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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Gattung Melicope aus der Familie der Rutaceae umfasst weltweit {iber 230 Arten, die im
Raum Madagaskar, in Indien und im Himalaya, in Siidostasien und auf zahlreichen pazifischen
Archipelen verbreitet sind. [1] Einige dieser Arten werden volksmedizinisch verwendet,

beispielsweise gegen Fieber, Entziindungen oder Krampfe. [2]

Auf den Hawaiianischen Inseln sind etwa 50 Melicope-Arten durch ihr endemisches
Vorkommen charakterisiert. [3,4] So kommt Melicope barbigera - friiher synonym als Pelea

barbigera bezeichnet - ausschlie8lich auf der Insel Kaua’i des Hawaii-Archipels vor.

Diese Art ist bisher phytochemisch nur wenig untersucht worden. Bis zum Beginn dieser Arbeit
waren lediglich zwei Publikationen aus den 1970er-Jahren bekannt, in denen Cumarine,
Alkaloide sowie polymethoxylierte Flavonoide als Sekundirstoffe beschrieben wurden. [5,6]
Von diesen Substanzklassen gehen multifunktionelle Bioaktivititen u.a. antioxidative oder

zytostatische Effekte aus.

Vor diesem Hintergrund wurden in der vorgelegten Arbeit die getrockneten Blitter von
Melicope barbigera mit modernen analytischen Verfahren auf deren Inhaltsstoffe untersucht.
Aus den Extrakten dieser Droge wurden mit Hilfe chromatographischer Verfahren 27
Verbindungen isoliert, deren molekulare Strukturen aufgeklirt werden konnten. Dabei kamen
neben der UV/Vis-Spektroskopie insbesondere die NMR-Spektroskopie ('H, '*C, DEPT,
COSY, HSQC, HMBC, NOESY) und die Massenspektroskopie (ESI-MS und HRESIMS) zum

Finsatz.

So konnten insgesamt acht Acetophenone und Chromene, vierzehn Flavonoide, vier
Furanocumarine und ein Alkaloid als Reinsubstanzen isoliert und identifiziert werden. Unter
diesen Verbindungen befinden sich fiinf neue Naturstoffe: Melibarbinon A (1), Melibarbinon
B (2), Melibarbichromen A (4), Melibarbichromen B (5) und Melifoliox B (8). Verbindung 8
leitet sich von Melifolione B (7) ab, das nicht von Melifolione A (6) getrennt werden konnte.
Durch 2D-NMR konnte die komplexe Struktur auch im Gemisch vollstindig charakterisiert
werden. Aullerdem konnten drei weitere, bereits bekannte Flavonoide erstmals als Inhaltstoffe

der Familie der Rutaceae nachgewiesen werden.

Insgesamt wurden 22 Substanzen erstmalig in Melicope barbigera gefunden. Die zytotoxische
Aktivitit der meisten Verbindungen wurde in einem Nuklear Shrinkage Assay an humanen
Ovarialkarzinomzellen (A2780) im Vergleich zu Cisplatin bestimmt. Dabei zeigten die

Acetophenone 2 und 5 einen ICso-Wert von 30.0 bzw. 75.7 uM.



Zusammenfassung

Die Flavonoide 15 und 17 wiesen bei einer Konzentration von 10 pM Hemmwerte von 53,2
bzw. 60,9% auf. Die im Nuklear Shrinkage Assay aktiven Verbindungen wurden auch auf ihre
Aktivitdt gegeniiber Caspase 3/7 getestet. Bei einer Konzentration von 10 uM lag die hochste
Wirksamkeit der 3/7 Caspase Aktivierung bei ca. 30%, bezogen auf Cisplatin (100 %).

Ein Teil der Ergebnisse zu den Verbindungen 1-7 wurde bereits im Journal ,,Molecules*

verOffentlicht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind auch chemotaxonomisch relevant. Die meisten der hier
nachgewiesenen Sekundérstoffe gehoren zu den typischen Inhaltsstoffgruppen, die in der
Gattung Melicope gefunden wurden. Innerhalb der Sektion Pelea ist M. barbigera erst die vierte
Species, die phytochemisch untersucht wurde. Fiir die Identifizierung und infragenerische
Taxonomie der Melicope Species sind nicht nur die morphologischen und genetischen
Merkmale, sondern auch die Kenntnis der Inhaltsstoffe und deren schnelle Identifizierung
wichtig. In dieser Arbeit konnte zusitzlich gezeigt werden, dass ein Nachweis der

Sekundérstoffe mit Hilfe der HPLC aus geringen Mengen an Blattmaterial moglich ist.

