)" 8y (J Hz) HMBC
1 388 387 39.7 396
2 275 2715 A.159m 342 341
B.151m
3 79.1 790 3.19.dd (5.0, 11.4) 218.1 217.9
4 389 389 474 473
5 554 553 55.0 54.9
6 184 184 A.151m 19.8 19.7
B.1.39m
7 344 343 33.7 336
8 40.9 409 40.9 408
9 50.6 50.5 10 49.9 498
10 37.3 372 370 369
11 210 210 21.6 216
12 253 252 253 251
13 382 381 37.0 374
14 429 429 43.0 428
15 275 215 275 274
16 357 356 356 356
17 431 430 43.0 430
18 48.4 484 1.32m 49.3 483
19 48.1 480 2.38 ddd (5.7, 10.7, 16.4) 48.0 479
20 151.0 151.0 150.9 150.8
21 300 299 A.191m 29.9 298
B.1.38m
22 40.1 400 40.0 40.0
23 28.1 280 0.97s 3,4,5,24 26.7 266 1.07s 4
24 154 154 0.76 s 3,4,5,23 21.1 210 1.02s 4
25 162 16.1 0.83s 1,5,9,10 16.0 159 0.93s 10
26 16.1 16.0 1.03s 7,8,9,10 159 158 1.07s 8,14
27 146 146 0.94s 8,13,14,15 145 145 0.97s 8,14
28 181 180 0.79s 16,17,18,22 18.1 18.0 0.80s 17
29 109.4 109.3  A.4.49d(2.5) 19, 20, 29 109.4 1094  A.4.69d(1.9)
B.4.57d (2.5) B. 4.57 brs
30 19.4 19.3 1.68s 19, 20, 29 19.4 19.3 1.68s 20

Messung in CDCls. Die Zuordnung erfolgte tber 2D-NMR-Daten
* [Fuchino et al. 1995] (CDClI5)

Hinsichtlich der relativen (sowie der absoluten) Stereochemie von [18] kann aufgrund der
nahezu identischen *C-NMR-Daten davon ausgegangen werden, dass sie mit den in
Abbildung 3.39. gezeigten Konfigurationen fur Lupeol Ubereinstimmt [vgl. Fuchino et al.
1995].
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Fur die Verbindung [19] kann im EIMS-Experiment eine Molekiilmasse von 424 ermittelt
werden, zwei Masseneinheiten weniger als fiir das vorhergehende Derivat [18]. Anhand der
bei [18] aufgezeigten Kriterien ergibt sich die Summenformel zu C3oHagO. Der [a]p? -Wert
liegt fir dieses Derivat bei +14.4° (c 0.10, CHCls3).

Die Analyse der analog zum Vorgehen bei [18] ermittelten **C-NMR-Daten (siehe Tabelle
3.8.) ergibt Unterschiede hauptséachlich fur Ring A, d.h. die Positionen 2, 3, 4, 23 und 24.
Dabei ergibt sich der groRte Unterschied fir C-3 (3¢ 218.1 bei [19] im Vergleich zu &¢ 79.1
bei [18]). Da im *H-NMR-Spektrum gleichzeitig kein Signal fiir H-3 erscheint, muss bei [19]
die Hydroxylfunktion an C-3 zur Carbonylgruppe oxidiert sein.

Somit handelt es sich bei [19] um das Derivat Lup-20(29)-en-3-on (Lupeon) [Hisham et al.
1995]. Die **C-NMR-Daten sowie die in der Literatur verfiigbaren *H-NMR-Daten fiir dieses
in der Natur weit verbreitete Derivat zeigen eine gute Ubereinstimmung (siehe Tabelle 3.8.)
[Hisham et al. 1995]. Die 2D-NMR-Daten (HMBC- und COSY-Spektrum) bestatigen die
Identitat.

Auch hier kann man davon ausgehen, dass [19] hinsichtlich der relativen und der absoluten

Stereochemie mit Lupeol identisch ist und die in Abbildung 3.39. gezeigten Konfigurationen
aufweist.

-131 -



Ergebnisse

3.1.8. Steroide aus den Zweigen von Aglaia pleuroptiris

Aus den Zweigen von Aglaia pleuroptiris konnten zwei Steroidgemische [20ab] und [21ab]
isoliert werden (Abbildung 3.43.).

HO

Abbildung 3.43.: Steroide aus den Zweigen von Aglaia pleuroptiris

Das Substanzgemisch [20a] und [20b] liefert im EIMS zwei Molekilionen mit einer

Differenz von zwei Masseneinheiten bei m/z 414 und m/z 412.

Im *3C-NMR-Experiment lassen sich 47 getrennte Signale identifizieren (siehe Tabelle 3.9.).
Das Molekulargewicht und auch das relativ bersichtliche Protonenspektrum legen nahe, dass
es sich um zwei dhnliche Derivate handelt, die sich durch das Fehlen bzw. Vorhandensein
einer Doppelbindung unterscheiden. Im APT-Spektrum (siehe Anhang 5.2.) lassen sich die
Multiplizitaten der jeweiligen Kohlenstoffe erkennen.
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Die Signale bei ¢ 140.8 und 121.7 (C-5 und C-6) indizieren eine Doppelbindung in beiden
Molekdilen. Ein entsprechendes Methintriplett erscheint bei 6y 5.35 im Protonenspektrum. Ein
Multiplett bei &y 3.52 (H-3) im 'H-NMR-Spektrum und **C-NMR-Signale mit
unterschiedlicher Intensitdt bei o¢c 71.8 und 71.4 (jeweils C-3) sprechen fir eine

Methingruppe mit einer Hydroxylgruppe.

Fur eines der beiden Derivate tauchen im Protonenspektrum zwei Multipletts bei 64 5.03 und
5.15 fur eine zusatzliche Doppelbindung im Molekil auf. Die entsprechenden
Kohlenstoffsignale erscheinen bei 6c 129.3 und 138.3 (C-22 und C-23) in geringerer

Intensitat als die beiden gemeinsamen Doppelbindungskohlenstoffe C-5 und C-6.

Die Literaturrecherche unter der Beriicksichtigung der Molekulargewichte, der Substrukturen
und der *C-Daten fiihrt zur Identifizierung der beiden Steroide als Stigmast-5-en-3-ol (p-
Sitosterol) [20a] und Stigmasta-5,22-dien-3-ol [20b] [Gaspar et al. 1996] mit der A%*?-
Doppelbindung in der Seitenkette. Die Daten (siehe Tabelle 3.9.) stimmen gut mit denen der
Literatur tberein. Dabei kdnnen fiir das Grundgerdist die durch lida et al. [1987] fur 6-Methyl-
Cholestenol veroffentlichten Werte herangezogen werden. Hier wird der Einfluss der
Methylgruppe in Position 6 auf die chemische Verschiebung der Kohlenstoffe gezeigt, so dass
es moglich ist, die Werte des Cholest-5-en-3-ols mit den Werten fur die Derivate [20a] und
[20b] zu vergleichen. Die bei beiden Verbindungen leicht abweichenden Tabellenwerte fir
die C-Atome des Grundgerists sind austauschbar, d.h. nicht eindeutig [20a] und [20b]

zuzuordnen.
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Fur das zweite Gemisch [21ab] aus Aglaia pleuroptiris konnten die Molekulargewichte m/z
412 und m/z 410 gefunden werden, die im Vergleich zu [20ab] jeweils um 2 amu geringer

sind.

Hier erscheinen im **C- bzw. APT-Spektrum 45 getrennt Kohlenstoffsignale. Wie bei dem
vorherigen Gemisch [20ab] besitzen die beiden Derivate gemeinsame Kohlenstoffsignale
(siehe Tabelle 3.9.), so dass auch hier davon ausgegangen werden kann, dass sich beide durch

eine fehlende bzw. vorhandene Doppelbindung unterscheiden.

Ein Kohlenstoffsignal bei 6c 199.8 (C-3) indiziert eine Carbonylfunktion. Auch hier kann
durch Resonanzen bei 8¢ 123.8 und 171.8 auf die Présenz einer Doppelbindung in den
Molekiilen geschlossen werden. Ein  Methinsingulett bei oy 5.72 fur das
Doppelbindungsproton des Kohlenstoffdupletts spricht fur ein isoliertes Proton ohne die
Nachbarschaft eines weiteren Methinprotons bzw. einer Methylengruppe wie im Falle der
Verbindungen [20ab].

Eine A**?-Doppelbindung wird hier fiir Verbindung [21b], wie im Fall der Verbindung [20b]
durch entsprechende chemische Verschiebungen von &¢ 129.5 und 138.1 fir die Kohlenstoffe

C-22 und C-23, bzw. von 6y 5.03 und 5.15 fiir die jeweiligen Methinprotonen angezeigt.

Die Literaturrecherche liefert hier ebenfalls unter Berucksichtigung der Molekilmassen und
der *C-NMR-Daten (siehe Tabelle 3.9.), sowie der aufgrund der chemischen Verschiebungen
zu postulierenden strukturellen Merkmale die Identitat der beiden Verbindungen [21a] und
[21b]. Es handelt sich um die beiden Steroide Stigmast-4-en-3-on und Stigmasta-4,22-dien-3-

on.

Die Literatur [lida et al. 1987] ist auch hier im Einklang mit den gefundenen Werten fur das
Grundgerust (siehe Tabelle 3.9.).

Fur die gezeigten Steroide ist die Stereochemie bekannt und entspricht der in der Abbildung

3.43 dargestellten Konfiguration.
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Tabelle 3.9.: NMR-Datentabelle der Gemische [20a] und [20b] bzw. [21a] und [21b] aus

Aglaia pleuroptiris

[20a] [20b] [21a] [21b]
Position Sc 5S¢ 5S¢ Sc

1 37.3 37.3 357 359"
2 317 317 33.9 33.9
3 71.8" 714" 199.8 199.8
4 42.3 42.3 1238 1238
5 140.8 140.8 1718 1718
6 1217 1217 33.0 33.0
7 32.1 32.1 32.1 32.1
8 31.9 31.9 35.6 35.6
9 50.2" 50.1° 53.8 53.8
10 36.5 36.5 38.8" 38.6
11 20.2 202 21.0 21.0
12 39.8" 39.1° 39.6 395
13 42.3 42.3 42.4 42.4
14 56.8" 56.9 55.9 55.9
15 243" 24.4" 242" 243"
16 283" 288" 282" 289
17 56.0 56.0 56.0° 56.1"
18 119 121 120 123
19 19.8" 19.4" 17.4 17.4
20 36.2 40.5 36.1 405
21 187 211 187 21.0
22 34.0 1383 34.0 138.1
23 26.1 129.3 26.1 1295
24 45.8 51.3 45.8 51.2
25 29.2 31.9 29.1 31.9
26 19.8 21.2 19.8 21.2
27 19.1 19.0 19.0 19.0
241 23.1 25.4 23.1 25.4
242 12.0 123 12.0 122

Messung in CDCls. “Werte zwischen [20a] und [20b] bzw.
[21a] und [21b] austauschbar.

Kimura et al. [1995] vergleichen die chemischen Verschiebungen der Seitenketten-
Kohlenstoffe C-20 bis C-27 von Steroiden mit der Seitenkette der Verbindungen [20a] bzw.
[21a]. Der Unterschied zwischen der Werten fur das 24(R) bzw. 24(S)-Isomere ist mit 3¢ 36.1
bzw. 36.2 fur C-20, ¢ 18.7 bzw. 18.8 fur C-21, 5¢ 33.9 fur C-22, 6¢ 26.1 bzw. 26.4 fur C-23,
8¢ 45.8 bzw. 46.1 fir C-24, 8¢ 23.1 bzw. 23.0 fiir C-24", 8¢ 12.0 bzw. 12.3 fiir C-24%, 5¢ 29.1
bzw. 28.9 fir C-25, 8¢ 19.8 bzw. 19.6 fir C-26 und d¢ 19.0 fir C-27 fur keine der Positionen
sehr ausgepragt. Dennoch sprechen die eigenen Werte fiir die Derivate [20a] und [20b] (siehe
Tabelle 3.9.) ausnahmslos fur die 24(R)-Konfiguration [vgl. auch Arai et al. 1998].
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Monaco & Previtera [1991] beschreiben Daten fiir die Seitenkette mit der A**?-
Doppelbindung und einer 24(S)-Konfiguration. Auch diese Daten mit Werten von &¢ 40.5,
21.1,138.4,129.1,51.3, 31.9, 21.3, 19.0, 25.4 und 12.2 (C-20, C-21, C-22, C-23, C-24, C-25,
C-26, C-27, C-24* und C-24%) stimmen gut mit den Werten fiir [20b] bzw. [21b] (iberein. Es
ist daher nicht anzunehmen, dass bei diesen Derivaten eine andere Stereochemie in Position
24 als bei [20a] und [21a] vorliegt. Da sich die Prioritdt durch Einfihrung einer
Doppelbindung in der Seitenkette &ndert, entspricht die 24(R)-Konfiguration der Derivate
[20a] und [21a] der 24(S)-Konfiguration der Steroide [20b] und [21b].

In Ubereinstimmung mit den postulierten Strukturen [20a] und [21a] sind auch die zu
identifizierenden Protonensignale H-3, H-6 und die Methylgruppen Hs-18, H3-19 und Hs3-21
(6 3.52m, 3.52m, 0.69 s, 1.01 s und 0.92 d (6.6)) [vgl. Della Greca et al. 1990]. Die eigenen
Werte liegen bei 64 3.52, 5.35, 0.70, 1.01 und 0.92. Die anderen Methylsignale sind wegen

Uberlappung nicht eindeutig zuzuordnen.

Somit ist davon auszugehen, dass die relative (und die absolute) Stereochemie der vier
Steroide [20a]-[21b] den Angaben in Abbildung 3.43. entspricht.

Von den genannten Verbindungen wurde das B-Sitosterol [20a] von Rivero-Cruz et al. [2004]

ebenfalls fir A. ignea nachgewiesen. Zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit lag die

zitierte Literatur noch nicht vor.
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3.1.9. Sesquiterpene aus Aglaia-Arten

Von den in Abbildung 3.44. dargestellten Verbindungen konnte [22] aus der Rinde von
Aglaia ignea sowie aus Zweigen von A. cucculata und A. roxburghiana und Verbindung [23]

aus den Wurzeln von Aglaia duppereana isoliert werden.

14 H
6 7 8 paannt
1345 H\g\
3 2 o
S 10
S 1 11
H
4 [22]

Abbildung 3.44. Sesquiterpene aus Aglaia-Arten (nur die relative Stereochemie wurde
ermittelt)

Verbindung [22] ist eine farblose Substanz, die im GCEIMS ein Molekulion bei m/z 220
liefert. fur die Summenformel CisH24O ergibt. Fiir diese Verbindung konnte kein [a]p® —
Wert bestimmt werden, da die Substanz in Chloroform instabil ist und sich zersetzt hat. Bei

der vorherigen Messung in Dichlormethan blieb die Verbindung stabil.

Die Informationen aus den *H-, *C- und DEPT-NMR-Experimenten indizieren das Vorliegen
von drei Methylgruppen, sechs Methylenfunktionen (darunter eine Exomethylengruppe), drei
Methingruppen sowie drei quartdren Kohlenstoffen (siehe Tabelle 3.10). Aus diesen Angaben
ergibt sich bereits eine partielle Summenformel von CisHa4, SO dass bis zu gemessenem
Molekdilion formal lediglich 16 amu fehlen. Die endgiiltige Summenformel von CysH240 fir
[22], die vier Doppelbindungsaquivalente (1 Exomethylen, 3 Ringe, davon ein Epoxid)
bedingt, wird auch die Prasenz von zwei C-Atomen bestétigt, die aufgrund ihrer chemischen

Verschiebung 3¢ 60.2 (C-8) und 64.2 (C-9) sauerstoffsubstituiert sein muissen.

Die beiden Methylsinguletts bei 64 0.99 und 0.97 (Hs-13 und H3-14) zeigen im HMBC-

Spektrum neben den Direktkorrelationen Korrelationen zueinander und zu drei gemeinsamen
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Kohlenstoffen, einem Triplett, einem Singulett und einem Duplett (C-3, C-4 und C-5) (siehe
Abbildung 3.45.). Das beweist, dass die Methylgruppen geminal zueinander stehen.

Die Methylgruppe bei &4 1.15 (H3-15) weist im HMBC-Spektrum (siehe Abbildung 3.45.)
Korrelationen zu drei Kohlenstoffen auf, von denen ein Singulett und ein Duplett mit
Resonanzen bei ¢ 60.2 (C-8) und 64.2 (C-9) auf die Nachbarschaft zu einem Heteroatom
hindeuten. Das Methinproton H-9, ein Doppelduplett, zeigt eine entsprechende
Tieffeldverschiebung mit 5 2.81 ppm.
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Abbildung 3.45.: HMBC-Kaorrelationen der Verbindung [22] im tiefen Feld
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Bei oy 4.96 und 4.84 tauchen die beiden Dupletts fur die Exomethylenprotonen auf (H-12a
und H-12g). Die entsprechenden Kohlenstoffe finden sich bei Resonanzen von &¢ 113.2 (C-
12) und 153.0 (C-1) (siehe Abbildung 3.46.). Das HMBC zeigt ausgehend von den
Exomethylenprotonen noch zwei weitere Korrelationen zu einem Duplett bei &¢c 49.5 (C-2)

und zu einem Triplett bei o¢ 30.6 (C-11).
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Abbildung 3.46.: HMBC-Kaorrelationen der Verbindung [22]
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Das COSY-Spektrum (siehe Abbildung 3.47.) zeigt zwei Spinsysteme. Ausgehend vom
Methin H-9 findet man Korrelationen zu den Methylenprotonen H-105 und H-10g. Diese
zeigen neben der geminalen Kopplung Korrelationen zu den Methylenprotonen H-11, und H-
11g.
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Abbildung 3.47.: COSY-Korrelationen der Verbindung [22]
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Ein zweites Spinsystem zeigt ausgehend von dem Methinproton H-2 Korrelationen, sowohl
mit den beiden Methylenprotonen H-34 und H-3g, als auch zu dem Methinproton in Position
5. H-5 koppelt ferner mit den beiden Methylenprotonen H-65 und H-6g, die ihrerseits neben
der geminalen Kopplung eine Korrelation mit den Methylenprotonen H-75 und H-7g
aufweisen (siehe Abbildung 3.47.).

Die beiden Spinsysteme sind allerdings nicht isoliert sondern stehen Gber ,long-range*-
Korrelationen zu den Exomethylenprotonen (H-12, zu H-2 sowie H,-12 zu Hy-11) in Kontakt
(siehe Abbildung 3.47.).

Tabelle 3.10.: NMR-Datentabelle der Verbindung [22] aus Aglaia cucculata, Aglaia

ignea und Aglaia roxburghiana

Position 8. 8c° 8¢ (Lit)* 8y (J Hz)® Sy (J Hz)" HMBC”

1 151.8 153.0 1518

2 487 495 487 2.66brdd (9.5 9.5, 18.9) 2.62brdd (9.6,9.7,18.6) 1,3,5,6,11,12

3 39.7 40.6 39.8 A.170m A.1.66 m 2,4,5,13,14
B.1.63m B.1.60 m 2,4,5,13,14

4 34.0 34.7 34.1

5 50.7 51.6 50.8 1.76 1 (10.1) 1.77t(10.0) 2,4,6,7,13,14

6 27.2 28.0 27.2 A.165m A.162m 2,4,5,7,8
B.1.44m B.1.42m 2,5,7,8

7 39.1 400 392 A.210m A.2.03m 56,8, 09,15
B.0.97m B.0.92m 6,8,9, 15

8 50.8 602  59.8

9 63.8 642 637 2.88dd (4.4,10.7) 2.81 dd (4.2, 10.6) 7,8,9,10

10 30.2 311 30.3 A.2.25m A.2.20m 1,8,9 11
B.1.33m B.1.28 m 1,911

11 29.8 30.6 29.8 A.2.34m A.233m 1,2,9, 10, 12
B.2.11m B.2.10m 1,2,9 10, 12

12 112.8 1132 1128 A.4.98d(1.3) A.4.96d (1.3)
B. 4.86d (1.3) B. 4.84d (1.3)

13 216 222 21.7 1.01s 0.99s 3,4,5,13,14

14 299 303 299 0.99s 0.97s 3,4,5,13,14

15 170 17.6 17.0 1.20s 1.15s 7,8,9, 15

Messung in *CDCl; bzw. "CD,Cl,. Die Zuordnung erfolgt iiber 2D-NMR-Daten (COSY,
HMBC); Fettdruck: Direktkorrelation; * Heymann et al. [1994]

Es handelt es sich demzufolge um das aus verschiedenen Pflanzen bekannte 3-Caryophyllene-

8,9-Oxide [Heymann et al. 1994, Hinkley et al. 1994, Thebtaranonth et al. 1995]. Auch fiir A.

leucophylla wurde diese Verbindung bereits beschrieben [Benosman et al. 1994]. Die

ubereinstimmenden NMR-Daten in deuteriertem Chloroform sowie die HMBC-Korrelationen

bestatigen die postulierte Struktur [Heymann et al. 1994] (siehe Tabelle 3.10.). Der

Diskussion der Strukturaufklarung von Verbindung [22] liegen jedoch z.T. die Ergebnisse der
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Messungen in deuteriertem Dichlormethan zu Grunde, da die Substanz im ,sauren*

Chloroform nicht stabil ist und sich relativ schnell zersetzt (Daten siehe Tabelle 3.10.).

Die Ubereinstimmung der fiur Verbindung [22] gefundenen NMR-Daten mit den bei
Heymann et al. [1994] publizierten Daten (siehe Tabelle 3.10.) rechtfertigt die Annahme, dass
beide Verbindungen dieselbe relative Stereochemie aufweisen (siehe Abbildung 3.44.).

Verbindung [23] konnte als eine bei Raumtemperatur fllssige, relativ flichtige Substanz
isoliert werden. Auch fiir dieses Derivat konnte kein [a]p® —~Wert bestimmt werden, da die

Substanz wie Verbindung [22] ebenfalls in Chloroform instabil ist und sich zersetzt hat.

Im ESIMS l&sst sich das Molekultlion entsprechend der Summenformel CisH,4 im positiven
Modus mit m/z 205.2029 (berechnet fiir CisHos: 205.1956) finden. Allerdings war das
Molekil zum Zeitpunkt der Messung bereits zu einem groRen Teil zersetzt (siehe Anhang
5.2.). Die Summenformel bedingt vier Doppelbindungsaquivalente (fir eine

Exomethylengruppe und drei Ringe).

Bei dieser Verbindung treten zwei Methylsinguletts (Hs-14 und Hs-15) bei 64 1.00 und 0.96
auf, die im HMBC-Spektrum (siehe Abbildung 3.48.) Korrelationen zueinander und zu
jeweils drei weiteren Kohlenstoffen bei ¢ 24.1, 25.3 und 17.7 (C-2, C-3 und C-4) zeigen. Es
handelt sich demzufolge um geminale Methylgruppen. Der Kohlenstoff in Position 3 ist ein
Singulett. Die beiden Methinprotonen H-2 und H-4 erscheinen weit im hohen Feld bei
Resonanzen von &y 0.25 und 0.55. Im COSY-Spektrum korrelieren beide miteinander
(Ju,4=9.5) (siehe Abbildung 3.49.). Die chemische Verschiebung weit im hohen Feld sowie
die HMBC-Korrelationen der geminalen  Methylgruppen sprechen  flr eine

Cyclopropanstruktur.