Abbildung 1: Neue Naturstoffe aus Melicope barbigera
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Einleitung und Problemstellung

1 Einleitung und Problemstellung

Pflanzen und die darin enthaltenen Naturstoffe spielen seit Menschengedenken eine bedeutende
Rolle zum Beispiel als Lebensmittel, zum Féarben von Textilien und Gerben von Leder, aber
auch als Heilmittel. Teilweise werden auch Mikroorganismen und tierische Quellen genutzt.
Das vielleicht bekannteste Beispiel fiir einen pflanzlichen Wirkstoff ist das Morphin, das im
Jahr 1806 vom Apotheker Friedrich Wilhelm Adam Sertiirner aus dem Opium, dem
eingetrockneten Milchsaft unreifer Samenkapseln des Schlafmohns (Papaver somniferum),
isoliert wurde. [7] Die chemische Struktur von Morphin konnte erst 1925 aufgeklirt werden
und erst 1952 gelang die Totalsynthese. [8] Letztere spielt aber keine groB3e Rolle, da das

Morphin bis heute aus Kostengriinden aus dem Opium isoliert wird.

Weitere prominente Beispiele fiir bereits vor langer Zeit identifizierte, pflanzliche Wirkstoffe
sind die Alkaloide Coffein (1819), Nicotin (1828), Atropin (1833), Cocain (1859) und Reserpin
(1952), das Cardenolid Digitoxin (1875) und das Diterpen Taxol (1971). [9-15]

Die meisten dieser Stoffe besitzen auch heute noch grofle Bedeutung fiir die Pharmazie.

Wirkstoffe aus Pflanzen spielten in der Vergangenheit eine bedeutende Rolle bei der
Entwicklung von Medikamenten — entweder direkt oder in partialsynthetisch abgewandelter
Form. Aullerdem gibt es zahlreiche Beispiele dafiir, dass ein Naturstoff als Leitstruktur fiir die
Entwicklung neuer Wirkstoffe gedient hat. So wurde zum Beispiel das Morphin-Grundgertist
systematisch ,,abgespeckt und die synthetischen Opioid-Rezeptor-Agonisten (Benzomorphan,

Pethidin, Methadon, Fentanyl, Tramadol Tilidin u.a.m.) als stake Analgetika entwickelt. [16]

Wegen des groflen Interesses an neuen Naturstoffen sind die meisten arzneilich genutzten
Pflanzen in den letzten 150 Jahren intensiv auf Inhaltsstoffe untersucht worden, so dass es

immer schwieriger wird, neue Arten mit noch unbekannten Inhaltsstoffen zu finden.

Im Focus unserer Arbeitsgruppe stehen Pflanzengattungen, aus denen eine oder mehrere
Species volksmedizinisch als Antiinfektiva, insbesondere gegen Protozoen, und/oder gegen
Tumorerkrankungen eingesetzt werden. [17-20] Ziel der Arbeiten ist die fiir die jeweilige
Wirkung verantwortlichen Substanzen zu isolieren und zu identifizieren. Zu diesem Zweck
wurden bereits verschiedene Pflanzen aus den Familien Asteraceae und Fabaceae hinsichtlich

ihrer Inhaltstoffe und deren Zytotoxizitdt untersucht. [21-28]

In der Vergangenheit spielten dabei in unserem Labor Sesquiterpenlactone aus verschiedenen
Gattungen der Asteraceae, Arnica, Neurolaena, Eupatorium, Volutaria und die prenylierten

Flavonoide aus der zur Familie der Fabaceae gehorenden Gattung Erythrina eine besondere
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Rolle. [18,26,27] Die Abbildung 2 zeigt einige wichtige Sesquiterpenlactone und prenylierte

Flavonoide mit zytotoxischer Wirkung, die in unserer Arbeitsgruppe untersucht wurden. [26]
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Helenalin 4a-Methylboranolacton Lobatin B

OH

Neurolenin B

Boranensisflavon

Addisoniaflavon I Neorautenol

Abbildung 2: Wichtige Sesquiterpenlactone und prenylierte Flavonoide mit zytotoxischer
Wirkung
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Wie bereits eingangs erwihnt, wird es immer schwieriger neue Pflanzen zu selektionieren, von
denen man annehmen kann, dass sie neue, interessante pflanzliche Sekundirstoffe enthalten.
Um die Vielfalt der méglichen Wirkstoftkandidaten zu erhdhen, ist es sinnvoll eine weitere
Pflanzenfamilie auszuwihlen, die in das gesuchte Wirkprinzip passt. Uber den Kontakt zu
Dr. Marc Appelhans, den Kustos des Herbariums der Abteilung Systematik, Biodiversitdt und
Evolution der Pflanzen an der Georg-August-Universitit Gottingen, wurden wir auf die
Gattung Melicope aus der Familie der Rutaceae aufmerksam.