Eine weitere Methylgruppe (Hs-15) erscheint bei 6y 0.94 als Duplett mit einer
Kopplungskonstante von Jynx=6.9 Hz. Diese Kkorreliert mit einem Multiplett (H-11) bei oy
2.08 (siehe Abbildung 3.49.). Im HMBC-Spektrum tauchen Korrelationen zu drei
Kohlenstoffen auf (siehe Abbildung 3.48), dem Duplett in Position 11 (¢ 38.1), einem
weiteren Duplett in Position 1 (3¢ 42.5) sowie einem Triplett in Position 10 (&¢ 31.7).
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Abbildung 3.48.: HMBC-Korrelationen der Verbindung [23] im tiefen Feld

Anhand von Resonanzen bei 8 4.73 und 4.71 fir H-134 und H-13g im *H-NMR lésst sich
eine Exomethylengruppe identifizieren. Die chemischen Verschiebungen der dazugehérigen
Kohlenstoffe finden sich bei &¢ 109.9 und 153.3 fir C-13 und C-7 (siehe entsprechende
Korrelationen im HMBC; Abbildung 3.50.). Im HMBC-Spektrum finden sich dartber hinaus
Korrelationen zu einem Duplett bei 6¢ 51.3 (C-8) und zu einem Triplett bei ¢ 36.1 (C-6).
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Abbildung 3.49.: COSY-Korrelationen der Verbindung [23] im tiefen Feld

Im COSY-Spektrum (siehe Abbildung 3.49.) ist ein einziges Spinsystem zu identifizieren,
welches sich zudem tber ,,long-range“-Korrelationen zur Exomethylengruppe von H-8 bzw.
H-6 zu einem Ring schlielRen lasst. Ausgehend von H-8 findet man die Korrelation mit den
Methylenprotonen H-95 und H-9g, die auch die entsprechende geminale Kopplung aufweisen.
Diese wiederum korrelieren mit den Methylenprotonen H-10o und H-10g. Das
Methinmultiplett H-11 flgt sich mit Korrelationen zu H-104 und H-10g, zu der benachbarten
Methylgruppe Hs-15 und zu dem Methinproton H-1 in das Spinsystem ein (diese Korrelation

ist nur in einer tieferen Schnittebene des COSY-Spektrums zu sehen, nicht aber in der
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Abbildung 3.49.). H-1 korreliert wiederum mit H-8. Des Weiteren koppelt H-1 mit dem
Methinproton in Position 2 und verknlpft so die Struktur mit dem bereits postulierten
Cyclopropanring. Uber die Korrelation mit H-4, welches seinerseits mit den
Methylenprotonen H-54 und H-5g benachbart ist, lasst sich das Spinsystem weiter verfolgen.
Die Methylenprotonen in Position 5 korrelieren schlieBlich mit der Methylengruppe in

Position 6 und komplettieren so das Spinsystem.

134 13s 6
AB 5a
\AA—NL 8

b (ppm)
[] 00
B
-] o @ °% |
6 .
1348/6 )
® ' ? L) 40
° §
1348/8
A 6AB{)8Q o o 9 [
0 ]
L]
- 80
1]
. 6as/13
0 e d [
)
- 120
(<] °
¢ |-
0 e
(]
e L
[
138/7 ! r
"o a ed ‘8
87  6asl7 5417 °"
- 160
| L
]
e L
(ppm 4.0 3.2 2.4 1.6 0.8

Abbildung 3.50.: HMBC-Korrelationen der Verbindung [23]
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Tabelle 3.11.: NMR-Datentabelle der Verbindung [23] aus Aglaia duppereana

Position 3c* 3¢ (Lit)*" & (J H)® 3y (Lit.)*" HMBC

1 424 422 187m 1.86 2,3,8,9,10, 11

2 241 236 0.25dd(95 10.7) 0.24 3,4,11,14

3 177 172

4 253 249 055ddd(6.3,95,11.0) 0.55

5 227 222 A 184m 184 (a) 2.3,4,6
B.124m 124(B) 4.6

6 361 358 A235m 234(a) 4,57,8,12
B.2.30m 228(B) 457,812

7 1533 1523

8 513 508 267brdd (8.2 16.1)  2.65 1,2,7,9

9 286 283 A 189m 1.88 8,10, 11
B.173m 1.73 1,8,10, 11

10 317 313 A173m 173() 1,911
B.1.33m 132(a) 11

11 381 379 208m 2.07

12 164 164 094d(6.9) 0.94 1,10,11

13 1099 1098 A 473brs 4.74 6,7,8
B.4.71brs 471 6,7,8

14 290 287 100s 1.01 2,3,4,15

15 161 159 0965 0.96 2,3, 4,14

Messung in ®CD,Cl,. Die Zuordnung erfolgte tber 2D-
NMR-Daten (COSY, HMBC); * Faure et al. [1991]

Diesen Befunden zufolge handelt es sich bei der Verbindung [23] um das Alloaromadendrene
[Faure et al. 1991]. Die eigenen NMR-Daten sowie die beobachteten HMBC- und COSY-

Korrelationen sind im Einklang mit den Daten zur postulierten Struktur (siehe Tabelle 3.11.).
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3.1.10. Rocaglamide aus der Rinde von Aglaia ignea

Aus der mit Ethylacetat-Phase extrahierten Rinde von A. ignea konnten vier Rocaglamid-
Derivate isoliert werden [24-27] (siehe Tabelle. 3.12., Abbildung 3.51.).

[24] OCHj [25] OCHg

Abbildung 3.51.: Rocaglamid-Derivate aus der Rinde von A. ignea
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Alle Derivate lassen sich mit Hilfe typischer UV-Spektren, durch das Molekulargewicht und
durch den Vergleich mit Literaturdaten (siehe Tabelle 3.12.) bekannten Verbindungen

zuordnen.

Tabelle 3.12.: NMR-Datentabelle der Verbindung [24], [25], [26] und [27] aus Aglaia

Ignea
[24] [25] [26] [27]
Position 8y (J Hz)® Sy (Lit.)> " Sy (I Hz)® &y (Lit)™" 8y (J Hz)® 8 (Lit)> ™ Sy (I H2)* & (Lit)™™
1 463brd(6.3) 4.82d(6.0) 475m* 5.02 dd 458brd(6.3) 4.79brd(6.1) 4.80m* 5.02 d (6.6)
(1.6, 6.8)

2 . 2.71ddd . 2.75ddd a. 2.68 ddd a. 2.74ddd (6.1, 3.90dd

(6.3,13.9,13.9) (6.0,13.7,14.0) (6.3,12.0,14.2) 12.2,14.0) (6.3, 14.5)

f.1.99 ddd $.2.21ddd (1.5, B.3.90dd  3.91dd B.1.98 ddd b. 2.21 ddd (1.5, B.3.92 dd

(1.3,6.3,13.9) 6.5,13.7) (6.3,13.9)  (6.8,14.4) (1.3,6.3,12.0) 6.6 12.2) (6.6, 14.2)
3 3.85dd (6.3, 4,02 dd (6.5, 417d(13.9) 4.32d 3.84dd (6.6, 4,01 dd (6.6, 4.19d 433d(14.2)

13.9) 14.0) (14.4) 14.2) 14.0) (14.5)
5 6.21d (1.9) 6.30 d (2.0) 6.21d(1.9) 6.29d(24) 6.18d(1.9) 6.28 d (2.0) 6.21d(1.9) 6.30d(2.0)
7 6.12d (1.9) 6.16 d (2.0) 6.09d(1.9) 6.13d(2.4) 6.09d (1.9) 6.15d (2.0) 6.10d (1.9) 6.14d (2.0)
2 7.04d (8.8) 7.12d (8.8) 7.03d(8.8) 7.11d(8.8) 6.56d(1.9) 6.71d (1.8) 6.58d (1.9) 6.72d (1.8)
3 6.55d (8.8) 6.68 d (8.8) 6.55d(8.8) 6.68d(8.8)
5 6.55d (8.8) 6.68 d (8.8) 6.55d(8.8) 6.68d(8.8) 6.43d(8.2) 6.59d (1.8) 6.46 d (8.2) 6.61d (8.8)
6 7.04d (8.8) 7.12d (8.8) 7.03d(8.8) 7.11d(8.8) 6.62dd (1.9, 6.69 dd (1.8, 6.65 dd 6.70 dd (1.8,

8.2) 8.2) (1.9,82) 88)
27,6 6.92m 7.00m 6.82m 6.88m 6.92m 7.03m 6.86d (6.9) 6.94m
37,47, 6.99m 7.11m 6.94m 7.07m 6.97m 7.12m 6.97 m 7.11m
o
OCHs;-6 3.80s 392s 3.75s 3.88s 3.76s 3.90s 3.76s 3.89s
OCHs-8  3.75s 3.85s 3.76's 3.84s 3.72s 3.84s 3.75s 3.85s
OCH;-4~ 3.59s 3.72s 3.58s 3.71s
COOCH; 355s 3.65s 356s 367s
OCH,0 5.76 brs 5855 5.70d (1.3) 5.86s (2H)
5.71d (1.3)

Messungen in *CDsOD bzw. "CDCls; "Werte beruhen auf COSY-Korrelationen
* Ishibashi et al. [1993]; ** Cui et al. [1997]

Bei der ersten Verbindung [24] mit einer Molekilionenmasse von m/z 434 im EIMS handelt

es sich um das bereits bekannte Rocaglaol [Ishibashi et al. 1993].

Im *H-Spektrum erscheinen die Singuletts der beiden Methoxygruppen in Position 6 bzw. 8
des Ringes A dicht beieinander (bei &y 3.80 und 3.75 ppm), wahrend das Singulett der
Methoxygruppe am C-4" des Rings B bei oy 3.59 ppm in Erscheinung tritt. Im aromatischen
Bereich zeigen die Dupletts der beiden Protonen H-5 und H-7 des Rings A die zu erwartende
Metakopplung (1.9 Hz). Die funf aromatischen Protonen des Rings C erscheinen als zwei
Multipletts bei 6.99 ppm (fur H-2"", H-6"") und 6.92 ppm (H-3"", H-4"", H-5""). Die Protonen
H-2'/H-6" und H-3"/H-5" erscheinen als AA"BB’-Spinsystem bei 6y 7.04 und 6.55. Im
Cyclopentanring erscheint das Proton H-1 in B-Stellung (axial) als Duplett mit einer
Kopplungskonstante von 6.3 Hz fir die Kopplung mit dem Proton H-2B. Die kleine

Kopplungskonstante mit dem ebenfalls axialstdndigen Proton H-2p ist nicht zu sehen, wird
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aber durch die Verbreiterung des Signals fur H-1 angedeutet. Die beiden Protonen H-2a und
H-2p zeigen eine geminale Kopplung (13.9 Hz). Mit Proton H-3 zeigt Proton H-2a. eine trans-
Kopplung (&quatorial-quatorial; 13.9 Hz) und mit Proton H-2p eine cis-Kopplung
(4quatorial-axial); 6.3 Hz).

Das Rocaglamid-Derivat [25] stellt das Methylrocaglat [Ishibashi et al. 1993] dar.

Das EIMS ergibt eine Molekiulionenmasse von m/z 492. Im Vergleich zum Rocaglaol befindet
sich hier am C-2 des Cyclopentanrings statt einer Methylengruppe in o-Stellung eine
Carbonséure-methylestergruppe (COOCHS;3). Die zugehorige Methoxyfunktion erscheint im
'H-Spektrum als Singulett bei 3.55 ppm. Wiahrend das Signal fiir das Proton H-1 durch das
Losungsmittelsignal verdeckt ist, zeigt das Protonenduplett fur H-23 die cis-Kopplung mit
Proton H-1 (6.3 Hz) und die trans-Kopplung mit dem Proton H-3 (13.9 Hz), welches hier im
Gegensatz zum Rocaglaol nur als Duplett auftritt.

Verbindung [26] konnte als das 4"-Demethoxy-3",4"-methylendioxyrocaglaol identifiziert
werden. Dieses Rocaglaol-Derivat mit einer Molekilionenmasse von m/z 448 im EIMS und

der Summenformel CysH,407 ist ebenfalls bereits beschrieben worden [Cui et al. 1997].

Ausgehend vom Rocaglaol ist bei dieser Verbindung die parastdndige Methoxygruppe am
Ring B durch eine Methylendioxygruppe ersetzt. Diese erscheint im ‘H-Spektrum als
Singulett mit einer chemischen Verschiebung von 5.76 ppm. Proton H-6" tritt
erwartungsgemal als Doppelduplett mit einer ortho-Kopplung zu H-5" (8.2 Hz) und einer

meta-Kopplung zu H-2" auf.

Verbindung [27] ist wie Verbindung Il ein Rocaglamid-Derivat mit einer Methylendioxy-
Gruppe am Ring B des Grundgerists. Es handelt sich um das 4 -Demethoxy-3",4"-
methylendioxy-methyl-rocaglat [Cui et al. 1997].

Diese Verbindung weist eine Molekulionenmasse von m/z 506 im EIMS auf. Ausgehend von

Verbindung [26] findet sich hier am C-2 eine zusatzliche Carbonsauremethylestergruppe wie
auch bei Verbindung [25].
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Bei Verbindung [27] konnten die beiden Dupletts der Methylendioxy-Protonen im H-
Spektrum aufgeldst werden, wéhrend die beiden Protonen bei Verbindung [26] lediglich als

Singulett bei gleicher chemischer Verschiebung auftauchen.
Die gefundenen massenspektrometrischen Daten und *H-NMR-Spektren der vier gefundenen

Rocaglamide sind also im Einklang mit den Daten aus der Literatur [Ishibashi et al. 1993, Cui

et al. 1997] zu diesen bekannten Derivate.
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3.1.11. Lignane aus der Rinde von Aglaia ignea

Abbildung 3.52. zeigt zwei stereoisomere Lignane vom Aryltetralin-Typ [28] und [29], die

aus der Ethylacetatphase der Rinde von A. ignea isoliert werden konnten.

OH

OCHj

Abbildung 3.52.: Stereoisomere Lignane aus der Rinde von A. ignea

Die beiden Verbindungen zeigen ein Molekiilion bei m/z 360 im EIMS. Die *C- und *H-
NMR-Daten sind in der Tabelle 3.13. zusammengestellt. Die Verbindung [28] weilt einen
[0]*° -Wert von -32 (0.2; CH3OH) und der Drehwert der Verbindung [29] konnte mit +21
(0.08; CH3OH) bestimmt werden.

Im aromatischen Bereich des 3C-Spektrums der Verbindung [28] finden sich 20
Kohlenstoffsignale. Die Integrale aus dem *H-NMR und das DEPT- bzw. HMQC-Spektrum
deuten auf zwei Methoxygruppen bei &4 3.85 und 3.82 bzw. bei ¢ 56.5 fiir beide
Kohlenstoffsignale (gemessen in CD3zOD) hin. Des Weiteren lassen sich acht Signale
Methingruppen und drei Signale Methylengruppen zuordnen. Die verbleibenden sieben
Kohlenstoffe sind quartar. Aus den NMR-Daten und der Molekilmasse ergibt sich eine

Summenformel von CygH2406.

Die Existenz von 12 Signalen im Bereich zwischen 8¢ ca.110 und 150 deutet auf zwei
Aromaten hin. Im aromatischen Bereich erscheinen 5 Protonen. Ein Duplett bei 6y 6.78 (H-5)

zeigt eine Orthokopplung mit einer entsprechenden Kopplungskonstante von Jyn=7.9
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(gemessen in CD3OD). Im COSY-Spektrum (siehe Abbildung 3.53.) l&sst sich das
benachbarte Proton (H-6), ein Doppelduplett bei 6y 6.61 identifizieren. Dieses wiederum
zeigt die Metakopplung zu einem Duplett bei 6y 6.72 (H-2) mit der entsprechenden
Kopplungskonstante von Jyp=2.0. Den Protonen kénnen im HMQC die entsprechenden

Kohlenstoffe bei 6¢c 116.0, 123.2 und 113.9 (C-5, C-6, C-2) zugeordnet werden.

Tabelle 3.13.: NMR-Datentabelle der Verbindung [28] und [29] aus Aglaia ignea

[28] [29]
Position  §c°  §¢ (Lit.)®” Sy (J Hz)? Sy (J Hz)® HMBC? 3y (J Hz)?
1 138.7 1385
2 1139 1140 7.04d(1.9) 6.72.d (2.0) 3,4,6,7 7.24d (1.9)
3 149.1 1489
4 1453 1458
5 1160 116.0 7.17d(8.2) 6.78d (7.9) 1,35 7.13d (8.2)
6 1232 1231 6.95dd (1.9, 8.2) 6.61 dd (2.0, 8.1) 2,4,7 6.90 dd (1.9, 7.6)
7 48.1 48.0  4.36d(10.7) 3.78m 1,2,6,8,1,5,6 4.78d(5.0)
8 48.1 480 2.33m 176 m 9 2.64m
9 62.4 625  A.4.23dd(25107) A.3.66m 7,8,8 A.4.18dd (6.9, 10.7)
B.3.91dd (4.4,10.7) B.3.40dd(4.1,11.2) 7,8,8 B.3.97 dd (7.6, 10.7)
1 1342 1341
2 1125 1124  6.87brs 6.23brs 3.4,6,7 6.89 brs
3 1470 147.1
& 1451  145.1
5 117.4 1173 6.95brs 6.17 brs 1,3,4,7 7.07brs
6 1291  129.0
7 33.6 335  A.3.22dd(10.7,15.1) A.2.76d (7.7) 1,2,6,8,9,8 A.3.23dd(5.7,17.0)
B.3.11dd (4.4,15.1) B.2.76d(7.7) 1,2,6,8,9,8 B.3.09dd(10.1, 16.4)
8 401 401 257m 1.98m 2.54m
o 66.0 660 A.419m A.3.69m 7,88 A.4.04m
B.4.19m B.3.64m 7,8,8 B.4.04m
OCHz-3 56.5 564  3.77s 3.85s 3 3.77s
OCHz-3" 56.5 564 3525 3.82s 3 3.64s

®Messung in Pyridin, "Messung in CD30D, “Messung i*n CDCl3 und CD3s0OD
Zuordnung der Signale uber 2D-NMR-Expermente; [Urones et al. 1987] Zuordnung
z.T. revidiert.

Die Protonen H-2 und H-6 zeigen im HMBC-Spektrum eine Korrelation zu einem
Kohlenstoff im nichtaromatischen Bereich bei ¢ 48.1 (C-7). Die verbleibenden Korrelationen
(siehe Tabelle 3.13.) der Protonen H-2, H-5 und H-6 definieren die anderen Kohlenstoffe des
Aromaten. Sowohl H-2 als auch H-5 korrelieren mit einem Kohlenstoff bei 6¢ 149.1 (C-3),
mit welchem auch das Signal der Methoxygruppe bei oy 3.52 ein Kreuzsignal zeigt. Das
Duplett H-5 liefert ein Kreuzsignal mit einem Kohlenstoff bei ¢ 138.7 (C-1). Zu einem
Kohlenstoff bei 6¢c 145.3 (C-4) bestehen Korrelationen ausgehend von H-2 und H-6.

Das zweite Methoxysignal bei oy 3.77 zeigt im HMBC-Spektrum ebenfalls ein Kreuzsignal
mit einem Kohlenstoff im aromatischen Bereich bei 6¢c 147.0 (C-3"). Die verbleibenden zwei
aromatischen Protonen bei &y 6.87 und 6.95 erscheinen als Singuletts. Im COSY-Spektrum

lasst sich eine schwache Korrelation dieser beiden Protonen erkennen. Diese Befunde belegen

- 152 -



Ergebnisse

die para-Anordnung dieser beiden Protonen (H-2" und H-5"). Die zugehérigen Kohlenstoffe
(C-2" und C-5") kénnen anhand des HMQC-Spektrums ermittelt werden (siehe Tabelle 3.13.).
Die (brigen Kohlenstoffe dieses aromatischen Ringes lassen sich anhand der Korrelationen
von H-2" und H-5" bestimmen. H-5" zeigt Kreuzsignale mit Kohlenstoffen bei &¢ 134.2 (C-1")
und 3¢ 145.1 (C-47), mit welchem auch H-2" korreliert. H-2" koppelt daneben mit einem
Kohlenstoff bei ¢ 129.1 (C-6").
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Abbildung 3.53.: COSY-Spektrum der Verbindung [28]

Fur beide aromatischen Protonen, H-2" und H-5", lassen sich im HMBC-Spektrum auch
Korrelationen mit Kohlenstoffen im nichtaromatischen Bereich identifizieren. H-5" korreliert

dabei mit dem Kohlenstoff bei &¢ 48.1 (C-7), mit welchem auch die meta-stdndigen Protonen
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H-2 und H-6 korrelieren. H-2" koppelt mit einem Signal bei 6c 33.6. Das DEPT-Spektrum
zeigt, dass es sich hierbei um eine Methylengruppe handelt. Die Methylenprotonen (H»-7")
erscheinen bei der Messung in CD3OD als Duplett bei 64 2.76 (2H).
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Abbildung 3.54.: HMBC-Kaorrelationen der Verbindung [28]
Uber C-7, ein Duplett, stehen die beiden Aromaten in Kontakt, wie die Korrelationen von H-

2, H-6 und H-5" belegen. Das zugehdrige Methinproton H-7 erscheint bei &4 3.78, wo es mit

den Methoxysignalen zusammen fallt.
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Im COSY-Spektrum (siehe Abbildung 3.53.) findet sich ein Kreuzsignal von H-7 mit einem
Multiplett bei &4 1.76 (H-8), ein Methinproton. Dieses wiederum koppelt mit einem weiteren
Methinmultiplett bei 64 1.98 (H-8") und den beiden Protonen einer Methylengruppe (H2-9)
mit Signalen bei 6y 3.66 und 3.40. H-8" zeigt im COSY-Spektrum Korrelationen zu zwei
Methylenprotonen bei 84 3.69 und 3.64 (H2-97) und zu den Methylenprotonen H,-7" bei &y
2.76. Damit ergibt sich die in der Abbildung 3.55. gezeigte Substruktur.

Abbildung 3.55.: Wichtige HMBC- und COSY-Korrelationen (Fettdruck) der

nichtaromatischen Protonen der Verbindung [28]

Im HMBC-Spektrum (siehe Abbildung 3.54.) finden sich, sowohl ausgehend von H-7, als
auch ausgehend von H,-7" Korrelationen zu den aromatischen Kohlenstoffen C-1" und C-6
(siehe Abbildung 3.55.). Die sich anhand der COSY-Korrelationen ergebende Substruktur
lasst sich durch die HMBC-Korrelationen bestatigen (siehe Abbildung 3.54. und Tabelle
3.13).

Die zu den Methylenprotonen H,-9 und H,-9" gehdrenden Kohlenstoffe erscheinen bei 6¢
62.4 bzw. 66.0 und indizieren durch die chemische Verschiebung die Nachbarschaft zu
Hydroxylgruppen in diesen Positionen.

Da nur 5 Protonen im aromatischen Bereich auftauchen und nur die quartaren Kohlenstoffe
C-6" und C-1" durch die Verbindung zu den Kohlenstoffen C-7" bzw. C-7 belegt sind, mussen
sich an den beiden Aromaten neben den Methoxygruppen und aufgrund des

Molekulargewichtes noch zwei weitere Hydroxylgruppen an den Aromaten befinden.
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Damit ist die Struktur der Verbindung [28] bis auf die Stellung der Hydroxyl- und
Methoxygruppen aufgeklart. Die Tatsache, dass H-2 und H-6 HMBC-Korrelationen zu C-7
und H-2, H-5 und die Methoxygruppe 3-OCHj3 zu C-3 zeigen und H-6 kein Kreuzsignal mit
C-3 ergibt, spricht fir die meta-Stellung der Methoxygruppe bzw. die para-Stellung der
Hydroxylgruppe. Eindeutig bestétigen lasst sich die Stellungsisomerie jedoch nur durch die
ROESY-Korrelationen (hier gemessen in Pyridin; siehe Abbildung 3.56.). Die
Methoxygruppe korreliert mit Proton H-2 und nicht mit Proton H-5. Auch hinsichtlich der
Stellung der Methoxygruppe 3"-OCHj3 gibt das ROESY-Spektrum Klarheit. H-7"g korreliert
mit H-2" und H-2" zeigt ein Kreuzsignal mit 3" -OCHs. Die Hydroxylgruppen befinden sich
folglich in den Positionen 4 bzw. 4" in para-Stellung. Unabhangig von den Befunden aus dem
HMBC-Spektrum beweist das ROESY-Spektrum die Stellung der Methoxygruppen. Die
aufgrund der Kopplung nachweislich zu einem Ringsystem gehdrenden Protonen H-2 und H-
6 zeigen beide eine Korrelation zu H-7, nicht aber H-5. Das zeigt, dass H-2 und H-6 in ortho-
Stellung und H-5 in meta-Stellung liegen mussen. Im anderen Aromaten sind H-2" und H-5
eindeutig definiert durch ihre ROESY-Korrelationen zu H,-7" bzw. H-7.

Die relative Stellung der Protonen H-7 und H-8 ist im Fall der Verbindung [28] axial-axial,
woflr eine Kopplungskonstante von 10.7 Hz spricht (Messung in Pyridin; siehe Tabelle
3.13.). Ein Kreuzsignal zwischen H-7 und H-8" im ROESY -Spektrum zeigt die Konfiguration
in Position 8 relativ zu der in Position 7. Damit ist die relative Stereochemie der Verbindung
[28] geklart.

Diesen Befunden zufolge handelt es sich bei Verbindung [28] um das 4,4"9,9"-Tetrahydroxy-
3",5-dimethoxy-2,7"-cyclolignan, bekannt als Ent-lIsolariciresinol [Urones et al. 1987] oder
um das Enantiomere Isolariciresinol. Die chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffe sind
im Einklang mit der Literatur, wie die Tabelle 3.13. zeigt. Die absolute Konfiguration des aus
Reseda suffructicosa bekannten Ent-Isolariciresinol [Urones et al. 1987] ist 7(R), 8(S), 8°(S).
Das entsprechende Molekil mit der 7(S), 8(R), 8 (R)-Konfiguration, das Isolariciresinol, ist
aus Araucaria angustifolia bekannt [Fonseca et al. 1978]. Hier wird ein positiver [a]po” -Wert
(+ 68°; (CH3),CO) angegeben. Das Enantiomere dagegen zeichnet sich durch einen negativen
[o]o? ~Wert (- 53.8°; CH3OH) aus. Firr die Verbindung [28] lieB sich ein [o]p?° ~Wert von -
32° (0.2; CH30H) finden. Demnach handelt es sich um das Ent-Isolariciresinol mit der 7(R),
8(S), 8"(S)-Konfiguration. Die Zuordnungen der Kohlenstoffsignale missen aufgrund der 2D-
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NMR-Befunde teilweise im Vergleich zu Literaturangaben revidiert werden [Urones et al.
1987].

Bemerkenswert ist, dass bei der Messung in Pyridin das Proton H-2" weiter im hohen Feld
erscheint als H-5" und umgekehrt bei der Messung in CD3OD (siehe Tabelle 3.13.). Die
HMBC-Korrelationen einerseits und die ROESY-Korrelationen andererseits bestatigen jedoch
jeweils die Zuordnung der beiden Protonen. Im ROESY-Spektrum (gemessen in Pyridin)
erscheinen die Kreuzsignale von H-2" mit der Methoxygruppe und von H-5" mit H-7. Im
HMBC (gemessen in CD30D) zeigt H-5" die Korrelation zu C-7.
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Abbildung 3.56.: ROESY-Korrelationen der Verbindung [28]
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Bei dem anderen Derivat, Verbindung [29], ebenfalls mit einem Massenpeak bei m/z 360
treten auch zwei Methoxysignale (6y 3.77 und 3.64) auf (gemessen in Pyridin; siehe Tabelle
3.13.). Im COSY-Spektrum lassen sich die entsprechenden Korrelationen identifizieren, wie
sie in der Abbildung 3.53. fur Verbindung [28] gezeigt sind.

Demzufolge muss es sich bei der Verbindung [29] um ein Stereoisomer oder ein
Stellungsisomer der Verbindung [28] handeln. Fir diese Verbindung ergab die Messung der

optischen Drehung einen positiven Wert ([a]o?= + 21°; 0.08; CH;OH).

Das Proton H-2 taucht im Vergleich zur Verbindung [28] tieffeld von H-5 auf. Da das Duplett
H-5 entsprechend der ortho-Kopplung mit H-6 eine Kopplungskonstante von Jy 1=8.2 zeigt
und die des Protons H-2 Jy14=1.9 fir die meta-Kopplung betrégt, ist die Zuordnung aber

eindeutig.

Die Abbildung 3.57. zeigt das ROESY-Spektrum fir dieses Derivat. Wie schon bei
Verbindung [28] findet man im ROESY-Spektrum die Korrelation von H-2 zu 3-OCH3; und
H-2" mit der Methoxygruppe 3" -OCHs. Wie bei dem vorherigen Derivat treten auch hier die
Korrelationen von H-2 und H-6, die aufgrund der Kopplungskonstanten zu einem Ringsystem
gehoren, zu H-7 auf. Damit I&sst sich auch hier ausschlielen, dass die Methoxygruppe in der
ortho-Stellung zu finden ist. Das Proton in der meta-Stellung (H-5) zeigt kein Kreuzsignal mit
H-7. H-5" zeigt auch hier eine Korrelation mit H-7, wahrend H-2" mit H-7" 5 koppelt, wodurch
die Stellung von H-2" und H-5" eindeutig belegt ist, was wiederum die Positionen der
Methoxysignale an C-3 und C-3" beweist.

Diese Befunde zeigen, dass es sich bei Verbindung [29] um ein Stereoisomer der Verbindung

[28] handeln muss.

H-7 zeigt hier, im Gegensatz zur Verbindung [28] (Jux=10.7) eine Kopplungskonstante von
Ju.#=5.0 Hz. Damit mussen H-7 und H-8 beide die gleiche Orientierung aufweisen (. oder ).
Damit ist die 7(S), 8(R), 8" (S)- (bzw. 7(R), 8(S), 8" (R)-)-Konfiguration ausgeschlossen.

Da sich Verbindung [29] von [28] hinsichtlich der physikalischen Eigenschaften unterscheidet

kénnen hier nur noch zwei Diastereomere (bzw. deren jeweiligen Enantiomere) vorliegen,
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also die 7(S), 8(S), 8 (R)- (bzw. 7(R), 8(R), 8" (S)-)-Konfiguration oder die 7(S), 8(S), 8°(S)-
(bzw. 7(R), 8(R), 8"(R)-)-Konfiguration.
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Abbildung 3.57.: ROESY-Korrelationen der Verbindung [29]

Im ROESY-Spektrum findet man keine Korrelation zwischen H-7 und H-8", wie bei
Verbindung [28], wahrend andere NOEs mit H-7 zu sehen sind (siehe Abbildung 3.57).
Das ,,Molecular Modelling* liefert fiir die vier moglichen Diastereomere bei der vorliegenden

Stellungsisomerie nach einer stochastischen Konformationssuche mit Hilfe des Programmes
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MOE unter Verwendung des Kraftfeldes MMFF9+ [Gill 1981] die energetisch gunstigsten
Konformere (siehe Abbildung 3.58.).

7(R), 8(R), 8°(S) 7(R), 8(R), 8'(R)

7(R), 8(S), 8'(S) 7(R), 8(S), 8'(R)

Abbildung 3.58.: Durch ,,Molecular Modelling”“ (Kraftfeldmethode) ermittelte
energetisch  gunstigste  Konformere der vier maoglichen
Diastereomere

Generell wurden zur Klarung der Konfiguration die Protonenabstande der Protonen an den

Stereozentren und die jeweiligen Diederwinkel verwendet (siehe Tabelle 3.14.).

- 160 -



Ergebnisse

Tabelle 3.14.: Gegenuberstellung der aufgrund des ,,Molecular Modelling* gefundenen

Protonenabstande [A] und der dadurch zu erwartenden ROESY-

Korrelationen (NOE) sowie die gefundenen Bindungswinkel und die

dadurch zu erwartenden Kopplungskonstanten [Hz] fur die mdglichen

Diastereomere.

[28] (7(R), 8(S), 8°(S))

Protonenabstand | Korrelation NOE NOE Korrelation | Bindungs- J J
[A] (erwartet) | (vorhanden) winkel (erwartet) | (gemessen)
[Hz] [Hz]
2.60 7<>8 + + 7<>8 167° ca.>9 10.7
247 87 a + + 88 170.8° ca.>9 ?
867'B - - 87 a 178.7° ca.>9 10.7
8TB 60.9° ca.<7 44
7(R), 8(R), 8°(S)
Protonenabstand | Korrelation NOE NOE Korrelation | Bindungs- J J
[A] (erwartet) | (vorhanden) winkel (erwartet) | (gemessen)
[Hz] [Hz]
2.35 78 + - 7<>8 50.8° ca.<7 5.0
3.82 87 a - + 88’ -66.0° ca.<7 ?
4.27 87'B - - 8ol a 174.0° ca.>9 10.1
8e7B 56.5° ca. <7 57
7(R), 8(R), 8'(R)
Protonenabstand | Korrelation NOE NOE Korrelation | Bindungs- J J
[A] (erwartet) | (vorhanden) winkel (erwartet) | (gemessen)
[Hz] [HZ]
3.79 78 - - 78 -47.1° ca.<7 5.0
3.87 87 a - + 8<>8’ -169.6° ca.>9 ?
2.53 87'B + - 8ol a -167.9° ca.>9 10.1
87 -51.1° ca. <7 5.7
7(R), 8(S), 8'(R)
Protonenabstand | Korrelation NOE NOE Korrelation | Bindungs- J J
[A] (erwartet) | (vorhanden) winkel (erwartet) | (gemessen)
[Hz] [HZ]
3.87 78 - - 7<>8 168.6° ca.>9 5.0
2.42 87 a + + 88 -61.4° ca. <7 ?
3.64 8T B - - 87 a 50.6° ca. <7 10.1
87p -66.0° ca.<7 5.7

Die in etwa zu erwartende Kopplungskonstanten [J] ergibt sich aus der Karplus-Kurve;
+: Korrelation; -: keine Korrelation. Bei Abstinden > 3.0 A ist kein NOE-Effekt zu erwarten.
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Fur das Ent-Isolariciresinol [28] lassen sich fir das energetisch gulnstigste Konformer
aufgrund der Protonenabstande (siehe Tabelle 3.14.) ROESY-Korrelationen zwischen den
Protonen H-7 und H-8" und zwischen H-8 und H-7", erwarten, die im Spektrum tatséchlich
auftreten (siehe Abbildung 3.56.). Nach den Diederwinkeln fur dieses Konformer sind fir die
Kopplungen zwischen H-7 und H-8 genauso wie zwischen H-8" und H-7 o nach der Karplus-
Kurve Kopplungskonstanten von J >9 Hz zu erwarten. Fir die Kopplung von H-8" mit H-7"g
ist dagegen eine Konstante von J < 7 zu erwarten. Auch mit dieser Vorhersage stimmen die
gefundenen Daten Uberein. Das Resultat der theoretischen Berechnungen steht somit im

Einklang mit den experimentellen Daten der Verbindung [28].

Die aus den anderen energetisch gunstigsten Konformeren der verbleibenden drei moglichen
Diastereomere abgeleiteten Werte fir die Protonenabstdnde und Diederwinkel lassen sich
schliellich mit den Korrelationen im ROESY-Spektrum (siehe Abbildung 3.59.) bzw. den
Kopplungskonstanten fiir das Derivat [29] abgleichen (siehe Tabelle 3.14.).

Im Fall der 7(R), 8(R), 8 (S)-Konfiguration stehen die anhand des Modells postulierten
Protonenabstande im Widerspruch zu den fur die Verbindung [29] im ROESY-Spektrum
sichtbaren NOE-Effekten. Das Konformere fir die 7(R), 8(S), 8 (R)-Konfiguration weicht
hinsichtlich der zu erwartenden Kopplungskonstanten von den Werten fir das Derivat [29]
ab.

Eine vollstandige Ubereinstimmung der experimentell beobachteten NOE-Effekte und
Kopplungskonstanten mit dem theoretischen Modell ergibt sich ausschlieBlich im Falle der
7(R), 8(R), 8'(R)-konfigurierten Verbindung. Daraus lasst sich ableiten, dass alle drei
Asymmetriezentren von Verbindung [29] dieselbe absolute Konfiguration besitzen. Es
handelt sich folglich bei [29] um das Stereoisomer der Verbindung [28] in der 7(S), 8(S),
8°(S)- oder 7(R), 8(R), 8 (R)-Konfiguration. Beide Enantiomere sind in der Literatur noch
nicht beschrieben. Es handelt sich daher unabhé&ngig von der absoluten Konfiguration um

einen neuen Naturstoff.
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3.2.  GCMS-Screening verschiedener Aglaia-Extrakte

Fur die triterpenoiden Verbindungen, sofern sie sich als GC-gangig erwiesen, wurde eine
Methode entwickelt, mit der diese sich in den Hexan-Rohextrakten der verschiedenen Aglaia-
Arten nachweisen lassen. Vor allem konnten so die Triterpensauren und Verbindungen mit
Hydroxylgruppen z.T. nach Methylierungsreaktion mit TMSH in den Rohextrakten detektiert

werden.

Die Tabelle 3.16. zeigt die Ergebnisse des GC-Screenings der verschiedenen Aglaia-Extrakte.
Die Retentionszeiten der gefundenen Signale im Chromatogramm sind in Ubereinstimmung
mit den Werten der getesteten Reinsubstanzen. Die Tabelle 3.15. zeigt die
Massenspektrometriedaten der isolierten Triterpene, einschlieBlich der Fragmente aus dem
GCMS-Screening, sowie die Fragmente beim EIMS, ESIMS und FABMS mit Direkteinlass.

Fir die Zweige von Aglaia cucculata tauchen bei 42.7 min die Signale fir das
Verbindungsgemisch [9ab] auf. Die beiden Derivate [16] und [17] lassen sich auch als
Reinsubstanzen selbst nach Derivatisierung nicht detektieren, und kénnen deshalb auch im

Rohextrakt nicht gefunden werden.

Die Blatter von Aglaia duppereana liefern die Verbindungen [10], [11] und [12]. Alle drei
Derivate sind auch mittels GCMS bei 41.3 min, 40.7 min und 47.1 min im Hexan-Rohextrakt

nachweisbar.

Das Substanzgemisch [8ab] taucht im Hexan-Rohextrakt der Wurzeln von Aglaia duppereana

mit einer Retentionszeit von 39.7 min auf.

Der Rohextrakt der Blatter von Aglaia euphoroides liefert bei 34.9 min das Signal fur das
Derivat [13].

Von den Verbindungen, die aus Aglaia ignea isoliert wurden, sind in den Hexan-

Rohextrakten die Derivate [1], [3], [4] und [7] nachzuweisen. Das Hydroperoxyderivat konnte
nicht getestet werden, da es nicht stabil ist.
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Das Methylierungsprodukt der Verbindung [1] erscheint bei einer Retentionszeit von 40.1

min. Fur die Verbindung [3] erscheint im Rohextrakt das Signal bei 45.8 min. Fir die reine

Verbindung [4] ergeben sich im Chromatogramm nach der Derivatisierung mit TMSH drei

Signale bei 25.9 min, 40.4 min und 429 min vermutlich fir die verschiedenen

Derivatisierungsprodukte. Die zwei intensiveren Signale bei 25.9 min und 40.4 min lassen

sich auch im Hexan-Rohextrakt detektieren. Das Signal fir die Verbindung [7] taucht im

Extrakt bei 41.4 min auf.

Tabelle 3.15.: Daten der Massenspektrometrie fir die isolierten Triterpene

Verbindung | Retentionszeit | m/z GCMS (+TMSH) MS (El, ESI, FAB)
[min]
[1] 40.1 (+TMSH) 458 | 454, 385, 343, 341, 303, 249, 217, El: 440, 397, 371, 359, 329, 289, 235
189, 175, 161, 149, 109, 69 205, 164, 127, 109, 95, 69
[2] 40.1 472 | 454, 385, 343, 341, 303, 249, 217, El: 429, 376, 355, 335, 288, 254, 225
189, 175, 161, 149, 109, 69 197, 183, 125, 97, 71, 57
[3] 45.8 488 | 371, 341, 327, 289, 281, 253, 207, FAB: 511, 453, 393, 329, 249, 176, 125,
187, 157, 139, 125, 85 91
[41 (D) 25.9 474 | 345, 301, 275, 154, 135, 107, 81, 55 | FAB: 497, 455, 439, 375, 357, 307, 289
[4] (1) 40.4 389, 371, 345, 275, 263, 233, 207, 235, 203, 176, 154, 136, 107, 77
175, 147, 113, 95, 82
[4] (1) 429 281, 253, 233, 207, 191, 163, 147,
135, 107, 95, 82, 67
[5] 43.7 502 | 389, 371, 345, 307, 289, 263, 233, FAB: 525, 513, 453, 389, 371, 329, 263
207,175, 149, 121, 95, 82 121,91
[6] - 504 FAB: 527, 511, 453, 429, 371, 343, 307
289, 237, 193, 161, 154, 136, 107, 77
[7] 414 444 | 363, 357, 313, 281, 253, 207, 193, ESI: 445
154, 133, 107, 99
[8ab] 39.7 474 | 429, 411, 371, 343, 305, 281, 237, ESI: 473
207,189, 161, 143, 125, 93
[9ab] 42.7 458 | 443, 399, 381, 357, 313, 281, 245, El: 443, 422, 399, 357, 337, 284, 253
219, 205, 161, 143, 125, 95 221, 205, 169, 143, 97, 84
ESI: 459
[10] 41.3 442 | 341, 315, 299, 281, 247, 229, 207, FAB: 465, 443, 425, 351, 329, 229, 154
189, 147, 135, 107, 81 77
[11] 40.7 440 | 440, 369, 354, 313, 245, 219, 205, FAB: 463, 441, 349, 329, 245, 136, 77
163, 126, 95, 67 El: 440, 419, 402, 369, 315, 284, 256
245, 205, 163, 149, 97, 71
[12] 47.1 458 | 357, 313, 281, 253, 245, 205, 177, FAB: 481, 451, 349, 329, 301, 245, 154
163, 135, 107, 81, 59 136, 77
[13] 34.9 412 | 412, 397, 379, 254, 201, 175, 145, El: 412, 397, 343, 328, 286, 271, 245
119, 95, 69 220, 205, 177, 149, 121, 109, 95, 69
[14] - 446 ESI: 445, 429, 411, 391
[15] 43.3 442 | 409, 381, 355, 302, 281, 253, 207, El: 442, 424, 409, 381, 355, 313, 302,
175, 147, 119, 95 269, 227, 203, 175, 143, 95, 69
[16] - 456 | 384, 369, 351, 325, 311, 309, 297, El: 456, 441, 423, 384, 369, 351, 325,
271, 243, 213, 187, 173, 145, 119, 283, 271, 219, 191, 161, 143, 95, 69
91,79
[17] - 474 El: 474, 441, 423, 383, 369, 351, 325
311, 271, 245, 205, 161, 133, 121, 95
[18] 39.2 426 | 426, 315, 281, 234, 207, 189, 147, El: 426, 411, 393, 344, 315, 299, 257
121, 95,81 234, 218, 207, 189, 175, 147, 135, 121
109, 95, 81
[19] 38.6 424 | 424,381, 368, 341, 313, 271, 205, El: 424, 409, 381, 368, 313, 250, 245

189, 149, 121, 95, 67

232, 218, 205, 189, 177, 161, 149, 135
121, 109, 95, 84, 69

Fettdruck indiziert die Basispeaks
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Im Hexan-Rohextrakt aus den Zweigen von Aglaia pleuroptiris sind die Steroide [20a], [21a]
und [21b] zu finden. Das Derivat [20b] l&sst sich dagegen nicht im Rohextrakt nachweisen.
Fur die beiden Reinsubstanzgemische [20ab] und [21ab] erscheinen bei 37.1 min, 35.5 min,
40.7 min und 39.0 min alle vier Signale im Chromatogramm mit den entsprechenden

Massenspektren, inklusive der Peaks fur die tatsdchlichen Molekulargewichte.

In den Blattern von Aglaia tsangii tauchen die Signale fir die Verbindungen [15], [18] und
[19] bei 43.3 min, 39.2 min und 38.6 min auf. Das Derivat [14] lasst sich augenscheinlich

nicht derivatisieren und damit auch nicht im Rohextrakt nachweisen.

Neben dem Nachweis der einzelnen Verbindungen, die auch aus den jeweiligen Aglaia-
Extrakten isoliert wurden, konnten verschiedene Derivate auch in anderen Extrakten

nachgewiesen werden (siehe Tabelle 3.16.).

In den Zweigen von Aglaia chittagonga konnten mit dieser Methode das Secodammaran [3]
und das Steroid [20a] nachgewiesen werden. Die Zweige von A. cordata beinhalten die
beiden Dammaran-Gemische [8ab] und [9ab], das Nor-Cycloartan [13], das Lupeol [18] und
ebenfalls das Steroid [20a]. Die Zweige von A. cucculata lieferten neben den auch aus diesem
Extrakt isolierten Verbindungen noch das Secodammaran [3], das Lupeol [18] und das
Steroidgemisch [20ab]. In der Rinde von A. dasyclada lielRen sich die Secodammarane [3],
[4], [7], [8ab], sowie das Dammarangemisch [9ab] nachweisen. Wahrend die Bléatter von A.
duppereana neben dem Secodammaran [3] auch die aus dieser Pflanze isolierten Dammarane
([10], [11] und [12]) und die beiden Lupane [18] und [19] zeigen, l&sst sich in den Bliiten
sowie den Zweigen dieser Aglaia-Art nur das Secodammaran [3] finden. Im Hexan-Extrakt
der Wurzeln lassen sich neben dem aus diesem Extrakt isolierten Secodammaran-Gemisch
[8ab] auch noch die Secodammarane [3], [4] und [7] sowie das Dammarangemisch [9ab]
finden. Die Bléatter von A. euphoroides besitzen nach den Ergebnissen des GCMS-Screenings
neben dem aus diesem Extrakt gewonnenen Nor-Cycloartan [13] das Cycloartan [15] und das
Steroid [20b]. Neben den aus dieser Art isolierten Secodammaranen finden sich in der Rinde
von A. ignea auch das Dammarangemisch [9ab] und das Steroid [20a] in detektierbarer
Konzentration. Auch in der Rinde von A. macrocarpa ist das Steroid [20a] neben dem
Secodammarangemisch [8ab] nachweisbar. In den Blattern von A. odorata finden sich die
Dammarane [9ab], [10], [11] und [12]. Die Zweige von A. perviridis beinhalten das
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Tabelle 3.16.: Ergebnisse des GCMS-Screenings der Aglaia-Extrakte

Hexan Extrakt [1] [2] [3] [4] [5] [7] [8ab] [9ab] [10] [11] [12] [13] [14] [15] [16] | [17] [18] [19] [20a] [20b] [21a] [21b]
A. chittagonga - - X - - - - - - - - - - - - - - - X - - -
Zweige (90%0) (12%)

A. cordata - - - X X - X - X - X -

Zweige (38%) | (87%) (50%) (22%) (38%)

A. cucculata - X - - X - - - ? ? X - X X _

Zweige (91%) (81%) (10%) (22%) | (43%)

A. dasyclada - X X X X X - - - - - R R _

Rinde (14%) | (91%) (81%) | (95%) | (91%)

A. duppereana - X - - - - X X X X - X X -

Bléatter (91%) (70%) | (55%) | (59%) | (25%) (37%) | (25%)

A. duppereana - X - - - - - - - - -

Bluten (91%0)

A. duppereana - X X X X X - - - - X X _

Rinde (49%) | (91%) (95%) | (95%) | (76%) (83%) | (45%)

A. duppereana - X X X X X - - - - X X -

Wurzeln (35%) | (94%) (91%) | (91%) | (91%) (90%) | (10%)

A. duppereana - X - - - - - - - - - - -

Zweige (64%)

A. euphoroides - - - - X X - X -

Blatter (11%) (83%) (50%)

A. euphoroides - X - X X - - - - - -

Frichte (47%) (91%) | (80%)

A.ignea X X X X X X - - - - X -

Rinde (95%) (95%) | (95%) (95%) | (95%) | (87%) (52%)

A. macrocarpa - - - - X - - - - - X -

Rinde (83%) (27%)

A. odorata - - - X X X X - - - - -

Blatter (27%) | (43%) | (49%) | (74%)

A. perviridis - - X - - - - - - X -

Zweige (90%) (22%)

A. pleuroptiris - X - - - - - - X ? X X
Zweige (38%) (38%) (55%) | (96%)
A. polysticha - - - X X X - X X - - -
Blatter (68%) | (93%) | (91%) (35%) | (27%)

A. polysticha - X - - - - - - - - X X -

Rinde (43%) (49%) | (58%)

A. rivularis - X X X X - - - B B B _

Rinde (87%) | (83%) (93%) (59%)

A. tsangii - - - - - - X ? X X X X -

Blatter (91%) (93%) (99%) | (99%) (49%)

Die Ubereinstimmung der jeweiligen Massenspektren mit denen der Referenzsubstanzen (bestimmt durch die Software) ist in Prozent angegeben.
Die Retentionszeiten stimmen mit denen der Referenzsubstanzen (iberein.
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Dammarangemisch [9ab] und das Steroid [20a] in detektierbarer Konzentration. Neben den
aus diesem Extrakt isolierten Steroiden ist in den Zweigen von A. pleuroptiris das
Secodammaran [3] nachweisbar. Die Blatter von A. polysticha beinhalten die Dammarane
[10], [11] und [12] und die beiden Lupane [18] und [19]. In der Rinde dieser Aglaia-Art
dagegen sind die beiden Steroide [20a] und [20b] und das Secodammaran [3] zu finden. Die
Rinde von A. rivularis zeigt Signale fiir die Secodammarane [3], [4] und [7] und das
Dammarangemisch [9ab]. Die Blétter von A. tsangii schliellich zeigen im GCMS-Screening
neben den aus diesem Extrakt isolierten Verbindungen zusétzlich Signale fur das Nor-
Cycloartan [13] und das Steroid [20b].
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3.3. Ergebnisse der Untersuchungen zur biologischen Aktivitat

Verschiedene Tests auf eine mogliche biologische Aktivitdt wurden an einigen der isolierten
Naturstoffe durchgefiihrt. Welche Tests mit welchen Verbindungen durchgefiihrt wurden,
hing dabei von der verfligbaren Substanzmenge und den jeweiligen Gelegenheiten fur die

Tests in kooperierenden Instituten ab.