Die Familie der Rutaceae (Rautengewichse) wird in 6 Unterfamilien mit iiber 180 Gattungen
eingeteilt. Sie umfasst weltweit insgesamt knapp 2000 Arten. [29] In der Unterfamilie der
Toddalioideae zihlt die Gattung Melicope liber 230 Arten, die in zahlreichen pazifischen
Archipelen vorkommen [1,30,31]. Auf Hawaii gibt es knapp 50 verschiedene Melicope-Arten,
die heute zum Teil in ihrem Bestand gefdhrdet sind. [32]

Eine gezielte Literaturrecherche in den Chemical Abstracts, bei Pubmed, Medline und iiber
Google Scholar zeigte, dass einige Pflanzen aus der Gattung Melicope volkmedizinisch
verwendet wurden bzw. noch verwendet werden. Zum Beispiel werden verschiedene
Pflanzenteile =@ von M.  [unu-ankenda  zur  Behandlung von  Bluthochdruck,
Menstruationsbeschwerden, Diabetes und Fieber eingesetzt [33] ,wahrend M. borbonica zur
Wundheilung und als schweilltreibendes Mittel eingesetzt wurde. [34] Weitere interessante
Arten sind M. pteleifolia und M. triphylla. Bereits 1993 berichteten Hou et al. iiber das
Vorkommen zweier, zytotoxischer Flavonoide (Abbildung 3), die sie aus dem

Chloroformextrakt von M. triphylla isolieren und identifizieren konnten. [35]

OH

Abbildung 3: Zytotoxische Flavonoide aus M. triphylla

Beide Verbindungen zeigten Aktivitit gegen kultivierte leukdmische Lymphozyten (P 388) mit
EDso — Werten zwischen 4 und 5 pg/ml. [35] Kabir et al. berichteten 2017 iiber die
antiproliferativen und Apoptose auslosenden Effekte lipophiler Extrakte (Hexan, Ethylacetat)

von M. pteleifolia, einer in vielen Lindern Asiens als Heil- und Nahrungspflanze

4
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gebrauchlichen Melicope Art. Getestet wurden die Effekte an vier verschiedenen
Krebszelllinien (humanes, colorectales Karzinom (HCT116), Brustkrebs (HCC1937, MDA-
MB-231) und hepatocelluldres Karzinom (HepG2)). [36] Da nur Extrakte untersucht wurden
lagen die Werte lediglich unter 100 ug/ml.

Uber die Kontakte von Dr. Marc Appelhans nach Hawaii, konnten wir mit M. barbigera eine
der tiber 50 auf Hawaii vorkommenden, endemischen Melicope-Arten [3] flir die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrte Untersuchung auswihlen. Sie gehort zur Sektion Pelea, weshalb

sie auch unter dem Synonym Pelea barbigera in der Literatur zu finden ist. [6,37]

Wegen der isolierten geographischen Lage kommen auf Inseln oder Inselgruppen besonders
hiufig seltene oder endemische Pflanzen vor. Als endemische Species bezeichnet man in der
Botanik, im Gegensatz zu ubiquitér, also liberall vorkommenden Pflanzen, solche Arten einer
Gattung, die nur in bestimmten Gebieten zu finden sind. Solche oder auch seltene Arten, die
nur in begrenzter Zahl vorkommen [38], sind héufig nicht oder nur wenig untersucht und
konnen demnach als aussichtsreiche Quellen zur Entdeckung neuer Naturstoffe mit potenzieller
Bioaktivitét dienen. Die Begriffe ,,selten* oder ,,endemisch* konnen auch simultan verwendet
werden. [39] Mit dem Auffinden neuer Inhaltsstoffe konnte zuséatzlich das Interesse an solchen
Species geweckt und damit ein Beitrag zur Erhaltung dieser Arten geleistet werden. Die
Inselgruppe um Hawaii gilt - &hnlich wie andere pazifische Inseln - als ein evolutionsbiologisch
abgegrenzter Raum, in dem eine 6kologische Nische die Entstehung neuer Arten begiinstigt,
zumal die hohe vulkanische Aktivitét [40] die Artenvielfalt auf Hawaii maB3geblich geprégt hat.
[41] Als bekanntes Beispiel aus der Tierwelt seien die Darwin-Finken erwéhnt, die nur auf den

Galapagos-Inseln vorkommen. [42]