3.3.1. Test auf insektizide Aktivitat

Auf eine mogliche insektizide Aktivitit an Spodoptera littoralis konnte nur das
Secodammaran [1] getestet werden, welches in groRer Menge zur Verfugung stand. 0.5 mg
bzw. 1.0 mg wurden der artifiziellen Diat beigemischt. Selbst in dieser relativ hohen
Konzentration konnte keine Aktivitat festgestellt werden und die Wachstumsraten der

Versuchstiere lagen im Bereich der Kontrollen.

3.3.2. Test auf antibiotische Aktivitat

Auf eine antibiotische Aktivitat beziuglich der Stamme BS, CA, EC und SA wurden die
Secodammarane [1], [3] und [5], sowie die Lignane [28] und [29] getestet. Die Tabelle 3.17.
zeigt die Ergebnisse der Tests, namentlich die Durchmesser der Hemmhofe der getesteten
Naturstoffe.

Tabelle 3.17.: Durchschnittliche Hemmhofe [Durchmesser in mm] der auf antibiotische

Aktivitat getesteten Naturstoffe.

BS CA EC SA

Verbindung | 12.5 ug | 25 ug 125ug | 250 125ug | 259 12.5ug | 25 ug

[1] (n=3) 113+ 150+ 150+ 150+ 110+ 150+ 5.7+ 10.0 £

1.2 2.0 0.0 0.0 17 0.0 5.1 0.0
[3] (n=1) 12 12 15 15 10 10 7 10
[5]1(n=2) | 135+ | 150+ | 150+ | 150+ | 135+ | 150+ | 50+ | 100+
2.1 2.1 0.0 0.0 2.1 0.0 7.1 0.0
[28] (n=1) 0 0 0 0 0 0 0 7
[29] (n=1) 0 7 0 0 0 10 7 0
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Wie die Tabelle 3.17. zeigt, konnte fur die beiden Lignane [28] und [29] keine signifikante
antibiotische Aktivitat gefunden werden. Da bei Verbindung [29] ein positives Ergebnis nur
in der geringeren Ladekonzentration zu beobachten ist, muss davon ausgegangen werden,
dass auch die anderen positiven Ergebnisse mit dahnlichem Betrag bei nur einem Versuch
nicht vertrauenswirdig sind. Unter diesem Aspekt miissen auch die positiven Ergebnisse fiir
Verbindung [3] betrachtet werden. Hier ist hinsichtlich der Wirksamkeit in Abhéngigkeit von
der Ladekonzentration, mit Ausnahme dem Versuch an Staphylococcus aureus (SA), kein
Unterschied zu beobachten. Bei jeweils drei Wiederholungen zeigt Verbindung [1] fur
Bacillus subtilis (BS), Escherichia coli (EC) und Staphylococcus aureus eine Abhéngigkeit
der Wirkung von der Ladekonzentration. Der hohe Wert flr die Standardabweichung beim
Test der geringen Konzentration an Staphylococcus aureus suggeriert, dass man hier von
keinem Positivergebnis sprechen kann. Beim Test an Candida albicans (CA) zeichnet sich in
diesem Konzentrationsbereich keine Abhéngigkeit von der Ladekonzentration ab. Ein
vergleichbares Ergebnis ist fur Verbindung [2] zu beobachten. Auch hier scheint die Wirkung
an Candida albicans im getesteten Bereich nicht konzentrationsabhéngig zu sein. Die hohe
Standardabweichung des Durchmessers der Hemmhofe an Staphylococcus aureus in der
Ladekonzentration 12.5 pg spricht auch bei diesem Derivat dafur, dass hier ein falsch-
positives Ergebnis vorliegt. Fir Bacillus subtilis, Escherichia coli und Staphylococcus aureus

ist jedoch auch hier eine Konzentrationsabhéngigkeit zu registrieren.

3.3.3. Test auf Zytotoxizitat

Die Ergebnisse der Tests auf Zytotoxizitat auf drei verschiedene Tumorzell-Linien sind in der

Tabelle 3.18. zusammengestellt. Die Tabelle zeigt die Wachstumshemmung in Prozent im

Vergleich zu Kontrollen ohne die Applikation eines potentiellen Wachstumsinhibitors.

Tabelle 3.18.: Wachstumshemmung in % nach Applikation der getesteten Naturstoffe

L5178Y HeLa PC12
Verbindung | 3ug/ml 10pg/ml 3ug/ml 10pg/mi 3ug/ml 10pg/mi
[1] 44 83 0 0 0 0
[3] 0 51 0 0 0 0
[5] 0 0 0 0 0 0
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Wie die Tabelle 3.18. zeigt, konnte eine Wachstumshemmung nur gegentber der Zell-Linie
L5178 gefunden werden. Eine Aktivitat zeigten auch hier nur die beiden Derivate [1] und [3].
Die Verbindung [5] bewirkte keine Wachstumshemmung der drei verschiedenen Tumor-Zell-

Linien.

3.3.4. Test auf fungizide Aktivitat

Der Filterpapiertest der Verbindungen [2-5] und [7-19] mit einer Ladekonzentration von 75
ug an den pflanzenpathogenen Pilzen Cladosporium herbarum und C. cucumerinum verliefen

fir alle Derivate negativ.

Von den an Cladosporium herbarum mittels autobiographischem Test auf einer
Dinnschichtchromatographie-Platte getesteten Secodammaranen [1], [3], [4] und [5] zeigte

bei einer Ladekonzentration von 10 pg nur Verbindung [1] einen Hemmhof auf der Platte.

Bei der Bestimmung der minimalen Inhibierungskonzentration mittels Verdinnungsreihe
ergaben sich fur Verbindung [1] Werte von 90 ppm bzw. 34.1 ppm gegeniber den
pflanzenpathogenen Pilzen Cladosporium herbarum bzw. C. curcumerinum. Nystatin diente
als Positivkontrolle und lieferte eine minimale Inhibierungskonzentration von 1.06 ppm.

3.3.5. Test auf antivirale versus zytotoxische Aktivitat

Da die in diesem Abschnitt prasentierten Daten nicht aus eigenen Messungen stammen und
hier nur zum Teil als Orginaldaten vorliegen, konnen die Standardabweichungen der
Rohdaten nicht dargestellt werden. Die Ergebnisse wurden durch Dr. Charles Esimone vom
Institut fr Molekulare und Medizinische Virologie der Rhein-Ruhr Universitat Bochum
mitgeteilt. In der Regel stellen die prasentierten Werte Mittelwerte aus drei Wiederholungen

dar (Esimone, pers. Mitteilung).
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3.3.5.1. Screening der Verbindungen am lentiviralen HIV-1-Vektor (Vicl2dSB) und

HelLa-Zellen

Die Tabelle 3.19. zeigt das Ergebnis des Screenings am lentiviralen HIV-1-Vektor
(Vicl2dSB) der getesteten Triterpene [1-5] und [7-19]. Die I1Cso- bzw. TCso-Werte ergeben
sich aus der Geradengleichung nach den Ergebnissen der Luciferase-Aktivitats- Bestimmung

bei drei verschiedenen Konzentrationen (2ug/ml, 10pg/ml und 40pg/ml).

Tabelle 3.19.: Durchschnittliche Ergebnisse (n=3) des Screenings auf antivirale und

zytotoxische Aktivitdt gegenuber dem lentiviralen HIV-1-Vektor

(Vicl2dSB) bzw. HelL a-Zellen.

Verbindung I1Cso [g/ml] TCso [pg/ml] S.L.
[1] 4.8 39.7 8.3
[2] 26.5 12.7 0.5
[3] 60.0 107.1 1.8
[4] 93.7 ND ND
[5] 22.4 27.1 1.2
[7] 35.4 51.8 15

[8ab] 30.6 12.8 0.4
[9ab] 15.8 22.2 1.4
[10] 16.1 30.3 1.9
[11] 14.6 15.8 1.1
[12] 27.9 74.4 2.7
[13] 162.6 ND ND
[14] 83.2 32.1 0.4
[15] 69.9 34.3 0.5
[16] 16.0 23.4 15
[17] 29.3 313 1.1
[18] 35.9 414 1.2
[19] 34.1 40.5 1.2

S.1.: Selektivitatsindex: Quotient aus TCso und 1Csp; ND: keine Toxizitat detektiert

1Cs0: 50% Reduktion der Virulenz; TCso: 50% Reduktion der Zellvitalitéat

Der Selektivitatsindex (S.1.), der sich aus dem Quotienten aus TCso und ICsq ergibt und die
Selektivitat der antiviralen Aktivitat veranschaulicht, indiziert mit einem Wert von 8.3 v.a. fur
Verbindung [1] eine hohe Selektivitat bei einer relativ starken antiviralen Aktivitat mit einem

ICs0-Wert von 4.8 pg/ml und rechtfertigt eine nahere Untersuchung dieses Derivates.
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Die Abbildung 3.59. zeigt exemplarisch die graphische Darstellung der Ergebnisse eines von
5 Versuchen mit der Verbindung [1] am lentiviralen Vektor Vicl2dSB. Gezeigt ist die
durchschnittliche Luciferaseaktivitat (n=3) der HelLa und HeLa-,stable*-Zellinie bei vier
verschiedenen Konzentrationen. Die anderen vier Experimente zeigen denselben Trend,
kdénnen aber wegen geringfugiger Versuchsmodifikationen nicht in die Graphik und zur

Mittelwertbestimmung berlcksichtigt werden (Esimone, pers. Mitteilung).

120,0

100,0

80,0

——Hela
—=—Hela Stable

60,0 -

Luciferase Aktivitat [%]

40,0 ~

20,0 A

0,0

0,1 0,5 3 10
[1] Konzentration [pug/ml]

Abbildung 3.59.: Luciferase-Aktivitat der HelLa- (Luciferaseaktivitat vektorinduziert)
und HeLa-,stable“-Zelllinien (eigene Luciferaseaktivitat) nach
Infektion mit dem lentiviralen Vektor Vicl2dSB nach Applikation

der Verbindung [1] in verschiedenen Konzentrationen (Mittelwert
aus n=3)

Wie die Abbildung 3.59. zeigt, ist bei steigender Konzentration der Verbindung [1] eine
deutliche Abnahme der Luciferase-Aktivitat und damit eine Hemmung des viralen Vektors zu
verzeichnen, wahrend sich hinsichtlich der Zytotoxizitat gegenlber der Zellinie in diesem
Konzentrationsbereich der Trend nicht wiederspiegelt.
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Mit Gber 70 Prozent der Luciferase-Aktivitat im Vergleich zu den Kontrollen (100%) bei
allen vier getesteten Konzentrationen ist die Zytotoxizitdt gegentber der HelLa-,stable*-
Zelllinie relativ gering.

3.3.5.2. Kinetische Studien am lentiviralen HIV-1-Vektor (Vicl2dSB)

In der Abbildung 3.60. werden die Ergebnisse der kinetischen Studien bei Applikation der
Verbindung [1] zu verschiedenen Zeiten dargestellt und mit der Wirkung des RT-Inhibitors
PMPA und des Anti-VSVG-Serums hinsichtlich der antiviralen und zytotoxischen Wirkung
gegenliber der HelLa- bzw. Hela-,stable*-Zellinie verglichen. Die Balken zeigen die

durchschnittliche Luciferase-Aktivitat aus jeweils drei Replikaten.

120,0

100,0
100,0 A 99,0

79,4

60,0

Luciferase Aktivitat [%)]

43,3
40,0 A 36,8

20,0 A

3,4 44 45

00 ‘ .

-30 0 120 Zytotoxizitat
Zeit der Applikation [min]

[W[1] OPMPA B ANt-VSVG Serum |

Abbildung 3.60.: Luciferase-Aktivitdit der HelLa- und HeLa-,stable*-Zelllinien in
Abhangigkeit von der Zeit der Applikation der Verbindungen [1]

(Bug/ml), PMPA (0.5uM) und des Anti-VSVG-Serum (1:100)
(Mittelwert aus n=3)
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Bei dem Standardprotokoll mit 30 mintiger Prainkubation des Vektors mit der Substanz (t =
-30 min), bei gleichzeitiger Applikation der Probe und des Vektors (t = 0 min) und bei der
Zugabe der Substanz nach 2-stiindiger Infektion der Zellen mit dem viralen Vektor (t = 120
min) zeigt die Verbindung [1] in der Konzentration 3ug/ml jeweils eine starke Reduktion der
Luciferase-Aktivitdt. Das PMPA und das Anti-VSVG-Serum bewirken v.a. bei einer bereits
erfolgten Infektion tGber 2 Stunden kaum noch eine Reduktion der Luciferase-Aktivitat (siehe
Abbildung 3.60.). In den getesteten Konzentrationen ist die antivirale Aktivitat der
Verbindung [1] bei allen drei Ansdtzen absolut gesehen hoher als bei dem RT-Inhibitor
PMPA und dem Anti-VSVG-Serum. Dagegen ist die Zytotoxizitdt der Verbindung [1]

gegenlber der HeL a-,,stable*-Zelllinie deutlich geringer.

3.3.5.3. Test am adenoviralen Vektor (AdOW126)

Die Abbildung 3.61. stellt die inhibitorische Aktivitadt der Verbindung [1] gegenuber dem
adenoviralen Vektor (AdOW126) dar. Auch hier ist eine konzentrationsabhéngige Reduktion
der Luciferase-Aktivitdt der HelLa-Zellinie zu verzeichnen, wahrend die Hela-,stable*-
Zelllinie bei steigender Konzentration nicht negativ beeinflusst erscheint. Das spricht auch bei
diesem Vektor fiir eine selektive Inhibierung durch die Verbindung [1], wahrend sich im
getesteten Konzentrationsbereicht keine konzentrationabhangige Zytotoxizitat abzeichnet
(siehe Abbildung 3.61.). Die Zytotoxizitat der Verbindung [1] gegenuber der HelLa-,,stable®-
Zelllinie ist mit Gber 60 Prozent Luciferase-Aktivitat im Vergleich zu den Kontrollen (100%)

bei allen drei applizierten Konzentrationen wie oben vergleichsweise gering.
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Abbildung 3.61.: Luciferase-Aktivitat der HelLa- und HelLa-,stable*-Zelllinien nach

Infektion mit dem adenoviralen Vektor AdOW126 nach Applikation

der Verbindung [1] in verschiedenen Konzentrationen

3.3.5.4. Test am Respiratorischen Syncytialen Virus (RSV) und Hep-2-Zellen

Auch gegenuber dem Respiratorischen Syncytialen Virus (RSV) zeigt die Verbindung [1]

eine konzentrationsabhéngige Inhibition, wahrend die Zytotoxizitat

Konzentrationsbereich relativ gering ist (siehe Abbildung 3.62.).

im getesteten

Wie die Abbildung 3.62. zeigt, reduziert sich bei steigender Konzentration der Verbindung

[1] die Plaquebildung als Anzeichen fir die antivirale Aktivitat in starkerem Malie als die

Zellproliferation als Mal? flr die Zytotoxizitat gegentber der Zelllinie.
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Abbildung 3.62.: Prozentuale Plaquebildung (antivirale Aktivitat gegeniber RSV) bzw.
Zellproliferation (Zytotoxizitat) im Vergleich zu Kontrollen nach
Applikation der Verbindung [1] in verschiedenen Konzentrationen

(Mittelwert aus n=3)

3.3.5.5. Test am HIV-1-Wildtyp und der PACCRS5-Zelllinie

Auch gegentber dem HIV-1-Wildtyp besteht fir die Verbindung [1] eine
konzentrationsabhangige Aktivitat, wie die Abbildung 3.63. zeigt.

Hier ist im Gegensatz zu den Experimenten an den anderen viralen Vektoren eine deutliche

konzentrationsabhéngige Zunahme der Zytotoxizitdat der Verbindung [1] gegeniber der

Zelllinie zu verzeichnen.
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Abbildung 3.63.: Konzentrationsabhangige B-Galactosidose-Aktivitat als Indikator der
antiviralen Aktivitat gegentber dem HIV-1-Wildtyp im Vergleich zur
Zytotoxizitat gemessen in der Reduktion der Zellproliferation der
P4CCRS5-Zelllinie (BrdU-Test) (Mittelwerte aus n=3)

Die Abbildung 3.64. zeigt die Abhangigkeit der viralen Infektion nach Applikation der
Verbindung [1] bzw. des RT-Inhibitors PMPA von der Zeit der Zugabe der Substanzen.

Die Zytotoxizitat des PMPA (5uM) gegeniber der PACCR5-Zelllinie ist in den verwendeten
Konzentrationen deutlich stérker als die der Verbindung [1] (3ug/ml). Bei einer 30-minitigen
Préainkubation des Virus mit der Verbindung [1] vor der Applikation zur Zelllinie (t =-30 min)
sowie bei der gleichzeitigen Zugabe des Virus und der Substanz zur Zelllinie (t = 0 min)
zeigen die getestete Verbindung [1] und das PMPA &hnliche Werte der -Gal-Aktivitat und
damit eine vergleichbare antivirale Aktivitat in den getesteten Konzentrationen. Bei einer
Infektion der Zellen mit dem Virus Uber den Zeitraum von 2 Stunden (t = 120 min) vor der

Behandlung mit der Verbindung [1] bzw. dem PMPA zeigt der RT-Inhibitor kaum noch eine
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Reduktion der viralen Infektion gemessen in der B-Gal-Aktivitat, wahrend die Verbindung [1]

bei dieser Applikationszeit immer noch eine Aktivitét indiziert.
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Abbildung 3.64.: Reduktion der Virulenz (B-Gal) bzw. der Zell-Proliferation (BrdU) der
PACCRS5-Zelllinie bei Applikation der Verbindung [1] in der
Konzentration 3ug/ml bzw. des PMPA (5uM) zu verschiedenen Zeiten

3.3.5.6. In vitro Test an Reverser Transcriptase (RT)

Die Abbildung 3.65. zeigt schlieflich die Aktivitat der Reversen Transkriptase im HIV-1-
Vektor (Vicl2dSB) nach Applikation der Verbindung [1] im Vergleich zu Kontrollen ohne
Zugabe der aktiven Substanz [1]. Die Aktivitdt des Enzyms nimmt bei zunehmender

Konzentration der Dammarenolsaure deutlich ab.
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Abbildung 3.65.: Konzentrationsabhangige Reduktion der Aktivitdt der Reversen
Transkriptase durch die Verbindung [1]
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4. Diskussion
4.1. Vermutete Biogenetische Zusammenhange der isolierten Triterpene

Die Vielfalt der Verbindungen verwandter Strukturen, die in dieser Arbeit isoliert und
strukturell aufgeklart wurden, wirft die Frage nach den mdglichen biogenetischen

Zusammenhangen zwischen den verschiedenen Derivaten auf.

Die biogenetischen Zusammenhénge der Triterpene werden beispielsweise von Dewick
[2002] dargestellt und sollen hier kurz fir die in dieser Arbeit relevanten Strukturen
(Dammarane, Cycloartane, Lupane und Tirucallane) zusammengefasst werden (siehe
Abbildung 4.1.). Ausgehend von der noch linearen Verbindung Squalen kommt es tber das
Squalen-2-3-oxid zu einer Serie von Zyklisierungen und Wagner-Meerwein-Umlagerungen
von Methylgruppen und Hydriden. Die Zyklisierungen werden von Carbokationen vermittelt
und verlaufen schrittweise. Das erste Carbokation wird durch die Protonierung der
Epoxidgruppe des Squalenoxids generiert. Durch eine elektrophile Addition an die
benachbarte Doppelbindung kommt es zur Ausbildung eines sechsgliedrigen Ringes und zur
Ausbildung eines neuen tertidren Carbokations. Dieser Prozess lauft noch zweimal ab, jeweils
unter Ausbildung des tertidren Carbokations. So entseht als dritter Ring ein flinfgliedriger
Ring. Dieser wird tber eine Wagner-Meerwein-Umlagerung (eine 1,2-Alkylverschiebung) zu
einem sechsgliedrigen Ring erweitert. Dadurch entsteht aus dem tertidren ein sekundares
Carbokation. Eine weitere elektrophile Addition fihrt zur Bildung des tertidren
Protosterylkations (siehe Abbildung 4.1.).

Die Stereochemie wird bestimmt durch die Art der Faltung des Molekils auf der
Enzymoberflache. Wenn das Squalenoxid in einer Sessel-Boot-Sessel-Boot-Konformation
gefaltet vorliegt, dann entsteht auch ein Protosteryl-Kation mit der entsprechenden
Konformation. Das Kation erfahrt dann eine Serie von Wagner-Meerwein-1,2-
Verschiebungen von Hydriden und Methylgruppen. In Pflanzen entsteht schlieRlich
Cycloartenol (siehe Abbildung 4.1.). Dieses tragt einen Cyclopropanring. Das Proton an C-9
wandert dabei zu C-8, das entstehende Carbokation wird gesattigt durch Cyclopropanbildung,
wahrend die Methylgruppe an C-10 ein Proton verliert.

Bei der Umsetzung des Squalenoxids durch einen anderen Cyclase-Enzym-Typ, welcher eine
Sessel-Sessel-Sessel-Boot-Konformation begunstigt, entsteht ein Dammarenyl-Kation mit

entsprechend anderen stereochemischen Eigenschaften als beim Protosteryl-Kation.
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Abbildung 4.1.: Biogenetischer Zusammenhang der isolierten Triterpenklassen (erstellt nach Dewick [2002])
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Normalerweise erfahrt das Dammarenyl-Kation lediglich  Carbokation-vermittelte
Zyklisierungen ohne weitere Wagner-Meerwein-Umlagerungen. Durch Séttigung des
Dammarenyl-Kations mit Wasser kann das epimere Dammarendiol entstehen (siehe
Abbildung 4.1.).

Alternativ kann sich durch die Ausbildung eines sechsgliedrigen Ringes, durch Verringerung
der Ringspannung aber auf Kosten des tertidren Carbokations, ein sekundares Baccharenyl-
Kation ausbilden (siehe Abbildung 4.1.). AnschlieBend kann sich ein pentazyklisches
Ringsystem mit einem neuen funfgliedrigen Ring durch Zyklisierung uber die Doppelbindung
bilden. Auf diese Weise entsteht das tertidare Lupenyl-Kation. Der Verlust eines Protons fiihrt

zur Bildung des Lupeols (Verbindung [18]).

Wenn es, anders als oben bei der Bildung des Dammarendiols geschildert doch zu Hydrid-
und Methyl-Verschiebungen des Dammarenyl-Kations kommt, kann Euphol oder Tirucallol
(das 20S-1somere) entstehen. Aus diesem kann schlieBlich durch Allyl-Isomerisierung der
Strukturtyp der Tirucallane entstehen (siehe Abbildung 4.1.). Die Tirucallane gehoren zu den
modifizierten Triterpenoiden [vgl. Dewick 2002].