M. barbigera wurde erstmals im Jahr 1854 von Asa Gray [43] beschrieben und kommt nur auf
der Hawaii-Insel Kaua’i vor (Abbildung 4). Es handelt sich um 3-12 m hohe Baume, die wegen
der fein behaarten Blétter griulich erscheinen. Die Blitter erscheinen matt griin mit
wachsartigen Schuppen, die kreisférmig am Blattstiel angelegt sind. Die Blattform ist eng
elliptisch, 8 bis 20 (-30) cm lang und 5-6.5 (-9) cm breit mit primir lateraler Nervatur. Die
Bliiten sind in cymdsen Partialinfloreszenzen angeordnet. Die Friichte sind 20 - 40 mm breit
und beinhalten vier Follikel (10-20 mm lang). Diese sind bogenartig und manchmal ist eines
oder mehrere von ihnen nicht vorhanden. Wéahrend das Exokarp haarig ist, ist das Endokarp

unbehaart. Pro Fruchtblatt werden ein oder zwei Samen gebildet, die 4-7mm lang sind

5
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(Abbildung 5). Wenn die Blatter gemahlen werden, kann ein schwacher zitronenartiger Geruch

wahrgenommen werden. [44]

NORTHERN
TERRITGRY"

Australien

SOUFH
AUSTRALIA

Abbildung 4: Ausschnitt aus Google Maps™ mit Darstellung der hawaiianischen Inselgruppe
(roter Kreis) zur Verdeutlichung der Entfernung zu den Kontinenten im
pazifischen Ozean. Der Bildausschnitt unten rechts, zeigt die hawaiianische
Inselgruppe mit der Insel Kaua‘i (rot markiert) von der Melicope barbigera
stammt.
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Abbildung 5: Aufnahmen von Melicope barbigera im natiirlichen Habitat (mit freundlicher

Genehmigung von Kenneth R. Wood)
A: Aufnahme eines Melicope barbigera Baumes auf Kauai’i;
B: Nahaufnahme eines Blattes mit sichtbarer feiner Behaarung;

C: Aufnahme einer Knospe;
D: Aufnahme einer Frucht

Bei Durchsicht der zu Beginn der Arbeit vorhandenen Literatur findet man zahlreiche

Publikationen, in denen Melicope-Arten auf ihre Inhaltsstoffe untersucht wurden. Dabei zeigte
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sich, dass neben dem, besonders fiir die Bliiten und die Friichte so typischen #therischen Ol,
bisher im Wesentlichen Stoffe aus der Gruppe der Alkaloide, Acetophenone, Cumarine,

Flavonoide und Furanocumarine gefunden wurden.
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1.1 Acetophenone

Unter Acetophenonen ( Abbildung 6) versteht man chemisch Derivate des Phenylmethylketons,
ein Cs-C2-Koper, der unter dem Namen Hypnon als Hypnotikum eingesetzt wurde. [45] In der
Gattung Melicope sind solche Verbindungen gefunden worden, die am Aromaten zusétzlich
hydroxyliert und prenyliert waren. Ein Beispiel fiir ein solches Acetophenon mit
Phloroglucinstruktur ist das in der Abbildung 6 dargestellte Acronylin aus Melicope stipitata.
[46] Durch Zyklisierung dieser Verbindung entstehen die Benzopyrane (Chromene) mit einem
6-gliedrigen Heterozyklus, wie z.B. das bereits 1950 in Melicope simplex gefundene Evodionol
[47] oder die Benzofurane mit einem 5-gliedrigen Furanring, wie z.B das Sessiliflorol A aus M.

sessiliflora [48].

O OH
0] (6] O/ (6] O/
)‘\O )‘i@i\)\ X
HO 0
HO OH HO O
(6]

Hypnon Acronylin Evodionol Sessiliflorol A

Abbildung 6: Acetophenone, Chromene bzw. Phloroglucinderivate

Solche Verbindungen, wie das Acronylin und das Evodionol, kdnnen daher in der Literatur, je
nach Autor, unter dem Stichwort Acetophenon, Chromen, Benzopyran, Benzofuran oder
Phloroglucinderivat zu finden sein. Die Chemical Abstracts listen 37 Paper bei Kombination
der Suchworte ,,Melicope* und ,,Acetophenone®, 15 bei ,,Melicope* und ,,Chromene* und 9
nach Eingabe von ,,Melicope* und ,,Phloroglucin®. [49] Allen Substanzen gemeinsam ist die
Phenylmethylketonstruktur, so dass wir diese Verbindung hier unter dem Begriff Acetophenone

zusammenfassen.