Die Abbildung 4.1. zeigt also ausgehend vom Squalen den biogenetischen Ursprung der in
dieser Arbeit gefundenen Triterpenklassen, namentlich der Cycloartane, Dammaranen,
Lupane und Tirucallane. Durch die weitere Modifikation von Grundstrukturen lasst sich die
Entstehung der einzelnen Derivate erklaren. Dabei kann nicht ausgeschlossen werden, dass es
sich bei einigen Derivaten um Artefakte handelt, die erst im Zuge des Trocknens des
Pflanzenmaterials bzw. wéhrend der Extraktion und Isolierung der Reinsubstanzen entstanden

sind.

Da sich die Triterpene vom Squalenoxid ableiten, weisen die meisten Verbindungen
urspringlich in der Position 3 eine Hydroxylgruppe auf [z.B. Dewick 2002]. Diese
Hydroxylgruppe kann aber verschiedene Reaktionen eingehen und in abgewandelter Form
vorliegen. So kann es oxidativ zur Ausbildung einer Ketofunktion an C-3 kommen. Die
Verbindungen [9ab], [11], [12], [16], [17] und [19], die Uber eine 3-Ketofunktion verfiigen,
lassen sich auf die entsprechenden 3-OH-Verbindungen zurlickfiihren. Im Fall der
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Verbindungen [11] und [19] konnten diese Derivate (Verbindungen [10] und [18]) ebenfalls

isoliert werden.

Die Verbindung [1] verfligt Gber die urspriingliche Seitenkette an C-17, wie sie auch im
Dammarendiol (siehe Abbildung 4.1.) vorliegt. Nun stellt sich die Frage, wie es zur

Ausbildung der 3,4-Seco-Konstellation des Ringes A kommt.

Die 3,4-Secosduren, wie im Falle der Verbindungen [1], [4] und [8ab], werden nach
Rosenthal et al. [1965] Uber e-Lactone gebildet (siehe Abbildung 4.2.). Die Autoren
beschreiben Experimente, in welchen sie die 3,4-Seco-Verbindungen Uber eine Baeyer-
Villiger-Oxidation aus den entsprechenden 3-Ketonen erhalten. Sie vermuten, dass in Pilzen,
in denen solche Verbindungen gefunden werden, ein ,biochemischen Aquivalent dieser
Reaktion stattfindet. In dieser Reaktion entsteht aus dem Keton durch die Wanderung der C-
3-C-4-Bindung das 3,4-Seco-Lacton. Bei der Spaltung entsteht schliellich aus der o-
Methylgruppe die Exomethylen-Funktion [Rosenthal et al. 1965].

Abbildung 4.2.: Baeyer-Villiger-Oxidation als Aquivalent zur Biosynthese der 3,4-Seco-

Verbindungen

Van der Doelen & Boon [2000] beschreiben solche Verbindungen mit Carbonsauregruppe an
C-2 und Isopropenylgruppe an C-5 auch fur Harze, die als Firnis fir Gemalde verwendet
werden. Sie beschaftigen sich mit kinstlichen Alterungsprozessen solcher Lacke. Nach den
Autoren ist es nicht bekannt, ob dieser Typ der Ring-A Oxidation wahrend der Biosynthese
durch enzymatische Aktivitat, nach Exkretion, oder als Ergebnis eines Alterungsprozessen
geschieht. Allerdings soll nach Rao et al. [1975] eine Exposition unter UV-Licht zu einer
derartigen Ring0ffnung fuhren. Van der Doelen & Boon [2000] konnten dieses Ergebnis

jedoch bei dahnlichem Versuchsansatz nicht reproduzieren.
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Diese Frage kann hier nicht abschlieBend beantwortet werden. Die Tatsache, dass die 3,4-
Seco-Ring-A-Séuren [1], [4] und [8ab] in sehr hohen Konzentrationen in Extrakten aus
Pflanzen der Gattung Aglaia vorkommen, und die Tatsache, dass zumindest Verbindung [1]
uber eine beeindruckende antivirale Aktivitat (siehe unten) verfugt und eine Akkumulierung
dieser Verbindung deshalb aus 6kologischer Sicht Sinn machen wirde (nimmt man an, dass
die Wirksamkeit auch gegenuber anderen, pflanzenpathogenen Viren besteht), deutet aber

eher darauf hin, dass es sich bei diesen Verbindungen um genuine Naturstoffe handelt.

Als Beispiel fur eine artifizielle Synthese mit Hilfe der Baeyer-Villiger-Oxidation fiihren die
Autoren die Umwandlung des Dipterocarpols uber das entsprechende Lacton bis zur 3,4-
Seco-25,26,27-trisnor-24-0x0-4(28)-dammaren-20-ol-3,24-carbonsdure an [Rosenthal et al.
1965]. Bei dieser synthetischen Oxidationsreaktion bildet sich der 3,4-Secoring der
Abbildung 4.2. aus. AulRerdem wird die Seitenkette geméald der Reaktion in Abbildung 4.3.
lactonisiert [vgl. Rao et al. 1975, Van der Doelen & Boon 2000]. Bei der in dieser Arbeit
isolierten Verbindung [7], handelt es sich um den Methylester dieser durch Rosenthal aus
Dipterocarpol synthetisierten Substanz. Das Epimerengemisch [8ab] stellt also das
Zwischenprodukt dieser oxidativen Umsetzung dar. Es ist anzunehmen, dass diese Derivate in

der Pflanze ebenfalls nach diesem Reaktionsschema gebildet werden.

21 OH

; 20 25
N

Abbildung 4.3.: Oxidative Bildung der Dammaran-Seitenkette der Verbindungen [7]
Uber Verbindungen [8ab] (bzw. [9ab]) ausgehend von Verbindung [1].

Die Struktur der Verbindungen [9ab] l&sst sich dagegen direkt auf das Dipterocarpol
zurlickfihren, welches in der Seitenkette gemalR der von Van der Doelen & Boon [2000]
vermuteten Reaktion oxidativ derivatisiert vorliegt. Das Dipterocarpol selbst stellt die 3-
Ketoverbindung des Dammarendiols dar (siehe Abbildung 4.1.). Van der Doelen und Boon

[2000] zeigen, dass es auch unter dem Einfluss organischer Lésungsmittel, v.a. Aceton in
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Kombination mit UV-Licht zu der beschriebenen Ringbildung in der Seitenkette kommen

kann. Es ist also nicht auszuschliel3en, dass es sich bei [8ab] und [9ab] um Artefakte handelt.

Bei den Verbindungen [2], [3], [5], [6] und [7] handelt es sich um Methylester der
entsprechenden Séduren. Die Frage, ob es sich bei diesen Derivaten nicht lediglich um die
wahrend der Extraktion und Isolierung entstandenen Methylierungsprodukte der genuinen
Sauren handelt, kann nicht abschlieBend beantwortet werden. Einige Befunde sprechen aber

eher dafur, dass es sich tatsachlich um Naturstoffe handelt (s.u.).

Die Verbindung [1] wurde in heiBem Methanol geldst und unter langsamer Abkihlung
innerhalo mehrerer Wochen umkristallisiert. Dennoch  zeigt die anschlieBende
Kristallographie die underivatisierte Sdure und nicht den Methylester. Auch die NMR-
Spektroskopie von Proben, die lange in Methanol geldst aufbewahrt wurden, zeigt keine
Methoxysignale. Leider kann auch die gaschromatographische Analyse der Hexanextrakte,
die nie mit Methanol in Kontakt gekommen waren nicht weiter helfen, da hier kinstlich
methyliert werden musste, um eine GC-Gangigkeit zu gewadhrleisten. Vergleiche der
Dinnschicht-Chromatogramme geben ebenfalls keine Hinweise auf Methylester in den
Hexanextrakten. Die Methylester waren auch im Methanolextrakt von A. ignea nur in
vergleichsweise geringen Konzentrationen zu finden. Es ist aber nicht auszuschlief3en, dass es
in der Gegenwart eines im Rohextrakt vorhandenen Katalysators doch zu einer artifiziellen

Methylierung kommen kann.

Die Derivatisierung des Extraktes (Acetylierung und Methylierung) fiihrt bei Aoki et al.
[1988] zur Umsetzung der S&uregruppe des Ringes A (Methylierung) und der
Hydroxylgruppe an C-24 (Acetylierung). Wir haben aber mit der Verbindung [3] einen
Methylester vorliegen, bei der die Hydroxylgruppe 24-OH nicht derivatisiert vorliegt. Bei der
Verbindung [5] dagegen finden wir neben dem Methylester in Position 3 eine Methoxygruppe
an C-25. Nimmt man an, dass es sich bei der Verbindung [5] um die wahrend der Isolierung
artifiziell derivatisierte Verbindung [4] handelt, die die freie Sdure und eine Hydroxylgruppe
an C-25 besitzt, dann stellt sich die Frage, warum nicht auch die Hydroxylgruppe der
Verbindung [3] an C-24 derivatisiert vorliegt. Bei der Verbindung [5] sollte die Methylierung
im Vergleich zur Verbindung [3] auflerdem durch die benachbarten geminalen
Methylgruppen sterisch behindert sein. Wenn allerdings die Methoxyfunktion der Verbindung
[5] nicht aus Verbindung [4], sondern, gemaR dem in Abbildung 4.5. gezeigten Mechanismus,
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indirekt aus Verbindung [3] hervorgeht, dann kann dieser Zusammenhang nicht als Argument

gewertet werden.

Dennoch ist es aufgrund der hier aufgefiihrten Argumente wahrscheinlich, dass es sich bei

den gefundenen Derivaten nicht um Artefakte, sondern um genuine Naturstoffe handelt.

In der Abbildung 4.5. sind die angenommenen biogenetischen Mechanismen gezeigt, die zu
den Epoxid- bzw. Hydroxylfunktionen in den Seitenketten der Triterpene flihren konnten. Die
hier dargestellten biogenetischen Zusammenhénge sind zum Teil spekulativ. Sofern es sich
bei den verschiedenen Seitenketten der einzelnen Derivate nicht um Artefakte handelt, ist
anzunehmen, dass i.d.R. Enzyme an den Derivatisierungen beteiligt sind. Fur die dargestellten
Mechanismen sind in der Abbildung 4.5. z.T. Zwischenprodukte gezeigt, fur die in dieser
Arbeit keine Vertreter isoliert wurden. Auch bei diesen hypothetischen Zwischenprodukten
kdnnte es sich um tatsachliche Pflanzeninhaltsstoffe handeln, wenn die beteiligten Enzyme

diese nicht umgehend umsetzen.

Ausgehend vom Protersteryl- bzw. Dammarenylkations (siehe Abbildung 4.1.) kann es, neben
der Séattigung mit Wasser auch durch einen Elektronendonator zur Abséttigung kommen,
wodurch Derivate mit einer einzelnen Methylgruppe an C-20 entstehen, wie im Falle der
Verbindung [13], [14], [15], [16] und [17]. Alternativ ist auch eine Eliminierung eines
Protons denkbar, wodurch die Exomethylengruppe in dieser Position gebildet wird, wie sie in
den Derivaten [10], [11] und [12] vorliegt (siehe Abbildung 4.5.). Durch Oxidation der A%*%-
Doppelbindung wird jeweils eine Epoxidfunktion gebildet [vgl. Huang et al. 1999]. Auf diese
Weise lasst sich die Bildung der Verbindungen [10], [11], und [15], sowie die Epoxidfunktion
der Verbindung [16] erklaren. Durch ein Proton entsteht ein Kation mit Hydroxylgrupe an C-
24 [Huang et al. 1999], welches durch Addition von Wasser zur Einfiihrung einer weiteren
Hydroxylgruppe in Position 25 reagiert. So kénnen die Seitenketten der Derivate [12] und
[14] entstehen (siehe Abbildung 4.5.). Alternativ dazu kann Uber das Epoxid auch eine
Hydroxylgruppe an C-25 gebildet werden, wie bei Nes & Schmidt [1988] gezeigt. Durch
weitere Oxidation ist die Einfuhrung einer zusatzlichen Hydroxylgruppe in Position 23
moglich, wodurch Verbindung [17] aus einem Derivat mit vergleichbarer Seitenkette wie
Verbindung [14] entstehen kann. Alternativ kann die Seitenkette von [17] auch, wie oben
beschrieben aus einer Seitenkette entstehen, wie sie bei [16] vorliegt. Eine Seitenkette mit

Exomethylengruppe an C-25 und Hydroxylgruppe an C-24 (vgl. Verbindung [3]) konnte, wie
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in Abbildung 4.5. gezeigt, einerseits aus dem 24,25-Dihydroxyprodukt durch
Wassereliminierung [vgl. Nes & Schmidt 1988], oder aber durch Abspaltung eines Protons
aus der Methylgruppe des Kations entstehen. Die Einfuhrung einer A%?*-Doppelbindung
lieBe sich ebenfalls durch Wassereliminierung aus dem 24,25-Dihydroxyprodukt erklaren.
Eine andere Moglichkeit besteht Giber die Eliminierung und Wiedereinfihrung eines Molekiils
Wasser an anderer Stelle. Auf diese Weise kann man sich die Bildung der Seitenkette der
Verbindung [4] vorstellen. Die Methoxygruppe der Verbindung [5] kann formalchemisch
diese Seitenkette als Ursprung haben und durch Methylierung (u.U. artifiziell) entstehen, oder
aus der Zwischenstufe mit zwei Doppelbindungen durch Methanoladdition gebildet werden.
Dem Hydroperoxid (Verbindung [6]) konnte ebenfalls dieses Dien zugrunde liegen (siehe
Abbildung 4.5.).

Inwieweit es sich bei den gezeigten, formalchemischen Zusammenhéngen um naturlich in der
Pflanze ablaufende Prozesse, um postmortale Alterungsprozesse oder Artefaktbildungen

handelt, lasst sich hier nicht beantworten.

Bei vielen Triterpenen kommt es durch oxidative Demethylierung zu Verlusten von
Methylgruppen. Die Abbildung 4.4. zeigt den denkbaren Mechanismus dieser Synthese Uber
eine Oxidation einer Methylgruppe bis zur S&urefunktion mit anschlieender Eliminierung
des Kohlenstoffes als Kohlendioxid. Eine solche Nor-Verbindung stellt auch das in Aglaia
gefundene 31-Norcycloartenol (Verbindung [13]) dar. Ghisberti et al. [1969] haben den
Reaktionsmechanismus anhand des 31-Norcycloartanols untersucht. Diese Verbindung
unterscheidet sich lediglich durch die fehlende A%**-Doppelbindung von Verbindung [13].
Nach den Ergebnissen der Autoren kommt es zum Verlust der 4o-Methylgruppe, wéhrend die

4B-Methylgruppe zur 4o-Position invertiert wird.

Ox -CO,

;‘{J HO j{) HO

CHO COOH

Abbildung 4.4..: Biosyntheseschema zur Eliminierung einer Methylgruppe an Ring A
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Abbildung 4.5.: Mdgliche Biogenese der Seitenkette der verschiedenen in dieser Arbeit isolierten Triterpene
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4.2. Massenspektrometrie der Triterpene

4.2.1. Screening der Aglaia-Extrakte

In dieser Arbeit ist es gelungen einen Teil der isolierten Triterpene mit Hilfe der an die
Massenspektrometrie gekoppelten Gaschromatographie zu detektieren. Teilweise mussten die
einzelnen Derivate, insbesondere die 3,4-Seco-Sduren derivatisiert werden, um eine GC-
Gangigkeit zu erzielen. Das verwendete Methylierungsreagenz TMSH ist besonders fur die

Umsetzung von Carbonséuren in die entsprechenden Methylester geeignet.

Hydroxylgruppen in der Seitenkette lassen sich offensichtlich nur zum Teil mit dem Reagenz
umsetzen, was im Falle der Verbindung [4] in drei verschiedenen Signalen im
Chromatogramm resultiert. Eine langere Methylierungszeit fihrt lediglich zur Verschiebung
der Verhdltnisse der auftretenden Signale. Es ist nicht gelungen die Verbindung [4]

quantitativ in ein einziges Produkt zu tberfuhren.

Die relativ stark oxidierten Verbindungen [14], [16] und [17] konnten nicht GC-géngig
gemacht werden. Fir Alkohole sind im Handel verschiedene andere Methylierungsreagenzien
erhaltlich, mit welchen es moglich sein sollte, auch diese Derivate mit Hilfe der
Gaschromatographie zu detektieren. In dieser Arbeit wurden jedoch solche Experimente aus

Zeitgrunden nicht mehr durchgefihrt.

Mit den nun zur Verfligung stehenden Massenspektren konnte schliel3lich eine
Spektrenbibliothek erstellt werden. In Kombination mit den Retentionszeiten war es einerseits
mdoglich die verschiedenen Verbindungen in derivatisierter Form in den Extrakten
nachzuweisen, aus welchen sie in dieser Arbeit isoliert wurden. Zum anderen ermdglichte es
die Spektrenbibliothek aber auch die entsprechenden Verbindungen in den Extrakten anderer
Pflanzenorgane und Pflanzenarten der Gattung Aglaia in gewissen Konzentrationsgrenzen zu

detektieren.

Es muss kritisch diskutiert werden, inwiefern die gefundenen Ubereinstimmungen eine
eindeutige ldentifikation der Derivate ermoglicht. Bei geringeren Konzentrationen in den

jeweiligen Hexan-Rohextrakten ergeben sich entsprechend schlechtere Ubereinstimmungen
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der Massenspektren. Zum Teil tauchen in den Spektren nur noch die Fragmente mit kleineren
m/z-Werten auf, die sich bei &hnlichen Derivaten durchaus gleichen kénnten. Allerdings muss
das Ergebnis immer in Kombination mit der Ubereinstimmenden Retentionszeit bewertet
werden. Diese macht eine positive ldentifikation wahrscheinlich. AufRerdem zeigt ein Versuch
mit der Verbindung Lupeol, dass eine geringe Konzentration zu einer schwachen
Ubereinstimmung fiihrt (hier nur 17%) und das die Spektrenbibliothek in diesem Fall nur
noch die fast identische Ketoverbindung Lupeon mit einer Ubereinstimmung von 7 Prozent in
der Trefferliste auflistete. Andere Derivate konnten aus Zeitgrinden und aufgrund eines
Geratedefekts nicht mehr durchgefihrt werden.

Ob nicht nachweisbare Derivate tatsachlich nicht in den untersuchten Extrakten vorkommen,
oder ob sie dort nur in entsprechend geringen Konzentrationen vorkommen, die jenseits der
Nachweisgrenze liegen, kann nicht ausgeschlossen werden. Zumindest das Steroid [20b]
konnte nicht im Hexanextrakt von A. pleuroptiris gefunden werden, obwohl es aus dieser

Pflanze isoliert wurde.

Zwischen den Derivaten [1] und [2] bzw. [4] und [5] kann nicht unterschieden werden, da die
freien Sduren [1] und [4] nach der Methylierungsreaktion methyliert vorliegen. Bei der
Verbindung [4] konnte das auch die Hydroxylgruppe in Position 25 betreffen, was im Derivat

[5] resultieren wiirde.

Von den 3,4-Secoverbindungen konnten v.a. die Derivate [3], [4], [7] und [8ab] in
verschiedenen Extrakten nachgewiesen werden (siehe Ergebnistabelle 3.15.). Die
Verbindungen [8a] bzw. [8b] zeigen im Chromatogramm das stérkste Signal. Vielleicht
entsteht dieses Derivat gemal? dem in Abbildung 4.3. gezeigten Mechanismus aus der
Vorstufe [1]. Unter den Bedingungen bei der Gaschromatographie ist eine artifizielle Bildung
nach diesem Mechanismus nicht unwahrscheinlich. In diesem Fall sollte aber auch das
Methylierungsprodukt der Verbindung [1] zu finden sein. Das ist aber nur bei Aglaia ignea
der Fall, der Pflanze, aus welcher dieses Derivat isoliert werden konnte. Vielleicht wird in A.
ignea dieses Derivat angereichert, wahrend in den anderen Arten die Metabolisierung

begunstigt wird.

Auch die Verbindungen [9a] bzw. [9b], die vermuteten biogenetischen Vorlaufer der

Verbindungen [8a] und [8b] sowie des Lactons [7], kénnen in den meisten Extrakten

-190 -



Diskussion

detektiert werden (siehe Tabelle 3.15.). Es ist wahrscheinlich, dass die
Metabolisierungsprodukte auch in den Extrakten vorkommen, in welchen sie sich, vermutlich

wegen zu geringer Konzentrationen nicht nachweisen lassen.

Auffallig ist das Auftreten der 20-Exomethylen-Dammarane [10], [11] und [12]. Diese, aus
den Blattern von Aglaia duppereana isolierten Verbindungen, sind ansonsten nur noch in den
Extrakten von A. odorata und A. polysticha nachzuweisen, dort ebenfalls aus den Bléattern.
Weder in den anderen Extrakten von A. duppereana (Bliten, Rinde, Wurzeln und Zweige),
noch in der Rinde von A. polysticha tauchen diese Derivate auf. Auch in der Literatur werden
diese Substanzen fur die Blattdroge von A. odorata beschrieben [Shiengthong et al. 1965,
1974, Boar et al. 1973, 1977]. Das sind starke Indizien dafur, dass diese Dammarane mit einer
Exomethylengruppe an C-20 durch die Pflanzen spezifisch in den Blattern akkumuliert bzw.
dort gebildet werden.

Bei den anderen Derivaten fallen keine weiteren Besonderheiten auf. Da es sich aber z.B. bei
dem Lupeol [18] um eine weitverbreitete Verbindung handelt, ist es wahrscheinlich, dass
dieses Derivat (und natirlich auch das Oxidationsprodukt Lupeon [19]) in geringeren

Konzentrationen auch in den anderen Extrakten vorkommt.

4.2.2. Fragmente der verschiedenen Triterpene

Die detaillierte Betrachtung der im GCMS-Sceening, bzw. durch die anderen

Massenspektrometrien erhaltenen Spektren, zeigt typische Fragmente der einzelnen Derivate.

Bei den Secodammaranen tauchen im EIMS die Molekllionen nach Eliminierung der
Hydroxylgruppe als formale Wasserabspaltung an C-20 auf. Diese Fragmentierung ist fur
Dammarane mit einer Hydroxylgruppe in dieser Position bekannt [Yamashita et al. 1998].
Das gilt fur die Derivate [1], [2], [3] und [5]. Bei der Verbindung [4] kommt es gleich zur
formalen Abspaltung zweier Wassermolekiile, entsprechend einer weiteren Hydroxylgruppe
an C-25. Nur im FABMS léasst sich das Molekulargewicht, allerdings unter Addition von
Natrium flr diese Verbindungen finden. Die Derivate [7] und [8ab] dagegen, bei denen die
urspringliche Hydroxylgruppe die Etherbricke des Ringes bildet, liefern das erwartete
Molekulargewicht auch im EIMS.
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Mdgliche Substrukturen flir charakteristische Fragmente sind in den Abbildungen 4.6, 4.7,

und 4.8. zusammengefasst.

mmo

=

m/z 109 m/z 125 m/z 82

a) b) ©)
m/z 99 m/z 143 m/z 125
d)

_|®

<]

(0] 0) +H

m/z 205 m/z 207
f)
® ®
CH,
COOCH;z g) COOCH,4
m/z 235 m/z 249

Abbildung 4.6.: Verschiedene MS-Fragmente der isolierten Verbindungen.

Fur die Verbindungen [1] bzw. [2] erhédlt man als typisches Fragment mit hdchster
Signalintensitat fur die Seitenkette ein Molekulion mit m/z 109 (Abbildung 4.6. a) [z.B. Aplin
& Cox 1975, van der Doelen et al. 1998]. Dieses Fragment entsteht aus der Seitenkette dieser

Verbindungen nach formaler Abspaltung eines Molekuils Wasser.
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Im GCMS zeigte sich nach der Derivatisierung mit TMSH fir Verbindung [3] ein
Hauptfragment mit m/z 125. Eine denkbare Substruktur flr dieses Fragment ist in Abbildung
4.6. b gezeigt.

Ein charakteristisches Fragment mit m/z 82 (bzw. 81 [-H]) fur sowohl Verbindung [4] als
auch Verbindung [5] erscheint im GCMS nach Derivatisierung mit TMSH. Eine mdgliche
Struktur dieses Fragmentes, nach Eliminierung der Hydroxyl- bzw. Methoxyfunktion von C-
25 ist in Abbildung 4.6. c dargestellt. Dieses Fragment finden auch Waterman & Ampofo
[1985] im EIMS bei einem Derivat mit vergleichbarer Seitenkette wie Verbindung [4].

Bei dem ersten der drei Signale im GCMS fir die Verbindung [4] nach Derivatisierung taucht
mit m/z 154 ein Fragment auf, welches im FABMS 100 Prozent Intensitdt zeigt. Dieses
Fragment ist auch bei Verbindung [5] im GCMS und FABMS und fur die Verbindung [6] im
FABMS zu finden. Alle drei Derivate besitzen eine A?***-Doppelbindung und unterscheiden

sich nur hinsichtlich des Substituenten an C-25.

Ein typisches Fragment fur den Lactonring der Verbindung [7] kann im GCMS mit m/z 99
gefunden werden (Abbildung 4.6. d) [z.B. Singh & Aalbersberg 1992].

Fur die Epimerengemische [8ab] und [9ab] treten zwei charakteristische Fragmente in
Erscheinung, von denen das kleinere mit m/z 125 durch formale Eliminierung eines Molekdls
Wasser aus dem grofieren mit m/z 143 hervorgeht (Abbildung 4.6. e). Bei diesen Derivaten

erscheint das Fragment mit m/z 143 mit hochster Intensitat.

Fir methylierte 3,4-Secodammaranséduren mit Hydroxylgruppe an C-4 beschreiben
Govandachari et al. [1994] zwei Fragmente mit m/z 249 und m/z 235 (siehe Abbildung 4.6.9),
die durch Eliminierung von Wasser entstehen. Das Fragment mit m/z 249 ist auch bei der
Verbindung [2] bzw. bei Verbindung [1] nach Derivatisierung zu finden, fehlt aber bei den

anderen Derivaten mit Methylester in Position 3.
Fur die Grundstruktur der 3,4-Secodammarane lassen sich keine, bei allen Derivaten

auffallende und damit charakteristische Fragmente identifizieren. Die Abbildung 4.7. zeigt

jedoch mdogliche Substrukturen einzelner fir die isolierten Derivate gefundener Fragmente.
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Eine Fragmentierung zwischen C-24 und C-25 tritt beispielsweise bei sowohl der Ring A-
geschlossenen Form [9ab], als auch bei den 3,4-Secoverbindungen [8ab] mit Fragmenten von
m/z 399 bzw. m/z 429 auf.

Die Dammarane mit geschlossenem Ring A und Carbonylgruppe in Position 3 zeigen
Fragmente mit m/z 205 bzw. m/z 207 [van der Doelen 1998]. Die vermuteten Substrukturen
sind in der Abbildung 4.6. f dargestellt. Dementsprechend sind diese Fragmente im EIMS der
Derivate [9ab], [10], [11] und [12] zu finden. Im EIMS lassen sich fur die 20-
Epoxydammarane [10], [11] und [12] keine gemeinsamen Fragmente identifizieren, die als
Hinweis auf gemeinsame strukturelle Merkmale liefern konnten. Im FABMS teilen jedoch
alle drei Derivate die Fragmente m/z 329 und m/z 77. Die beiden 3-Ketoverbindungen [11]
und [12] besitzen ein Fragment mit m/z 163. Alle 3-Ketodammarane ([9ab], [11] und [12])
zeigen ein Fragment mit m/z 313 (siehe Abbildung 4.7.). Ein entsprechendes Fragment flr die
Ring A offene Form erscheint mit m/z 343 fiir Verbindung [2] bzw. nach Methylierung fir
Verbindung [1].

Bei den Cycloartanen kdnnen keine die Grundstruktur definierende und bei den isolierten
Derivaten [13], [14] und [15] Ubereinstimmenden Fragmente identifiziert werden. Auch die
zu erwartende Differenz der Fragmente von m/z 14, die sich durch die zusétzliche
Methylgruppe der Verbindung [15] ergeben, l&sst sich im Vergleich der auftretenden
Fragmente nicht finden. Ein Fragment von m/z 394 bei [13] stellt das [M-H,O] dar.

Die Lupane, Lupeol und Lupeon ([18] und [19]), liefern neben den Molekilionen weitere
Fragmente im EIMS, die sich jeweils um zwei Masseneinheiten unterscheiden (m/z 411/409,
m/z 315/313, m/z 234/232 und m/z 207/205) und damit der Hydroxyl- bzw. Ketogruppe an C-
3 Rechnung tragen. Weitere Fragmente zeigen mit m/z 218, 189, 135, 121 und 109

gemeinsame Werte flr beide Derivate.
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COOCH, COOCH; o

m/z 343
m/z 345 m/z 313

miz 429 m/z 399

Abbildung 4.7.: Mogliche Substrukturen verschiedener Fragmente der Secodammarane

und Dammarane

Bei beiden Tirucallanen (Verbindungen [16] und [17]) fallt im EIMS ein Hauptfragment bei
m/z 369 auf. Das genannte Fragment wird durch die Literatur zu diesen Verbindungen
bestatigt [Gray et al. 1988, Su et al. 1990, Itokawa et al. 1992, Benosman et al. 1995] und
dort als [CasH3;0,]" identifiziert. Eine denkbare Substruktur zeigt auch die Abbildung 4.8.
Weitere gemeinsame und damit als Hinweis auf entsprechende Substrukturen zu verstehende
Fragmente finden sich mit m/z 441, 423, 351, 325, 271 und 161.

-195 -



Diskussion

m/z 369

Abbildung 4.8.: Charakteristisches Fragment der tirucallanen Verbindungen [16] und
[17].

4.2.3. Potential der GCMS-Detektion

Mit Hilfe der GCMS-Analytik ist es moglich, bereits auf der Ebene der Rohextrakte die in die
Spektrenbibliothek aufgenommenen Reinsubstanzen zu detektieren. Das gilt aber
insbesondere fir schon fraktionierte Extrakte, bei denen die Verbindungen angereichert
werden. Dies ermoglicht eine gezielte Suche nach einzelnen Derivaten, die aufgrund der
Absorptionseigenschaften nicht tGiber die HPLC-Dioden-Array-Detektion zugéanglich sind.

Im Abschnitt 4.2.2. werden MS-Fragmente der in dieser Arbeit isolierten triterpenoiden
Verbindungen vorgestellt. Diese kdnnen als substrukturelle Merkmale verstanden werden.
Auf diese Weise konnen Aussagen uber im Gaschromatogramm auftauchende Signale
gemacht werden. Beispielsweise tauchen im Chromatogramm verschiedener Aglaia-Extrakte
bei anderen Retentionszeiten weitere Signale mit einem typischen Fragment von m/z 99 auf,
welches einen Lactonring, vergleichbar mit dem in Verbindung [7] indiziert. Als
biosynthetischer VVorlaufer dieses Derivates wére z.B. die entsprechende Ring-A-geschlossene

Verbindung denkbar.

Die GC-Analytik kann auch als ein komfortables Werkzeug verstanden werden, um, wie hier
schon ansatzweise gezeigt, verschiedene, verwandte Arten, oder auch verschiedene
Pflanzenorgane hinsichtlich ihrer Inhaltsstoffe zu vergleichen. Das kdnnte Ansatzpunkte fiir
die Diskussion um die 6kologische Funktion oder die Orte der Biosynthese bzw. Lagerung
von Naturstoffen dieser Klasse liefern.
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4.3. Biologische Aktivitat

In Abhéngigkeit, u.a. von der Verfugbarkeit der Verbindungen und den Maglichkeiten fir die
Durchfihrung in anderen Instituten wurden in dieser Arbeit verschiedene Biotests

durchgefiihrt.

4.3.1. Potentielle insektizide Aktivitat der isolierten Verbindungen

Sogenannte ,Dammar Resine”, natirliche Harze, welche hohe Anteile triterpenoider
Verbindungen des Dammaran-Typs, wie beispielsweise die Dammarenolsdure [1] enthalten,
wurden als mogliche Komponenten experimenteller Insektizide untersucht [Poehland et al.
1987]. Der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Test auf insektizide Aktivitat an
Spodoptera littoralis ergab allerdings bei einer Inkorporation von 1 mg Reinsubstanz
(entspricht in etwa 250 ppm) kein positives Ergebnis. Die Raupen des Falters entwickelten

sich bei Applikation wie die Kontrollen.

Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass Verbindungen dieses Strukturtyps keine wahrscheinlichen
Kandidaten flr insektizid wirksame Inhaltsstoffe aus der Familie der Meliaceen sind, wie
beispielsweise die Limonoide wie das Azadirachtin aus Azadirachta indica oder die ebenfalls
stark insektiziden Rocaglamide aus Aglaia [Rembold & Puhlmann 1995; Klocke 1989;
Proksch et al. 2001].

4.3.2. Zytotoxische Aktivitat der isolierten Verbindungen

Fur verschiedene auch in dieser Arbeit gefundener triterpenoider Verbindungen sind bereits

Daten zu zytotoxischen Aktivitaten bekannt.

Rivero-Cruz et al. [2004] haben die auch in dieser Arbeit untersuchte Art Aglaia ignea
bearbeitet. Die Biotest-gesteuerte Fraktionierung mit einem Test auf Zytotoxizitat gegentiber
epidermalen Karzinomzellen (KB) des Menschen flhrte zur Isolierung der auch in der
eigenen Arbeit gefundenen triterpenen Verbindungen [1], [4], [8b], [9a] und [9b] aus den
zytotoxisch aktiven Fraktionen. Diese zeigten aber mit EDsp-Werten tiber 1x10° nM keine

nennenswerte Zytotoxizitat. Benosman et al. 1994 haben im Rahmen einer Biotest-
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gesteuerten Fraktionierung eines ethanolischen Extraktes von Aglaia leucophylla unter
anderem die in der eigenen Arbeit isolierten Verbindungen Eichleriansdure [8a], Cabraleon
[9a] und Ocotillon [9b] gewonnen. Sie geben Werte fiir die prozentuale Zytotoxizitat der
Verbindungen [8a] und [9b] gegenlber KB-Zellen im Vergleich zu Kontrollen (keine
Zytotoxizitat) bei Konzentrationen von 10ug/ml, 1ug/ml, 0.5ug/ml und 0.1pg/ml an. [8a]
ergab dabei Werte von 31% und 14% flr die Zytotoxizitat in den Konzentrationen 10ug/ml
bzw. 1ug/ml und fir [9b] Werte von 75 %, 46% bzw. 30% in den Konzentrationen 10ug/ml,
1pg/ml und 0.5ug/ml. Bei 0.1ug/ml zeigte Ocotillon [9b] keine Aktivitdat mehr. Nach den
Autoren scheint hauptsachlich Ocotillon fur die zytotoxische Aktivitat des A. leucophylla-
Rohextrakts verantwortlich zu sein [Benosman et al. 1994]. Hier wird also im Gegensatz zu

Rivero-Cruz et al. [2004] von einer Zytotoxizitat der Verbindungen [8a] und [9b] berichtet.

Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse eines Tests auf Zytotoxizitat durchgefihrt in
Mainz am Institut fur Physiologische Chemie von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr.
Steube zeigen bei Testkonzentrationen von 3ug/ml bzw. 10ug/ml nur fir die L5178Y-
Zelllinie positive Resultate fur die Verbindungen [1] und [3], wohingegen Tests an HelLa- und
PC12-Zellen negativ verliefen. Die Verbindung [5] zeigte hier Uberhaupt keine Aktivitét. In
den in Bochum in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Uberla von Dr. Charles Esimone
durchgefiihrten Experimenten konnte dagegen fir fast alle getesteten Substanzen gegeniiber
HeLa-Zellen ein TCso-Wert zwischen 12.7ug/ml und 107.1ug/ml gefunden werden. Jedoch ist
auch hier bei einer Konzentration im Bereich von 10pg/ml kaum eine Zytotoxizitat zu
registrieren. Wie die Abbildung 3.58. zeigt betrégt in diesem Experiment die Luciferase-

Aktivitat Gber 100 Prozent bei Applikation der Verbindung [1] in der Konzentration 10ug/ml.

Die Verbindung [15] konnte von Cantrell et al. [1996] aus Borrichia frutescens isoliert
werden und zeigte im Biotest gegen den Erreger der Tuberkulose eine minimale
Inhibierungskonzentration von 8ug/ml und eine Zytotoxizitdt mit einem [Cso-Wert von
39.8ug/ml gegenuber CCL-81-Zellen. Gegenuber der HeLa-Zelllinie konnte in dieser Arbeit
fir Verbindung [15] ein TCso-Wert von 34.3ug/ml gefunden werden. Die gefundenen

Aktivitaten gegeniliber den CCL-81- und HeLa-Zellen scheinen folglich vergleichbar zu sein.

Itokawa et al. [1992] haben die auch in dieser Arbeit aus Aglaia isolierten tirucullanen
Verbindungen Niloticin [16] und Piscidinol A [17] als zytotoxische Komponenten mittels

Biotest-gesteuerter Fraktionierung aus Eurycoma longifolia gewonnen. Dabei konnten die
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Autoren flr Niloticin 1Cso-Werte von 1.5ug/ml bzw. 8.3ug/ml gegenuber P388- respektive
KB-Zellen und flr Piscidinol A Werte von 1.2ug/ml bzw. 5.0pug/ml gegendber den genannten
Zelllinien finden [Itokawa et al. 1992]. Fur diese beiden Derivate konnten hier gegeniber
HelLa-Zellen dagegen mit Werten von 23.4pug/ml fir [16] und 31.3pg/ml fir [17] deutlich
héhere TCso-Werte gefunden werden. Vermutlich sind diese Tirucallane gegentiber den P388-

und KB-Zellen starker zytotoxisch als gegenuiber der HeLa-Zelllinie.

4.3.3. Antivirale Aktivitat der isolierten Verbindungen

Ein Extrakt aus A. edulis zeigte eine in vitro Aktivitat gegentiber Herpes simplex [Lipipun et
al. 2003 und zitierte Literatur]. Im Rahmen einer Untersuchung verschiedener in Thailand
volksmedizinisch genutzter Pflanzenextrakte wurde von Lipipun et al. [2003] auch der
ethanolische Extrakt von Blattern der Art Aglaia odorata hinsichtlich der antiviralen Aktivitat
gegenulber Herpes simplex HSV-1, sowie gegentber Polioviren und den Erregern der Masern
getestet. Gegenuber den Kontrollen reduzierte der Extrakt aus A. odorata (100ug/ml) die
Plaquebildung in einem entsprechenden Test um 100 Prozent gegeniber den Kontrollen, was
eine Wirksamkeit gegentber den getesteten Viren belegt. Es zeigte sich, dass der A. odorata-
Extrakt nach subkutaner Injektion der Viren im Tierversuch an Méusen in Form einer oralen
Applikation des Extraktes signifikant Hautschadigungen limitierte, wahrend bei diesen in
vivo Behandlungen keine toxischen Effekte des Pflanzenextraktes beobachtet werden
konnten. Der Extrakt war zudem gegeniber Thymidin-Kinase-fehlerhaften-HSV-1- und
gegenliber Phosphonoacetat-resistenten HSV-1-Stammen wirksam [Lipipun et al. 2003].
Acyclovir (ACV), welches zur Behandlung von Herpes simplex Infektionen eingesetzt wird,
zeigte keine bessere Wirksamkeit als die wvon Lipipun et al. positiv getesteten
Pflanzenextrakte und soll ber einen anderen Wirkmechanismus verfiigen als ACV und
Phosphonoacetat, da die entprechenden Virenstdmme keine Resistenzen gegenilber den
Extrakten aufweisen [Lipipun et al. 2003]. Diese Ergebnisse zeigen, dass Aglaia-Arten als
Lieferanten fur therapeutisch nutzbare antivirale Verbindungen interessant sind, nicht aber,
welche Inhaltsstoffe wirksam sind und ob vielleicht gerade synergistische Effekte fir die

Wirksamkeit eine Rolle spielen.

Poehland et al. [1987] beschreiben die Ergebnisse eines in vitro Tests an Herpes simplex-
Viren. Die Hexanextrakte von Gierocarpus intricatus und Cowania mexicana (Rosaceae)

lieferten Dammarendiol-11 (wie Verbindung [1] mit geschlossenem Ring A und OH-Gruppe
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an C-3) und Isofouquierol (dieses unterscheidet sich von Verbindung [4] durch einen
geschlossenem Ring A mit OH-Gruppe an C-3) mit Anti-Herpes-Aktivitat. Daraufhin
untersuchten die Autoren kommerziell erhéltlicher Harze, die bereits oben beschriebenen
,Dammar Resine“, als natirliche phytochemische Quelle weiterer Verbindungen des
Dammaran-Typs. Solche Harze werden auch zur Konservierung von Prdperaten in der
Mikroskopie und als Schutzlacke in der Malerei verwendet [z.B. Van der Doelen & Boon
2000]. Die Biotest-gesteuerte Fraktionierung fiihrte zur Isolierung von neun Dammaranen mit
in vitro Aktivitat gegentber Herpes simplex Typ 1 und Typ 2, darunter Dammarenolséure [1],
Eichleriansdure [8a] und Shoreasdure [8b] [Poehland et al. 1987]. Die 1Cso-Werte lagen hier
fur [1] bei 3.0pg/ml gegeniber HSV-1 und 2.0pg/ml gegenuber HSV-2. Fir die beiden
Epimere [8ab] ergab sich jeweils ein 1Cso-Wert von 7.0ug/ml bzw. 8.0ug/ml gegeniiber HSV-
1 bzw. HSV-2 [Poehland et al. 1987]. Wie im Falle der in dieser Arbeit prasentierten
Ergebnisse haben Poehland et al. [1987] die Experimente an kultivierten Zelllinien
durchgefiihrt. Dort wurden morphologische Veranderungen der Zellen (cytopathischer Effekt)
als Mal} der viralen Infektion herangezogen. Die Autoren haben die Zellen vor Behandlung
mit den Testsubstanzen fur eine Stunde mit den Viren inkubiert. In dieser Untersuchung von
Poehland et al. [1987] wurden eine andere Zelllinie und andere Viren sowie ein anderes
Versuchsdesign verwendet. Aus diesem Grund kénnen die Resultate nicht vorbehaltlos mit
den hier présentierten Ergebnissen verglichen werden. Allerdings liegt der hier prasentierte
ICso-Wert gegenliber dem lentiviralen Vektor Vicl2dSB mit 4.8ug/ml im Bereich des bei
Poehland et al. [1987] beschriebenen Wertes von 3.0pg/ml. Auch bei Poehland et al. zeigen
die Epimere [8a] und [8b] eine geringere Aktivitét als die Dammarenolséure [1] Allerdings ist
dort der Unterschied bei einem Faktor von etwa 4.0 bzw. 2.3 gegeniber HSV-1 bzw. HSV-2
deutlich geringer als in der hier vorgestellten Arbeit mit einem Unterschied zwischen dem
ICso-Wert fiir die Verbindung [1] und dem fir das Epimerengemisch [8ab] um einen Faktor

von etwa 6.4.

In dieser Arbeit konnte die Dammarenolsdure [1] in groBer Menge aus dem Rindenextrakt
von Aglaia ignea gewonnen werden. In der Tat scheint es sich bei diesem Derivat, zumindest
in der genannten Art um eine der Hauptverbindungen zu handeln. Die oben beschriebenen
Ergebnisse der Tests am Herpes simplex Virus [Poehland et al. 1987] und die eigenen
Ergebnisse der Biotests gegentber verschiedenen viralen Erregern suggerieren, dass dieses
Derivat oder &hnliche Verbindungen eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung einer

antiviralen Aktivitat von Aglaia-Extrakten spielen kdnnten.
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4.3.3.1. Antivirale versus zytotoxische Aktivitat

Im Hinblick auf eine antivirale Aktivitat, vor allem im Falle von in vitro Tests an Zelllinien,
muss zwischen Verbindungen unterschieden werden, die aufgrund der tatséchlichen
antiviralen Aktivitat positive Ergebnisse liefern, und Substanzen, die zytotoxisch sind und auf
diese Weise sekundar die virale Aktivitat inhibieren. Mit Hilfe des Quotienten aus 1Cso- (50%
EinbulRe der viralen Aktivitat) und TCso-Wert (50% der Zellen sind beschédigt), dem
sogenannten Selektivitatsindex (S.1.), l&sst sich dieser Zusammenhang quantitativ erfassen. Je
hoher dieser Wert ist, desto selektiver ist die antivirale Wirksamkeit einer Testsubstanz.
Derivate, die einen S.l.-Wert grolRer als 5 ergeben, gelten gemeinhin als interessant im
Hinblick auf eine mogliche Anwendung als antivirale Praperate (Esimone, pers. Mitteilung).
Natdrlich spielt dabei auch eine mogliche Variabilitat der Zytotoxizitat und der antiviralen
Aktivitat gegenuber verschiedenen Zelllinien bzw. Viren eine Rolle und selbstverstandlich

sind neben dem Quotienten auch die absoluten Werte der Zytotoxizitat bedeutsam.

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Substanzen fiel im initialen Screening die schon als
antiviral wirksame Verbindung bekannte Dammarenolsdaure [1] [Poehland et al. 1987] mit
einem S.l1.-Wert von 8.3 auf. Der TCso-Wert fir die Zytotoxizitat der Dammarenolsaure
gegenlber der HeLa-Zelllinie ist mit 39.7ug/ml dabei relativ gering. Eine geringe
Zytotoxizitét ist wiinschenswert bei der Suche nach Substanzen mit spezifischer Wirksamkeit
gegen virale Erreger. Aus diesem Grund wurden mit dieser vielversprechenden Verbindung
weitere Tests auf antivirale Aktivitdt gegeniiber verschiedenen Vektoren und Viren

durchgefunhrt.

4.3.3.2. Spekulationen zum Wirkmechanismus

Lipipun et al. 2003 vermuten, dass sich die Wirksamkeit des Aglaia-Extraktes gegentber
verschiedenen Viren (Herpes-, Polio- und Masern), die unterschiedliche strukturelle
Merkmale und Replikationszyklen aufweisen, auf unterschiedliche Wirkmechanismen

mehrerer aktiver Verbindungen zuriickfihren lasst.

Hier werden Daten zur antiviralen Wirksamkeit der Verbindung [1] gegenuber verschiedenen

viralen Vektoren und Wildtypen présentiert.
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Der lentivirale HIV-1-Vektor Vicl2dSB gehort wie der HIV-1-Wildtyp zu den Retroviren, die
sich durch eine Proteinhille mit Funktion bei der Infektion auszeichnen und deren Genom mit
Hilfe einer Reversen Transkriptase (RT) in das Wirtsgenom integriert wird. Der adenovirale
Vektor besitzt dagegen keine Reverse Transkriptase und keine Proteinhille. Der ,,Respiratory
Syncytial Virus* (RSV), der bei kleinen Kindern in der Regel zu leichten Erkrankungen der
oberen Atemwege fiihrt, kann bei Risikogruppen auch in schweren Erkrankungen der unteren
Atemwege resultieren. Dieser Erreger gehort zu den Paramyxoviren, die Uber eine
Proteinhulle, aber keine Reverse Transkriptase verfugen und folglich auch nicht in das

Wirtsgenom integriert werden.

Die Dammarenolséure ist, wie die hier vorgestellten Experimente zeigen, aber beispielsweise
sowohl gegen Viren mit Hiillproteinen wie dem lentiviralen Vicl2dSB-Vektor, als auch ohne
Hille wie bei dem adenoviralen Vektor AdOW126 aktiv.

Der Reverse Transkriptase Test zeigt eine deutliche konzentratiosabhdngige Inhibierung
dieses Enzyms. Verbindung [1] ist auch gegen den adenoviralen Vektor AdOW126 und gegen

RSV wirksam. Letztere sind Viren, die keine Reverse Transkriptase besitzen.