Auch einige Acetophenone wurden bereits hinsichtlich ihrer Zytotoxizitdt gegeniiber
Tumorzelllinien untersucht. Der aus den Blittern M. pteleifolia (VR China)
Dichlormethan/Methanol ~ Extrakt (1:1), lieferte 17 neue Inhaltsstoffe, die als
Umlagerungsprodukte von Phloroacetophenonen bezeichnet wurden. Die ersten vier
Verbindungen, Evodialon A-D sind untereinander stereoisomer und besitzen jeweils einen

Prenylsubtituenten. Die Melicolone C bis G, weisen unterschiedliche Grundgertiste auf.
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Die isolierten Verbindungen wurden mit Doxorubicin kombiniert und gegen MDR MCF-
7/ADR getestet. Dabei verstirkten sie die Zytotoxizitdt von Doxorubicin um das 6,2 bis 13,3-
fache. [50-52] Neben der zytotoxischen Aktivitit wurden die Acetophenone auch hinsichtlich
weiterer Aktivititen untersucht. Das oben dargestellte Sessiliflorol A und seine Derivate aus
M. sessiliflora zeigen antivirale Eigenschaften gegen HSV-1 und HSV-2 mit ICso Werten
zwischen 0,3 uM bis 10,4 uM je nach Substanz und Virus. [48] Die vier Coodeanone A—C, B
gibt es in der E- und Z-Form, wurden aus den Bléttern von M. coodeana aus La Reunion isoliert
und auf ihre antimikrobielle und Antimalaria-Aktivitit untersucht. Es konnte keine
antimikrobielle Aktivitit festgestellt werden, man konnte aber eine moderate Aktivitit gegen

Plasmodium falciparum (I1Cso = 42,8 uM) feststellen. [53]
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Evodialone B

Evodialone A
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Abbildung 7: Acetophenone aus der Gattung Melicope
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1.2 Alkaloide

Eine Recherche in den Chemical Abstracts ergab etwa 40 Artikel, die sich mit Alkaloiden aus
Melicope-Arten beschiftigen. [49] Bis heute sind es etwas mehr als 50 Paper. Bereits 1948
berichtete die Arbeitsgruppe der University of Sydney in der renommierten Zeitschrift Nature
iiber die Isolierung und Identifizierung von mindestens 6, bis dahin unbekannten, Alkaloiden
aus den im australischen Regenwald vorkommenden Rutaceen Melicope fareana, Evodia
xanthoxyloides and Acronychia baueri. [54] Aus der Rinde von M. fareana konnten sie die 4
Alkaloide Melicopine, Melicopidine, Melicopicine und Acronycidine isolieren, deren Struktur
in Abbildung 8 dargestellt ist. Wihrend die drei zuerst genannten Verbindungen zu den
Acridonalkaloiden (N-Methylacridone) gehoren, handelt es sich beim Acronycidine um ein
Chinolinalkaloid, genauer betrachtet um ein Furo[2,3-b]chinolin. Neben diesen beiden
Strukturtypen wurden in der Gattung Melicope auch Chinolone, wie zum Beispiel das
Melimoluccanin aus Melicope moluccana [55] und komplizierter aufgebaute Substanzen wie
das Melicodenine G aus Melicope denhamii [56] und weitere Substanzen, die zum Beispiel iiber
eine Diels-Alder Reaktion, aus zwei verschiedenen Molekiilen entstandene, komplex

aufgebaute Alkaloide darstellen. [57]

Einige der aus Melicope Species isolierten Alkaloide wurden bereits auf ihre Zytotoxizitat
gegen verschiedene Tumorzelllinien getestet Das gilt insbesondere fiir die Derivate, die in
neueren Arbeiten publiziert wurden. Von den in der Abbildung 8 dargestellten Verbindungen,
wurden das Chinolinalkaloid Leptanoine und das Chinolon Melimoluccanine bereits
erfolgreich auf ihre zytotoxischen und antiplasmodialen Aktivititen getestet. [58] Wéhrend das
Melimoluccanine die grofte Zytotoxizitit besal (ICso = 0.63 pg/ml gegeniiber P-338
Leukémiezellen der Maus), war Leptanoine 10-fach weniger zytotoxisch aber doppelt so stark
wirksam gegeniiber Plasmodium falciparum (ICso = 2.28 pg/ml). Durch eine zusétzliche
Methoxygruppe am C-8 (7-O-Isoprenyl-y-fagarin) wurde diese Aktivitit um den Faktor 10
gesteigert. [58] Auch fiir das nicht prenylierte Furochinolinalkaloid Skimmianine aus M.
madagascariensis konnte eine zytotoxische Aktivitit (ICso = 1.5 puM) gegen HT-29
Kolonkarzinomzellen nachgewiesen werden. [59] Die aus den Blittern von M. semecarpifolia
isolierten Furochinolinalkaloide zeigten Aktivititen gegen drei Krebszelllinien (P-388, HT-29
und A549) [60] und auch das komplex aufgebaute Melicodenine war mit einem ICso von