Die Experimente unter Zugabe der aktiven Substanz [1] zu verschiedenen Zeiten (bei 30-
min(tiger Préinkubation, bei zeitgleicher Applikation der Substanz und des Vektors zur
Zelllinie und nach 2-stindiger Infektion der Zellen mit dem Virus) zeigen bei allen Ansétzen
eine starke Inhibierung der viralen Aktivitat. Dagegen zeigt das Anti-VSVG-Serum, welches
einen Antikorper gegen das virale Hillprotein darstellt und bei der Infektion der Zellen
bedeutsam ist, bei einer bereits tber zwei Stunden erfolgten Infektion eine erwartungsgeman
deutlich reduzierte Aktivitat. Das PMPA ist dagegen ein Reverse Transkriptase-Inhibitor und
hemmt folglich die virale Infektion erst nach dem Eintritt des Vektors bzw. Virus. Die
Wirksamkeit des PMPA ist bei einer VVorinfektion der Zellen ber einen Zeitraum von zwei
Stunden deutlich geringer. Es ist jedoch auch denkbar, dass die Wirksamkeit erst nach
langerer Zeit zum Tragen kommt (Esimone; pers. Mitteilung). Die Vorinkubation des PMPA
mit dem Virus sollte keinen Effekt auf die RT-Inhibierung und damit auf die antivirale
Wirksamkeit haben. Deshalb ist bei gleichzeitiger Applikation des Virus und des PMPA eine
vergleichbare Inhibierung zu erwarten. Die Ergebnisse bei diesen beiden Versuchsansatzen

unterscheiden sich in der Tat nicht deutlich. Die etwas reduzierte Wirksamkeit bei
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gleichzeitiger Applikation am Vektor Vicl2dSB liel3e sich eventuell durch eine behinderte
Aufnahme des RT-Inhibitors in Gegenwart des Vektors erkldren. Bei der kinetischen Studie
am HIV-1-Wildtyp sind die Verhéltnisse jedoch umgekehrt. Das spricht dafir, dass die
Unterschiede im Bereich der Standardabweichung liegen durften.

Die genannten Sachverhalte deuten darauf hin, dass die Verbindung [1] Uber verschiedene
Mechanismen wirksam ist. Damit ist eine von Lipipun et al. [2003] geforderte Beteiligung
verschiedener aktiver Substanzen in den Extrakten zwar wahrscheinlich, aber nicht zwingend.
Im Fall der getesteten Reinsubstanz [1] l4sst sich eine Verunreinigung mit einer oder
mehreren anderen und potentiell ebenfalls wirksamen Verbindungen selbstverstédndlich nicht
ausschlieBen. Hinweise dafiir gibt es unter Betrachtung des entsprechenden 'H-NMR-
Spektrums jedoch nicht. Eine entglltige Beantwortung der Frage nach dem

Wirkmechanismus muss vorerst unbeantwortet bleiben.

4.3.4. Potentielle chemodtkologische Funktion der aktiven Substanzen

Es ist aufgrund der Tatsache, dass in der Natur ein 6konomisches Prinzip gilt, anzunehmen,

dass viele pflanzliche Inhaltsstoffe in den produzierenden Organismen eine Funktion ausuben.

In dieser Arbeit konnten fir einige Verbindungen zytotoxische, fungizide und antivirale
Eigenschaften in in vitro Experimenten nachgewiesen werden. V.a. die Dammarenolséure [1]
zeichnet sich durch interessante Aktivitaten gegenlber den pflanzenpathogenen Pilzen der
Gattung Cladosporium, sowie gegen verschiedene Viren aus. Wie bereits erwéhnt scheint
dieses Derivat eine Hauptverbindung in Aglaia ignea darzustellen. Diese Tatsache rechtfertigt
die Annahme, dass die Dammarenolsdure auch in der Pflanze dem Schutz vor mikrobiellem
Befall dienen konnte. Die anderen hier untersuchten Derivate zeigen zum Teil geringe
Aktivitdten in den Biotests. Selbst wenn die gefundenen Derivate nicht die eigentlich
wirksamen Substanzen im Organismus darstellen, so kdnnte es sich, wie die oben diskutierten
biogenetischen Zusammenhange nahe legen, auch um biogenetische Vorstufen oder

Abbauprodukte aktiver Verbindungen handeln.
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Oben wurde die Mdglichkeit diskutiert, dass die Secodammaranen, inklusive der Verbindung
[1] Artefakte, also Oxidationsprodukte nativer Verbindungen sein konnten. Selbst in diesem
Fall waére jedoch ein Schutz der Pflanze durch diese Derivate im Sinne einer induktiven

Abwehr nach Zellschadigung beim Befall durch Schéadlinge denkbar.
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5. Anhang
5.1. Kristallstrukturdaten der Dammarenolsaure

Tabelle 5.1.: Daten der Kristall-Struktur-Analyse der Verbindung [1]

Kristalldaten

Empirische Formel C;30H5005 « CH;0H

M, 490.74

Kristallsystem orthorombisch

Raumgruppe P2:2:24

Gitterkonstanten Verfeinerung der kleinsten Fehlerquadrate
nicht zentrierter Positionen von 7998
gleichmédfig im rez. Raum verteilten Reflexen

a[A] 13.4980(7)

b[A] 18.9928(10)

c[A] 23.2738(17)

V, Z, Dy 5966.6(6) A°, 8, 1.093 g/cm’

Kristallfarbe farblos

Habitus planar

Kristallgrofle 0,8x0,7x 0,4 mm?>

Intensitdtsdatensammlung

Meftemperatur 18 °C

A (Mo-Ky) 0.71073 A

p 0.070 mm’'

6 -Bereich 2.05 —-26.00°

h,k,[-Bereich -16 —> 16, -23 — 23, -28 —> 28

Gem. Reflexe 86213

Unabh. Reflexe 11624 [Rin; = 0.0421]

Beob. Reflexe 7140 (F)> > 2 o (FyY))

Korrekturen Lp

Verfeinerung

Verfahren kleinste Fehlerquadratsumme nach F 2, volle
Matrix

Daten / Parameter 11624/ 826

Anpassungsgiite S=1.039°

R-Werte R1=10.0485,

[Fo>>2 o (Fo)] WwR2 =0.1127"°

Apmax/Apmin 0.257/-0.132 GA_3

(A/ O)max 0.000

aS: [Z(M}(]?o2 _Fcz)z)/(Nhkl _NParameter)]l/z; Rl1=% | |E}|_ Fc > Fo )

WR2 =[E(WF?=F»?*) /2w (F" mitw=1/[c> (F?)+(0.017 ((F} +2F?*)/3))*].
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Ausgewdhlte intramolekulare Abstande [A] und Winkel [°] in [1]:

Molekiil 1 Molekiil 2

01-C3 1.290(2) o1'-C3' 1.311(2)
02-C3 1.222(2) 02'-C3' 1.215(2)
03-C20 1.457(2) 03'-C20' 1.444(2)
Cl1-C2 1.529(3) cr-cz 1.525(3)
C1-C10 1.557(2) Cc1'-cio 1.559(3)
C2-C3 1.503(3) Cc2'-C3' 1.512(3)
C4-C28 1.471(4) C4'-C28' 1.484(4)
C4-C29 1.355(4) C4'-C29' 1.331(4)
C4-C5 1.528(3) C4'-C5' 1.530(3)
C5-Co6 1.535(3) C5'-Co' 1.534(3)
C5-C10 1.568(2) C5'-C10' 1.567(3)
C6-C7 1.514(3) Ce6'-CT' 1.506(3)
C7-C8 1.533(2) C7'-C8' 1.535(3)
C8-C9 1.568(2) C8'-C9' 1.564(2)
C8-Cl14 1.579(2) cg'-C14' 1.575(2)
C8-C18 1.536(3) C8'-C18' 1.544(3)
C9-Cl11 1.541(3) co-C1r 1.535(3)
C9-C10 1.570(2) c9'-C10' 1.575(3)
C10-C19 1.539(3) C10'-C19' 1.543(3)
Cl1-C12 1.528(3) Cl1-c12 1.529(3)
C12-C13 1.530(3) C12'-C13' 1.533(3)
C13-Cl14 1.554(2) C13-C14' 1.557(2)
C13-C17 1.548(2) C13'-C17' 1.547(3)
Cl14-C15 1.540(2) C14'-C15' 1.539(3)
C14-C30 1.546(3) C14'-C30' 1.541(3)
C15-C16 1.528(3) C15'-Cl16' 1.522(3)
Cl6-C17 1.550(3) Cl16'-C17' 1.551(3)
C17-C20 1.547(3) C17'-C20' 1.549(3)
C20-C21 1.522(3) c20-C21' 1.522(3)
C20-C22 1.529(3) C20'-C22' 1.531(3)
C22-C23 1.495(3) C22'-C23' 1.510(3)
C23-C24 1.500(3) C23'-C24' 1.505(3)
C24-C25 1.328(3) C24'-C25' 1.317(3)
C25-C26 1.502(3) C25'-C26' 1.507(3)
C25-C27 1.490(3) c25'-C27' 1.483(3)
C2-C1-C10 118.01(15) C2'-C1'-C10' 117.31(16)
C3-C2-C1 109.47(16) c3-Cc2'-C1' 110.94(17)
02-C3-01 123.07(18) 02'-C3'-01" 119.1(2)
02-C3-C2 121.8(2) 02'-C3'-C2' 122.2(2)
01-C3-C2 115.10(19) 01'-C3'-C2' 118.6(2)
C29-C4-C28 121.1(3) C29'-C4'-C28' 120.1(3)
C29-C4-C5 119.2(2) C29'-C4'-C5' 120.2(3)
C28-C4-C5 119.5(2) C28'-C4'-C5' 119.6(2)
C4-C5-C6 111.72(16) C4'-C5'-C6' 111.75(17)
C4-C5-C10 115.92(15) C4'-C5'-C10' 116.40(16)
Co6-C5-C10 111.19(16) Co6'-C5'-C10' 111.47(17)
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Ausgewdhlte intramolekulare Abstande [A] und Winkel [°] in [1] (Fortsetzung):

C7-C6-C5
C6-C7-C8
C7-C8-C18
C7-C8-C9
C18-C8-C9
C7-C8-Cl14
C18-C8-Cl14
C9-C8-Cl14
CI11-C9-C8
C11-C9-C10
C8-C9-C10
C19-C10-Cl1
C19-C10-C5
CI1-C10-C5
C19-C10-C9
C1-C10-C9
C5-C10-C9
C12-C11-C9
C11-C12-C13
C12-C13-C17
C12-C13-C14
C17-C13-C14
C15-C14-C30
C15-C14-C13
C30-C14-C13
C15-C14-C8
C30-C14-C8
C13-C14-C8
Cl16-C15-C14
C15-C16-C17
C13-C17-C20
C13-C17-Cl6
C20-C17-Cl6
03-C20-C21
03-C20-C22
C21-C20-C22
03-C20-C17
C21-C20-C17
C22-C20-C17
C23-C22-C20
C22-C23-C24
C25-C24-C23
C24-C25-C27
C24-C25-C26
C27-C25-C26

110.80(16)
113.33(16)
107.84(15)
109.39(15)
111.75(14)
111.01(14)
110.17(15)
106.71(13)
111.09(15)
114.11(14)
116.75(14)
104.77(15)
111.92(16)
109.96(15)
113.99(16)
109.11(14)
107.06(14)
113.33(17)
110.40(17)
121.34(16)
110.78(16)
103.94(14)
106.39(16)
100.57(14)
110.35(15)
115.89(14)
112.86(15)
110.06(13)
105.28(15)
107.64(16)
117.40(15)
103.11(15)
113.38(17)
107.62(16)
105.66(15)
107.92(18)
107.53(15)
113.36(16)
114.28(17)
117.51(18)
112.2(2)

128.8(3)

122.7(2)

121.8(2)

115.5(2)

C7'-Co6'-C5'
Ce6'-C7'-C8'
C7-C8'-C18'
Cc7-C8'-C9'
C18'-C8'-C9'
C7-C8'-C14'
C18'-C8'-C14'
C9'-C8'-C14'
CI11'-C9'-C8'
C11'-C9'-C10'
C8'-C9'-C10'
c19-clo-Ccr'
C19'-C10-C5'
C1'-C10'-Cs'
C19'-C10'-C9'
C1'-C10'-C9
C5'-C10'-C9
C12'-C11'-C9'
C11'-C12'-C13'
C12'-C13-C17'
C12'-C13'-C14'
C17-C13'-C14'
C15'-C14'-C30'
C15'-C14'-C13'
C30'-C14'-C13'
C15'-C14'-C8'
C30'-C14'-C8'
C13'-C14'-C8'
Cl6'-C15'-C14'
C15'-Cl16'-C17'
C13-C17'-C20'
C13'-C17-Cl16'
C20'-C17'-C16'
03'-C20'-C21"
03'-C20'-C22'
C21'-C20'-C22'
03'-C20'-C17'
C21'-C20'-C17'
C22'-C20'-C17'
C23'-C22'-C20'
C22'-C23'-C24'
C25'-C24'-C23'
C24'-C25'-C27T'
C24'-C25'-C26'
C27'-C25'-C26'

110.95(17)
113.55(17)
107.72(16)
109.45(15)
111.64(15)
111.04(15)
110.32(15)
106.70(14)
111.37(16)
114.02(15)
116.53(14)
104.22(15)
111.76(15)
109.66(16)
114.37(16)
109.57(14)
107.20(14)
113.22(17)
109.78(18)
121.41(16)
110.95(16)
104.24(14)
106.05(16)
100.21(15)
110.49(15)
116.35(15)
112.83(16)
110.15(14)
105.88(16)
107.44(16)
117.43(16)
103.21(15)
113.61(18)
105.10(17)
108.24(15)
108.55(18)
108.30(16)
112.50(16)
113.72(17)
116.89(17)
112.22)

128.6(2)

123.02)

121.72)

115.32)
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Ausgewdhlte intramolekulare Abstande [A] und Winkel [°] in [1] (Fortsetzung):

OI-H1

0O3-H3
CI-HIA/B
C2-H2A/B
C5-H5A
C6-H6A
Co6-H6B
C7-H7A
C7-H7B
C9-H9A
CIl11-HI1A
C11-HI11B
CI12-HI2A
C12-HI12B
C13-HI3A
C15-HI5A
C15-HI15B
Cl16-H16A
Cl6-H16B
C17-H17A
C18-H18A/B/C
C19-HI19A
C19-H19B
C19-H19C
C21-H21A/B/C
C22-H22A/B
C23-H23A/B
C24-H24A
C26-H26A/B/C
C27-H27A/B/C
C28-H28A/B/C
C29-H29A
C29-H29B
C30-H30A/B/C

C3-O1-H1
C20-03-H3
C2-C1-H1A/B
C10-C1-H1A/B
HIA-C1-HIB
C1-C2-H2A/B
C3-C2-H2A/B
H2A-C2-H2B
C4-C5-H5A
C6-C5-HS5A
C10-C5-H5A
C5-C6-HO6A
C7-C6-HO6A

0.8200
0.91(3)
0.9700
0.9700
1.027(19)
1.00(2)
0.91(2)
0.93(2)
0.97(2)
0.932(18)
0.98(2)
1.02(2)
0.86(2)
0.96(2)
0.997(18)
1.00(2)
1.06(2)
1.02(2)
0.86(3)
0.972(19)
0.9600
1.06(2)
0.939(19)
1.00(2)
0.9600
0.9700
0.9700
0.91(3)
0.9600
0.9600
0.9600
0.95(3)
0.94(3)
0.9600

109.5
108.1(18)
107.8
107.8
107.1
109.8
109.8
108.2
105.7(10)
107.1(10)
104.4(9)
109.8(12)
112.1(11)

OI'-HI
O3'-H3'
CI'-H1C/D
C2'-H2C/D
C5'-H5B
Co6'-H6C
C6'-H6D
C7'-H7C
C7-H7D
C9'-H9B
CI1I'-HI1C
CI11'-H11D
C12'-H12C
C12'-H12D
C13'-H13B
CI15'-H15C
C15'-HI5D
Cl6'-H16C
Cl6'-H16D
C17-H17B
C18'-H18D/E/F
C19'-H19D/E/F

C21'-H21D/E/F
C22'-H22C/D
C23'-H23C/D
C24'-H24B
C26'-H26D/E/F
C27'-H27D/E/F
C28'-H28D/E/F
C29'-H29C
C29'-H29D
C30'-H30D/E/F

C3-OI'-HI"'
C20'-03'-H3'
C2'-C1'-H1C/D
C10-CI'-H1C/D
HI1C-C1'-H1D
C1'-C2'-H2C/D
C3'-C2'-H2C/D
H2C-C2'-H2D
C4'-C5'-H5B
C6'-C5'-H5B
C10'-C5'-H5B
C5'-Ce6'-H6C
C7'-C6'-H6C

0.8200
1.10(3)
0.9700
0.9700
0.986(18)
0.92(2)
0.94(2)
0.94(2)
0.96(3)
0.932(18)
1.00(2)
0.97(2)
0.97(3)
0.97(2)
1.011(19)
0.98(2)
0.95(2)
1.02(3)
0.90(3)
0.964(18)
0.9600
0.9600

0.9600
0.9700
0.9700
0.92(3)
0.9600
0.9600
0.9600
0.95(3)
0.89(3)
0.9600

109.5
111.7(15)
108.0
108.0
107.2
109.5
109.5
108.0
103.7(10)
106.7(10)
105.909)
107.1(13)
111.9(12)
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Ausgewdhlte intramolekulare Abstande [A] und Winkel [°] in [1] (Fortsetzung):

C7-C6-H6B
C5-C6-H6B
H6A-C6-H6B
C6-C7-HT7A
C8-C7-H7A
C6-C7-H7B
C8-C7-H7B
H7A-C7-H7B
C11-C9-H9A
C8-C9-H9A
C10-C9-H9A
C12-C11-H11A
C9-Cl1-H11A
C12-C11-H11B
C9-CI11-H11B
HI11A-C11-H11B
C11-Cl12-H12A
C13-C12-H12A
C11-C12-H12B
C13-C12-H12B
HI12A-C12-HI12B
C12-C13-H13A
C17-C13-H13A
C14-C13-H13A
Cl16-C15-H15A
C14-C15-H15A
C16-C15-H15B
C14-C15-H15B
HI5A-C15-HI15B
C15-C16-H16A
C17-Cl6-H16A
C15-Cl16-H16B
C17-Cl6-H16B
H16A-C16-H16B
C13-C17-H17A
C20-C17-H17A
Cl6-C17-H17A

C8-C18-HI8A/B/C
HI8A-C18-HI8B/C

H18B-C18-H18C
C10-C19-H19A
C10-C19-H19B
HI9A-C19-H19B
C10-C19-H19C
HI9A-C19-H19C
H19B-C19-H19C

C20-C21-H21A/B/C
H21A-C21-H21B/C

H21B-C21-H21C

108.6(13)
110.9(13)
104.3(17)
110.8(11)
110.8(11)
110.1(11)
109.9(11)
101.2(16)
105.1(10)
105.0(10)
103.3(10)
112.0(12)
104.5(12)
107.2(10)
108.6(10)
111.2(17)
114.3(13)
105.7(13)
111.1(13)
112.3(13)
102.8(18)
106.9(9)
106.3(9)
106.7(9)
114.1(13)
109.9(14)
109.2(12)
107.9(12)
110.2(19)
114.3(12)
103.7(12)
108.6(18)
111.5(17)
111(2)
107.0(10)
107.1(10)
108.4(10)
109.5
109.5
109.5
114.5(12)
110.6(12)
108.5(17)
109.0(14)
104.5(18)
109.3(17)
109.5
109.5
109.5
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C7'-Cé6'-H6D
C5'-C6'-H6D
H6C-C6'-H6D
Co6'-C7'-H7C
C8'-C7'-H7C
C6'-C7'-H7D
C8'-C7-H7D
H7C-C7'-H7D
C11'-C9'-H9B
C8'-C9'-H9B
C10'-C9'-H9B
C12'-C11'-H11C
C9'-CI1'-H11C
C12'-C11'-H11D
C9'-CI11'-H11D
HI11C-C11'-H11D
CI11'-C12'-H12C
C13'-C12'-H12C
C11'-C12'-H12D
C13'-C12'-H12D
H12C-C12'-H12D
C12'-C13'-H13B
C17-C13'-H13B
C14'-C13'-H13B
C16'-C15'-H15C
C14'-C15'-H15C
C16'-C15'-H15D
C14'-C15'-H15D
HI15C-C15'-H15D
C15'-C16'-H16C
C17'-Cl16'-H16C
C15'-C16'-H16D
C17'-Cl16'-H16D
H16C-C16'-H16D
C13'-C17'-H17B
C20'-C17'-H17B
Cl16'-C17'-H17B
C8'-C18'-H18D/E/F
H18D-C18'-H18E/F
HI18E-C18'-HI8F
C10'-C19'-H19D/E/F
HI19D-C19'-H19E/F
HI9E-CI19'-HI9F

C20'-C21'-H21D/E/F
H21D-C21'-H21E/F
H21E-C21'-H21F

111.1(13)
112.3(13)
103.2(18)
113.2(12)
109.4(12)
113.0(14)
107.6(14)
99.1(19)
108.8(10)
103.1(10)
101.7(10)
109.9(12)
107.4(12)
110.6(11)
106.6(11)
109.0(17)
114.9(14)
107.3(14)
109.5(12)
111.1(12)
104.2(18)
106.1(10)
106.8(10)
106.5(9)
110.3(13)
109.0(13)
115.3(13)
112.1(14)
104.2(19)
113.1(14)
103.8(14)
112.7(15)
109.6(15)
110(2)
105.4(9)
107.2(9)
109.6(9)
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5

109.5
109.5
109.5



Anhang

Ausgewdhlte intramolekulare Abstande [A] und Winkel [°] in [1] (Fortsetzung):

C23-C22-H22A/B
C20-C22-H22A/B
H22A-C22-H22B
C22-C23-H23A/B
C24-C23-H23A/B
H23A-C23-H23B
C25-C24-H24A
C23-C24-H24A
C25-C26-H26A/B/C
H26A-C26-H26B/C
H26B-C26-H26C
C25-C27-H27A/B/C
H27A-C27-H27B/C
H27B-C27-H27C
C4-C28-H28A/B/C
H28A-C28-H28B/C
H28B-C28-H28C
C4-C29-H29A
C4-C29-H29B
H29A-C29-H29B
C14-C30-H30A/B/C
H30A-C30-H30B/C
H30B-C30-H30C

OIM-CIM
OIM-HIM
CIM-H1IM1/2/3
CIM-O1IM-HIM
O1IM-CIM-H1M1/2/3
HIMI1-CIM-HIM?2/3
HIM2-CIM-H1IM3

107.9
107.9
107.2
109.2
109.2
107.9
119(2)
112(2)
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
121(2)
116.8(18)
121(3)
109.5
109.5
109.5

1.310(4)
0.86(5)
0.9600
113(4)
109.5
109.5
109.5

C23'-C22'-H22C/D
C20'-C22'-H22C/D
H22C-C22'-H22D
C22'-C23'-H23C/D
C24'-C23'-H23C/D
H23C-C23'-H23D
C25'-C24'-H24B
C23'-C24'-H24B
C25'-C26'-H26D/E/F
H26D-C26'-H26E/F
H26E-C26'-H26F
C25'-C27'-H27D/E/F
H27D-C27'-H27E/F
H27E-C27'-H27F
C4'-C28'-H28D/E/F
H28D-C28'-H28E/F
H28E-C28'-H28F
C4'-C29'-H29C
C4'-C29'-H29D
H29C-C29'-H29D
C14'-C30'-H30D/E/F
H30D-C30'-H30E/F
H30E-C30'-H30F

02M-C2M
O2M-H2M
C2M-H2M1/2/3
C2M-0O2M-H2M
O2M-C2M-H2M1/2/3
H2M1-C2M-H2M2/3
H2M2-C2M-H2M3

108.1
108.1
107.3
109.2
109.2
107.9
119.7(18)
111.5(18)
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
119.2(16)
126.0(19)
114(3)
109.5
109.5
109.5

1.299(4)
0.88(4)
0.9600
120(3)
109.5
109.5
109.5
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Ausgewahlte Torsionswinkel [°] in [1]:

Molekiil 1 Molekiil 2

C10-C1-C2-C3 176.11(17) c10'-C1'-c2'-c3' 170.25(18)
C1-C2-C3-02 71.6(2) C1'-C2'-C3'-02' -108.9(3)
C1-C2-C3-01 -108.3(2) c1'-c2'-c3'-o1' 67.6(3)
C29-C4-C5-C6 -130.3(2) C29'-C4'-C5'-Cé6' -130.0(2)
C28-C4-C5-C6 45.3(3) C28'-C4'-C5'-Co' 45.5(3)
C29-C4-C5-C10 100.9(2) C29'-C4'-C5'-C10 100.4(3)
C28-C4-C5-C10 -83.5(3) C28'-C4'-C5'-C10' -84.1(3)
C4-C5-Co6-C7 167.12(19) C4'-C5'-Co'-CT' 166.8(2)
C10-C5-C6-C7 -61.6(2) C10'-C5'-Co6'-C7' -61.1(2)
C5-Co6-C7-C8 59.02) C5'-Coe'-CT7'-C8' 58.7(3)
C6-C7-C8-C18 70.9(2) Co6'-C7'-C8'-C18' 70.5(2)
C6-C7-C8-C9 -50.9(2) C6'-C7'-C8'-C9' -51.0(2)
C6-C7-C8-C14 -168.35(17) Co6'-C7'-C8'-C14' -168.58(18)
C7-C8-C9-Cl11 -177.81(17) C7'-C8'-C9'-C11' -177.92(18)
C18-C8-C9-C11 62.8(2) C18'-C8'-C9'-C11" 62.9(2)
C14-C8-C9-Cl11 -57.65(19) C14'-C8'-C9'-C11' -57.7(2)
C7-C8-C9-C10 49.0(2) C7'-C8'-C9'-C10' 48.9(2)
C18-C8-C9-C10 -70.4(2) C18'-C8'-C9'-C10' -70.2(2)
C14-C8-C9-C10 169.15(15) C14'-C8'-C9'-C10' 169.16(15)
C2-C1-C10-C19 170.57(18) C2'-C1'-C10'-C19 170.04(18)
C2-C1-C10-C5 -69.0(2) Cc2'-C1'-C10'-C5s' -70.2(2)
C2-C1-C10-C9 48.1(2) C2'-C1'-C10'-C9' 47.2(2)
C4-C5-C10-C19 59.3(2) C4'-C5'-C10'-C19' 59.0(2)
C6-C5-C10-C19 -69.7(2) C6'-C5'-C10'-C19' -70.8(2)
C4-C5-C10-C1 -56.7(2) c4'-C5'-Cc10-C1 -56.0(2)
C6-C5-C10-C1 174.26(16) C6'-C5'-C10'-C1' 174.19(16)
C4-C5-C10-C9 -175.11(17) C4'-C5'-C10'-C9' -174.91(18)
C6-C5-C10-C9 55.9(2) C6'-C5'-C10'-C9' 55.3(2)
C11-C9-C10-C19 -58.9(2) C11'-C9'-C10'-C19"  -58.5(2)
C8-C9-C10-C19 72.92) C8'-C9'-C10'-C19 73.4(2)
C11-C9-C10-C1 57.8(2) C11'-C9'-C10'-C1" 58.0(2)
C8-C9-C10-C1 -170.34(16) C8'-C9'-C10'-C1' -170.03(16)
C11-C9-C10-C5 176.79(17) C11'-C9'-C10'-C5' 176.97(18)
C8-C9-C10-C5 -51.4(2) C8'-C9'-C10'-C5' -51.1(2)
C8-C9-C11-C12 56.1(2) C8'-C9'-C11'-C12' 56.8(3)
C10-C9-C11-C12 -169.42(18) C10-C9'-C11'-C12'"  -168.78(19)
C9-C11-C12-C13 -53.8(3) C9'-CI11'-C12'-C13"  -54.4(3)
Cl11-C12-C13-C17 178.10(18) C11'-C12'-C13'-C17" 178.97(19)
Cl11-C12-C13-C14 55.9(3) C11'-C12'-C13'-C14' 56.1(2)
C12-C13-C14-C15 176.10(17) C12'-C13'-C14'-C15"  175.90(17)
C17-C13-C14-C15 44.23(18) C17'-C13'-C14'-C15' 43.62(19)
C12-C13-C14-C30 64.1(2) C12'-C13'-C14'-C30" 64.4(2)
C17-C13-C14-C30 -67.81(18) C17'-C13'-C14'-C30' -67.93(19)
C12-C13-C14-C8 -61.2(2) C12'-C13'-C14'-C8"  -61.0(2)
C17-C13-C14-C8 166.98(14) C17-C13'-C14'-C8'  166.74(15)
C7-C8-C14-C15 -67.1(2) C7'-C8'-C14'-C15' -67.7(2)
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Ausgewahlte Torsionswinkel [°] in [1] (Fortsetzung):

C18-C8-C14-C15 52.3(2) C18'-C8'-C14'-C15"  51.6(2)
C9-C8-C14-C15 173.81(15) C9'-C8'-C14'-C15' 173.05(16)
C7-C8-C14-C30 55.94(19) C7'-C8'-C14'-C30' 55.2(2)
C18-C8-C14-C30 175.33(15) C18'-C8'-C14'-C30"  174.51(15)
C9-C8-C14-C30 -63.18(18) C9'-C8'-C14'-C30' -64.04(18)
C7-C8-C14-C13 179.70(16) C7'-C8'-C14'-C13' 179.15(16)
C18-C8-C14-C13 -60.91(18) C18'-C8'-C14'-C13'  -61.50(19)
C9-C8-C14-C13 60.58(18) C9'-C8'-C14'-C13' 59.95(19)
C30-C14-C15-C16 77.7(2) C30'-C14'-C15'-C16'  77.9(2)
C13-C14-C15-C16 -37.4(2) C13'-C14'-C15'-C16' -37.1(2)
C8-C14-C15-Cl16 -155.94(17) C8'-C14'-C15'-C16'  -155.76(18)
C14-C15-C16-C17 17.2(2) C14'-C15'-C16'-C17"  17.3(3)
C12-C13-C17-C20 75.3(3) C12'-C13'-C17'-C20' 74.8(3)
C14-C13-C17-C20 -159.30(16) C14'-C13'-C17'-C20" -159.23(17)
C12-C13-C17-C16 -159.3(2) C12'-C13'-C17'-C16' -159.4(2)
C14-C13-C17-Cl16 -33.87(19) C14'-C13'-C17'-C16' -33.4(2)
C15-C16-C17-C20 138.37(19) C15'-C16'-C17'-C13" 10.0(2)
C15-C16-C17-C13 10.4(2) C15'-C16'-C17'-C20" 138.3(2)
C13-C17-C20-03 172.45(16) C13'-C17'-C20'-03'  168.47(16)
C16-C17-C20-03 52.3(2) C16'-C17'-C20'-03'  48.0(2)
C13-C17-C20-C21 53.6(2) C13'-C17'-C20'-C21' 52.8(2)
C16-C17-C20-C21 -66.6(2) C16'-C17'-C20'-C21' -67.8(2)
C13-C17-C20-C22 -70.6(2) C13'-C17'-C20'-C22' -71.2(2)
C16-C17-C20-C22 169.21(17) C16'-C17'-C20'-C22' 168.31(18)
03-C20-C22-C23 67.7(2) 03'-C20'-C22'-C23'  69.7(2)
C21-C20-C22-C23 -177.4(2) C21'-C20'-C22'-C23' -176.7(2)
C17-C20-C22-C23 -50.3(3) C17'-C20'-C22'-C23' -50.7(3)
C20-C22-C23-C24 -175.5(2) C20'-C22'-C23'-C24' -175.0(2)
C22-C23-C24-C25 131.5(3) C22'-C23'-C24'-C25' 134.7(3)
C23-C24-C25-C27 3.5(4) C23'-C24'-C25'-C27"  2.7(4)
C23-C24-C25-C26 -178.1(3) C23'-C24'-C25'-C26' -178.4(2)
H-Bricken in [1]

D-H...- A D-H [A] H... A[A] D... A[A] D-H-.- A[°]
O1-H1 ... 032 0.8200 1.8411 2.632(2) 161.69
O1'-H1'... O2° 0.8200 1.9023 2.677(2) 157.15
03-H3 ... O1M°® 0.91(3) 1.88(3) 2.768(3) 163(3)
03'-H3'... 024 1.10(3) 1.75(3) 2.796(2) 157(3)
OIM-HIM -.- O2M 0.86(5) 1.87(5) 2.713(3) 169(6)
O2M-H2M ... 03" 0.88(4) 1.94(5) 2.777(3) 158(4)

-X, y-1/2, -z-1/2
x-1,y,z
X, ytl, z

b
4 x-2, y+1/2, -z-1/2
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5.2. 1D-NMR-und Massen-Spektren der isolierten Naturstoffe

Verbindung [1]: gemessen in CDCl3
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Verbindung [2]: gemessen in CDCl3
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Verbindung [3]: gemessen in CDCl3
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Verbindung [4]: gemessen in CD;0OD

26
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29 30
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Verbindung [5]: gemessen in CDCl3
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Verbindung [6]: gemessen in CDCl3
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Verbindung [7]: gemessen in CDCl3

3-OCH;
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Verbindungen [8a] und [8b]: gemessen in CDCl3
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Verbindungen [9a] und [9b]: gemessen in CDCl3
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Verbindung [10]: gemessen in CDCl;
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Verbindung [11]: gemessen in CDCl;
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Verbindung [12]: gemessen in CDCl;
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Verbindung [13]: gemessen in CDCl;
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Verbindung [14]: gemessen in CDCl;
2627 30

18
28 5

194

195

CrEPra>

24 17

3
25

kst A AL 1 LA A |“ LAl L LN N AL .\L‘llm M.lnﬂmul 1 AL Lt O L AR AL m‘.“ AL AL LA L, lu“.ull l‘ i }. lm“lll.‘\l.‘

1 50 1 SO 1 3O 1 =0 1 OO =B20 SO 2+ O
(@ =2 =2

" e
[ =
—1 i ]
= ]
- =
= = ST Ams
- o - =5 S LAE
20 01 _ATES BAESEHEFS TR 2150
| 3 i
A T T [N Tre—— b i
IS =ik £ S =i S50 a s i i g | S S
g 1) V]

- 226 -

, M. .«m‘ H “ |




Anhang

Verbindung [15]: gemessen in CDCl;
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Verbindung [16]: gemessen in CDCl;
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Verbindung [17]: gemessen in CDCl;
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Verbindung [18]: gemessen in CDCl;
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Verbindung [19]: gemessen in CDCl;
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Verbindungen [20a] und [20b]: gemessen in CDCl;
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Verbindungen [21a] und [21b]: gemessen in CDCl;
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Verbindung [22]: gemessen in CDCl;
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Verbindung [23]: gemessen in CDCl;
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Verbindung [24]: gemessen in CD3;0OD
OCH;-4'
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Verbindung [25]: gemessen in CD3;OD
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Verbindung [26]: gemessen in CD3;OD
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Verbindung [27]: gemessen in CD3;OD
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Verbindung [28]: gemessen in CD3;0OD
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Verbindung [29]: gemessen in Pyridin
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Anhang

Anhang 5.3.: DC-Chromatographischer Uberblick tiber die isolierten Triterpene

CH,Cl,/MeOH (96/4)
0.83 - | 2
0.81
g 0.75
- - |
0.50 i - 0.55 0.55 gl - Y 0.58
0.44 03 0.44
0.26 0.28 u
0.21 0.20
0.16
e ) i RN = e - . —
[2] [5] [7] [11]  [20ab] [19] [8ab] [14] [17] [21ab]
[1] [3] [4] [10] [12] [18]  [9ab]  [13] [16] [15]

Die Zahlen unter den jeweiligen Flecken auf der DC-Platte geben die Rf-Werte der isolierten Naturstoffe bzw. Naturstoffgemische an.
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6. Zusammenfassung

Aus verschiedenen Pflanzenorganen verschiedener Aglaia-Arten, namentlich der Rinde von
A. ignea, den Blattern, Bluten und Wurzeln von A. duppereana, den Zweigen von A.
cucculata, den Blattern von A. euphoroides, den Zweigen von A. roxburghiana, den Blattern
von A. tsangii und den Zweigen von A. pleuroptiris konnten insgesamt 33 Naturstoffe isoliert
und strukturell aufgeklart werden. Acht dieser Verbindungen konnten in Mischungen aus je
zwei Naturstoffen identifiziert werden. Dabei handelt es sich um die Stereoisomere ([8ab]
und [9ab]) bzw. um Derivate, die sich in der Seitenkette unterscheiden ([20ab] und [21ab]),

die sich aber nicht trennen lielRen.

Unter den isolierten Naturstoffen finden sich 14 Dammarane, darunter neun 3,4-Seco-
Verbindungen aus A. ignea (Rinde) und A. duppereana (Wurzel) ([1 - 8ab]) und funf Derivate
dieses Strukturtyps mit geschlossenem Ring A ([9ab - 12]) aus A. duppereana (Blatter) und
A. cucculata (Zweige). Alle Derivate dieses Strukturtyps wurden in dieser Arbeit fir die
genannten Aglaia-Arten erstmals beschrieben. Die 3,4-Seco-Verbindungen [3] und [7]
wurden zuvor nur nach artifizieller Methylierung der S&uren beschrieben. Bei den Derivaten
[5] und [6] handelt es sich um neue Naturstoffe. Hier liegen erstmals die Zuordnungen der
Protonen- und Kohlenstoff-Signale fur die Secoverbindungen [1 - 8ab] sowie fir die
Verbindungen [10 - 12] vor. Fur die Verbindung [1] wird im Rahmen dieser Arbeit erstmals
eine Rontgenkristallstruktur présentiert.

Drei weitere Verbindungen aus Blattern von A. euphoroides bzw. A. tsangii gehdren dem
Cycloartan-Typ an ([13 - 15]). Bei zwei dieser Verbindungen ([13] und [14]) handelt es sich
um Nor-Verbindungen, bei denen es zu einer Eliminierung einer Methylgruppe gekommen
ist. Die Cycloartane werden hier das erste Mal fiir Aglaia beschrieben und alle Zuordnungen

der Protonen- und Kohlenstoffsignale werden berichtet.

Dem strukturellen Typ der Tirucallane sind zwei weitere Triterpene angehorig ([16] und
[17]). Diese Derivate stammen aus den Zweigen von A. cucculata. Die Verbindungen wurden
zuvor fir Aglaia noch nicht beschrieben. Samtliche Protonen- und Kohlenstoff-Signale

konnten zugeordnet werden.
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Aus A. tsangii (Blatter) wurden ferner erstmals zwei Naturstoffe des triterpenoiden Lupan-
Typs isoliert ([18] und [19]).

Neben den genannten Triterpenen konnten aus Zweigen von A. pleuroptiris zwei Steroid-

Gemische gewonnen werden ([20ab] und [21ab]).

Die Auftrennung der Rinde von A. ignea sowie der Zweige von A. cucculata und A.
roxburghiana fihrte jeweils zur Isolierung eines Sesquiterpenes ([22]). Ein weiteres
Sesquiterpen ([23]) konnte aus den Wurzeln von A. duppereana isoliert werden. Beide

Sesquiterpene wurden zuvor fur die genannten Arten nicht beschrieben.

Die Untersuchung der Rinde von A. ignea lieferte des Weiteren vier Rocaglamide
(Cyclopenta[b]benzofurane) ([24 - 27]) sowie zwei isomere Lignane ([28] und [29]). Es
handelt sich auch hier flir A. ignea um eine Erstbeschreibung. Das Derivat [29] stellt zudem

ein noch nicht beschriebenes Isomeres und damit einen neuen Naturstoff dar.

Mit Hilfe der Massenspektrometrie-gekoppelten Gaschromatographie konnten, mit Ausnahme
der Verbindungen [14], [16] und [17], alle hier vorgestellten Triterpene und Steroide
detektiert werden. Mit Hilfe der angelegten Spektrenbibliothek wurden zusatzlich eine Reihe
anderer Aglaia-Extrakte nach den isolierten Triterpenen und Steroiden untersucht. Dabei
tauchten fur die Zweige von A. chitagonga die Verbindungen [3] und [20a] auf. Fir die
Zweige von A. cordata konnten die Derivate [8ab], [9ab], [13], [18] und [20a] detektiert
werden. Die Zweige von A. cucculata enthielten [9ab]. Im Rindenextrakt von A. dasyclada
tauchten die Derivate [3], [4], [7], [8ab] und [9ab] auf. Der Blattextrakt von A. duppereana
wies Signale fur [3], [18] und [19] auf, der Blitenextrakt dieser Art das Derivat [3], die Rinde
Verbindungen [3], [4], [7], [8ab], [9ab], [20a] und [20b], die Wurzeln [3], [4], [7], [9ab],
[20a] und [20b] und die Zweige das Derivat [3]. Im Blattextrakt von A. euphoroides konnten
[15] sowie [20b] und im Extrakt aus den Friichten dieser Art [3], [8ab] und [9ab] detektiert
werden. In der Rinde von A. ignea waren zusatzlich [8ab], [9ab] und [20a] zu finden. Die
Rinde von A. macrocarpa enthielt [8ab] und [20a], die Bléatter von A. odorata [9ab], [10],
[11] und [12], die Zweige von A. perviridis [9ab] und [20a], die Zweige von A. pleuroptiris
[3], die Rinde von A. polysticha [3], [20a] und [20b] und die Rinde von A. rivularis [3], [4],
[7] und [9ab] sowie die Derivate [13] und [20b].
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In einem Screening wurde fiir die verschiedenen triterpenoiden Verbindungen [1-5] und [7-
19] die Zytotoxizitat gegeniiber HelLa-Zellen und antivirale Aktivitat gegeniiber einem
lentiviralen Vektor bestimmt. Von den getesteten Derivaten zeigte Verbindung [1] bei
geringer Zytotoxizitat eine interessante antivirale Wirksamkeit gegentiber dem lentiviralen
HIV-1-Vektor (Vicl2dSB). In weiteren Versuchen konnte bei ebenfalls relativ geringer
Zytotoxizitdt auch eine Aktivitdt gegeniber dem HIV-1-Wildtyp, dem Respiratorischen
Syncytialen Virus (RSV) und dem adenoviralen Vektor AdOW126 gefunden werden. Die
antivirale Aktivitat gegenuber verschiedenen Viren mit unterschiedlichen Eigenschaften und
Reproduktionszyklen spricht fur unterschiedliche Wirkmechanismen. Zum Teil scheint eine
Inhibierung der Reversen Transkriptase eine Rolle zu spielen. Eine in vitro Bestimmung der
Reversen Transkriptase-Aktivitat des lentiviralen Vektors Vicl2dSB zeigte eine deutliche
Konzentrationsabhangigkeit der Inhibition durch den getesteten Naturstoff.

Fur die Verbindung [1] konnte daneben auch noch eine Wachstumshemmung der
phytopathogenen Pilze Cladosporium cucumerinum und C. herbarum festgestellt werden,
wahrend ein Test auf insektizide Aktivitat gegeniiber Raupen des polyphagen Schadinsekts
Spodoptera littoralis negativ verlief.
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7. Summary

From different plant organs of various Aglaia species, namely the bark of A. ignea, the leaves,
flowers, and roots of A. duppereana, the twigs of A. cucculata, the leaves of A. euphoroides,
the twigs of A. roxburghiana, the leaves of A. tsangii, and the twigs of A. pleuroptiris 33
natural products could be isolated and structurally elucidated. Among those, eight compounds
were identified in mixtures containing two natural products each. These include the
stereoisomers [8ab] and [9ab] and two mixtures of derivatives differing in the side chain,

which could not be separated.

Among the isolated natural products there are 14 dammaranes consisting of nine 3,4-seco
compounds from A. ignea (bark) and A. duppereana (root) ([1 - 8ab]) and five derivatives of
this structural type bearing a closed ring A ([9ab - 12]) from A. duppereana (leaves) und A.
cucculata (twigs). All of these derivatives of this structural type have not been described for
the investigated Aglaia species before. The 3,4-seco compounds [3] and [7] have only been
described after artificial methylation of the genuine acids. The derivatives [5] and [6]
represent new natural products. For the first time we provide the complete assignments of the
proton and carbon signals for the seco compounds [1 - 8ab] as well as for compounds [10 -
12]. Furthermore, an X-ray crystall structure for compound [1] is presented in this thesis for

the first time.

Three further compounds from the leaves of Aglaia euphoroides and A. tsangii belong to the
cycloartane type ([13 - 15]). Two of these ([13] and [14]) represent nor-derivatives which lack
one methyl group. The cycloartanes are here described for the first time for Aglaia and all
assignments of the proton and carbon signals are reported.

Two other triterpenes belong to the structural type of tirucallanes ([16] and [17]). These
derivatives were obtained from the twigs of Aglaia cucculata. The respective compounds

have not been described for Aglaia before. All proton and carbon signals could be assigned.

Furthermore, from A. tsangii (leaves) two natural products ([18] and [19]) of the lupane type

of triterpenes could be isolated for the first time.
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Besides the named triterpenes two mixtures of steroids could be isolated from twigs of A.

pleuroptiris ([20ab] und [21ab]) and structurally elucidated.

The separation of an extract from the bark of A. ignea as well as from twigs of A. cucculata
and A. roxburghiana led to the isolation of one sesquiterpene ([22]). Another sesquiterpene
([23]) could be obtained from the roots of Aglaia duppereana. Both sesquiterpenes had not

been described for the respective species before.

Investigation of the bark of A. ignea furthermore led to the isolation of four rocaglamides
(cyclopenta[b]benzofuranes) ([24 - 27]) as well as of two isomeric lignans ([28] and [29]).
Again this is the first report for those compounds from A. ignea. The isomer [29] was not

described before and represents a new natural product.

Using GC-MS as an analytical tool, all triterpenes and steroids with exception of compound
[14], [16] and [17] could be detected. By using the established spectral library additionally a
series of other extracts could be screened for the isolated triterpenes and steroids. Thus in the
extract of the twigs of A. chitagonga compounds [3] and [20a] did appear.

In twigs of A. cordata the derivatives [8ab], [9ab], [13], [18] and [20a] could be detected.
The twigs of A. cucculata contained [9ab]. In the bark extract of A. dasyclada derivatives [3],
[4], [7], [8ab], and [9ab] appeared. The leave extract of A. duppereana showed signals for
[3], [18], and [19], the flower extract of this species the derivative [3], the bark compounds
[31, [4], [7], [8ab], [9ab], [20a], and [20b], the roots [3], [4], [7], [9ab], [20a], and [20b], and
finally the twigs derivative [3]. In the leave extract of A. euphoroides compounds [15] as well
as [20b] and in the extract of the fruits of this species [3], [8ab], and [9ab] could be detected.
In the bark of A. ignea, additionally the derivatives [8ab], [9ab], and [20a] were found. The
bark of A. macrocarpa contained [8ab] and [20a], the leaves of A. odorata contained [9ab],
[10], [11], and [12], the twigs of A. perviridis [9ab] and [20a], the twigs of A. pleuroptiris [3],
the bark of A. polysticha [3], [20a], and [20b], and the bark of A. rivularis [3], [4], [7], and
[9ab] as well as the derivatives [13] and [20b].

In an initial screening of the various triterpenoid derivatives [1 - 5] and [7 - 19] the cytotoxic
activity against HeLa cell line and antiviral activity against a lentiviral vector, were
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determined. Of the tested compounds derivative [1] exhibited an interesting antiviral activity
against the lentiviral vector Vicl2dSB with a comparatively low cytotoxicity. In further
experiments compound [1] again with a low cytotoxicity was also active against HIV-1
wildtype, Respiratory Syncytial Virus (RSV) and against the adenoviral vector AJOW126.
The antiviral activity against various viruses with different characteristics and reproductive
cycles indicates an involvement of different modes of action. In part, the inhibition of the
reverse transcriptase seems to play a role. An in vitro determination of reverse transcriptase
activity of the lentiviral vector Vicl2dSB clearly indicates a dose-dependent inhibition of the
enzyme by the natural product under investigation.

For compound [1] a growth inhibition of the plant-pathogenic fungi Cladosporium

cucumerinum and C. herbarum was observed, while a test for insecticidal activity against

larvae of the polyphagous pest insect Spodoptera littoralis yielded a negative result.
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