9.5 pg/ml trotz des hoheren Molekulargewichtes vergleichsweise wenig aktiv. [61]
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1. Acridone
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Abbildung 8: Alkaloide aus der Gattung Melicope
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Weitere Beispiele fiir die Zytotoxizitidt der Alkaloide finden sich in der Literatur zu den
Furanochinolinalkaloiden aus den Bléttern von Melicope bonwickii, die eine moderate Aktivitat
gegen Zervixkarzinoma-Zelllinien (Hela) mit einen ICso Wert von 38 uM zeigten. [62]
Ebenfalls interessant waren die Melicodenine A-I, neuartige Diels-Alder Addukte von
Chinolin-Alkaloiden, die aus den Blittern der im Bogor Botanical Garden kultivierten Melicope
denhamii isoliert wurden. Die Bioaktivitdt dieser Substanzen wurden mit DLD-1 humane
Kolonkrebszellen bestimmt, wobei das Melicodenin G mit einem ICso Wert von 9,4 uM die
grofite Wirksamkeit zeigte. [56,61,63] Auch die Acridone zeigten nach Testung entsprechende
Aktivititen. So waren die entsprechenden Daten beispielsweise auch fiir das in der Abbildung 8
dargestellte Melixyloidine und dessen aus M. xanthoxyloides isolierten Derivate erhoben

worden. [64]
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1.3 Cumarine

Cumarine, insbesondere Furanocumarine, sind typische, pflanzliche Sekundérstoffe der
Doldenbliitler (Apiaceae) und der Rautengewidchse (Rutaceae). [65] Es ist daher nicht
iiberraschend, dass solche Stoffe auch in der Gattung Melicope gefunden wurden. In den
Chemical Abstracts finden sich mit der Stichwortkombination ,,Melicope* und ,,Coumarins* 21
Arbeiten, wovon die élteste im Jahr 1968 publiziert wurde. [49] Johns et al. beschreiben darin
die Ergebnisse zur Isolierung und Identifizierung von Naturstoffen aus mehreren Pflanzen, u.a.
aus Melicope melanophloia. Sie isolierten damals das Isopimpinellin, das 5,8-
Dimethoxypsoralen (Abbildung 9), ein bereits aus anderen Rutaceen und Apiaceen bekanntes
Furanocumarin. [66] Auch die beiden in der PUVA-Therapie der Psoriasis — man trigt die
Substanzen auf die Haut auf und bestrahlt anschlieBend mit UV-A-Licht — gebrduchlichen 5-
bzw. 8-Monomethoxyderivate des Psoralens (Abbildung 9), kurz 5-MOP (Bergapten) und 8-
MOP (Xanthotoxin) genannt, wurden zum Beispiel in M. denhamii zusammen mit dem

Psoralen selbst gefunden. [63]

Die Furanocumarine sind reaktive Verbindungen, die unter UV-Einfluss kovalente
Verbindungen mit der DNA eingehen. Sie fithren so zu einer Quervernetzung der beiden
Nukleotidstringe, was bei der Psoriasis besser wirksam ist, als eine Bestrahlung mit UV-B-
Licht. [67] Bekannt ist auch, dass solche Furanocumarine phototoxische Reaktionen nach
Hautkontakt, z.B. mit dem als Herkulesstaude bekannten Riesenbdrenklau (Heracleum
mantegazzianum, Apiaceae), auslosen. [68] Weitere, in diesem Fall prenylierte Derivate
wurden aus den Friichten von Melicope triphylla isoliert. [69] Neben den Furanocumarinen
wurden auch einfache Cumarine gefunden, wie Melilunumarin A und B (Abbildung 9) aus
Melicope lunu-ankenda. Beide Verbindungen unterdriicken das Wachstum der Tumorzelllinien
A549, Colo205, KB and NALM-6. [70] Das ubiquitidr vorkommende Umbelliferon wurde aus
den Blittern und Stdngeln von Melicope hayesii isoliert. [71] Zwei weitere, interessante
Cumarin-Derivate wurden aus den Blittern von Melicope quercifolia isoliert. Meliquercifolin
A und B (s. Abbildung 9) wurden gegen HeLa, MCF-2 sowie P-388 Krebszelllinien getestet,
wobei Meliquercifolin A eine starke Aktivitit gegen HeLa Krebszellen mit einem ICso Wert

von 2,6 uM zeigte. [72]
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Abbildung 9: Cumarine aus Melicope Arten
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1.4 Flavonoide

Die Stoffgruppe der Flavonoide ist eine der am besten untersuchten Stoffgruppen. Unter dem
Stichwort ,,flavonoids* subsummieren die Chemical Abstracts mehr als 220.000 Artikel. [49]
Das wird nur durch die Alkaloide iibertroffen, die der Publikationsanzahl knapp dartiber liegen.
Die Flavonoide unterteilt man, je nach Zyklisierung und Oxidationsstufe, in die Chalcone,
Flavanone und Flavanonole, Flavone und Flavonole sowie Isoflavonoide. Beispiele finden sich
in Abbildung 10. Die bei der Biosynthese iiber den gemischten Polyketidweg gebildeten
Flavonoide, tragen normalerweise immer OH-Gruppen an den Kohlenstoffen 5, 7 und 4°. [68]
Diese phenolischen Gruppen koénnen anschlieend unterschiedlich substituiert, aber auch
entfernt werden. AuBerdem ist eine weitere Oxygenierung und auch weitere Derivatisierung an
den iibrigen Kohlenstoffen moglich, so dass eine grole Strukturvielfalt resultieren kann, wenn
die Pflanze iiber die jeweiligen Enzyme verfiigt. Da Flavonoide in allen oberirdischen Teilen
von landlebenden Pflanzen vorkommen, sind chemotaxonomische Uberlegungen zur

Ermittlung von Verwandtschaftsbeziechungen mdoglich. [73]

| OH OH
HO. OH HO (0] [ ]
| \ ‘ \\\“‘ HO
Y
(6] O OH (@]
/

Xanthohumol (Chalcon) Naringenin (Flavanon)
OH
HO\,;Q/‘/ HO l
OH O OH

Apigenin (Flavon) Quercetin (Flavonol) Genistein (Isoflavon)

Abbildung 10: Strukturtypen von Flavonoiden

In der Familie der Rutaceae sind Flavonoide ebenfalls weit verbreitet und auch in der Gattung

Melicope sind bereits viele Flavonoide gefunden worden. Schon 1949 berichteten Briggs und
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Locker iiber die Isolierung der vier Flavonole Meliternatin, Meliternin, Ternatin und Wharangin
(Abbildung 11). [74] Die Struktur der Flavonoide Meliternatin (1), Meliternin (2), Ternatin (3)
und Wharangin (4) wurde durch Synthese bestitigt. [74] Ein Jahr spiter wurden von derselben
Arbeitsgruppe aus dem Harz von Melicope simplex (Neuseeland) die Verbindungen
Melisimplexin und Melisimplin isoliert [47]. Aus Rinde und Holz von Melicope broadbentiana
(Australien) wurde neben Melisimplexin und Melisimplin auch das polymethoxylierte
Flavonoid Melibentin gefunden [75]. Die Autoren bezeichneten diese Stoffgruppe bereits in

dieser Publikation als typisch fiir Melicope Arten
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Meliternin Ternatin Wharangin

Melicophyllin 7-(3-methylbut-2-enoxy)limocitrin 3,5,8,4'-Tetrahydroxy-7,3'-dimethoxy-
6-(3-methylbut-2-enyl)flavone

Abbildung 11: Flavonoide aus der Gattung Melicope

Mit den zwei Flavonoiden 7-(3-methylbut-2-enyl)limocitrin und 3,5,8,4'-Tetrahydroxy-7,3'-
dimethoxy-6-(3-methylbut-2-enyl)flavone wurden erstmals zwei prenylierte Flavonoide aus
der australischen M. micrococca isoliert. [76] Wéhrend die Prenylierung bei der erstgenannten
Verbindung zur Veretherung der phenolischen Hydroxylgruppe an C-7 fiihrte, ist der Prenylrest

bei der zweiten Substanz direkt am C-6 des A-Rings gebunden.

Auch die aus Melicope-Arten isolierten Flavonoide wurden hinsichtlich ihrer zytotoxischen
Eigenschaften untersucht. Das aus den Blittern M. triphylla isolierte Melicophyllin wurde an
P-388 Lymphoma Zellen getestet. Es zeigte dabei einen ICso Wert von 10,5 uM. [35]

Trotz der groen Anzahl in Pflanzen gefundener Flavonoide, wurden aus den untersuchten
Melicope Arten 25 neue Flavonoide isoliert. Die zur Isolierung bendtigten Extrakte wurden
sowohl aus den Bléttern als auch aus dem Harz und der Rinde gewonnen. Dabei fillt auf, dass

vorwiegend lipophile Losungsmittel zur Herstellung der jeweiligen Extrakte verwendet wurden,
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da die isolierten Flavonoide iiberwiegend polymethoxyliert, also lipophiler Natur waren. Uber
die Bioaktivitét dieser polymethoxylierten Flavonoide ist bisher nur wenig berichtet worden.
Neben der chemotaxonomischen Bedeutung der Untersuchung des Flavonoidvorkommens in
weiteren Melicope Arten, konnen auch bereits beschriebene Substanzen hinsichtlich ihrer

Wirksamkeit untersucht werden.

Die Suche nach Naturstoffen in einer bisher nicht oder kaum untersuchten Melicope-Species
lasst also erwarten, dass bekannte und auch neue Verbindungen aus der Pflanze, insbesondere
aus den Blittern isoliert werden kdnnen. Wenn man die iiber 330 Arbeiten zu Melicope
durchschaut und auf erstmals publizierte, neue Naturstoffe durchsucht, dann findet man 93 neue
Verbindungen, wovon die meisten (35) aus der Gruppe der Acetophenone stammen. Die beiden,
auf das gesamte Pflanzenreich bezogen, am stirksten untersuchten Substanzklassen der
Alkaloide und Flavonoide bringen zusammen auf nur 41 Verbindungen. Das ist sicherlich nicht
iiberraschend, denn mit der Anzahl gefundener Verbindungen, verringert sich die
Wahrscheinlichkeit, neue, noch nicht beschriebene Naturstoffe zu finden. Dennoch ist die
Untersuchung der Gattung Melicope sowohl in phytochemischer als auch pharmakologischer

Hinsicht interessant.

Neue Verbindungen aus Melicope Arten
40

35

35

30

25

20

Anzahl

Substanzklassen

H Acetophenone  ® Alkaloide ® Chromane/Cumarine Flavonoide

Abbildung 12: Anzahl der in Melicope-Arten gefundenen, neuen Naturstoffe nach
Substanzklassen eingeteilt (Stand 2024)
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Aus der in der vorliegenden Arbeit untersuchten M. barbigera waren vor Aufnahme der
Arbeiten zwei Alkaloide (Isoplatydesmine und Edulinine), zwei Flavonoide, vier Cumarine und

der 4-Hydroxybenzaldehyd bekannt. [5,6,37]

Die Strukturaufkliarung erfolgte allerdings teilweise nur aufgrund von dhnlichem Verhalten im
UV-Licht und der Auswertung massenspektrometrischer Daten im Vergleich zu damals
bekannten Verbindungen. Aufgrund der Vielzahl der in der Zwischenzeit aus anderen Melicope
Arten beschriebenen Naturstoffe, war anzunehmen, dass in den Blittern von Melicope
barbigera wesentlich mehr Sekundérstoffe enthalten sind. Insbesondere die Stoffgruppe der
Acetophenone, aus der auch einige Substanzen bereits erfolgreich gegen verschiedene
Tumorzelllinien getestet wurden, ist dabei von groBem Interesse. Bisher war noch kein

Vertreter dieser Stoffgruppe in M. barbigera gefunden wurde.

In unserer Arbeitsgruppe wurden bereits eine Reihe von lipophilen, prenylierten Flavonoiden,
Isoflavonoiden und Pterocarpanen aus Erythrina-Arten (Fabaceae) erfolgreich gegen
verschiedene Tumorzelllinien getestet [28,77,78]. Die hydrophileren, hdufig vorkommenden
Quercetin- oder Ké@mpferolderivate, haben sich in den hier durchgefiihrten Tests zur
Zytotoxizitét als unwirksam erwiesen. Es ist daher von gro3em Interesse lipophile, mehrfach
methoxylierte und unprenylierte Flavonoide, wie sie in Melicope Arten vorkommen, zu testen.
Die Tatsache, dass in Melicope Arten zusitzlich auch am Sauerstoff prenylierte Flavonoide
vorkommen, ermoglicht den Vergleich zwischen diesen Sekundirstoffen und den am
Kohlenstoff prenylierten Verbindungen aus der Gattung Erythrina in Bezug auf die Toxizitét

iiberhaupt und den Einfluss der Prenylierung auf die Wirkungsstérke.

Die Isolierung und Identifizierung der in Melicope barbigera enthaltenen Flavonoide,
ermoglicht auerdem die Entwicklung eines schnellen Analyseverfahrens, mit dem Melicope
Arten aufgrund ihres Flavonoidmusters schnell unterschieden werden konnen. Dies ist
insbesondere wichtig, um die Verbreitung bestimmter Endemiten auf Hawaii schnell zu

bestimmen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher moglichst viele und moglichst neue Naturstoffe aus

M. barbigera zu isolieren und deren Struktur aufzukldren. Die im Allgemeinen lipophilen

Substanzen aus der Stoffgruppe der Acetophenone, Alkaloide, Flavonoide und Cumarine

konnen dabei alle durch die gleiche Art der Extraktion gewonnen werden (s. Kap.6.5,

Experimenteller Teil). Anschlieend sollen die Substanzen hinsichtlich ihrer Zytotoxizitit in

Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Kassack (Pharm. Chem, HHU Diisseldorf)
21



Einleitung und Problemstellung

getestet werden. Fiir die Flavonoide soll dann noch der erste Aufschlag fiir die Entwicklung
einer analytischen Methode zur qualitativen Flavonoidanalytik in Blattproben von ca. 2 g

ausgefiihrt werden.
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2 Ergebnisse der phytochemischen Untersuchungen

2.1 Verbindung 1 (Melibarbinon A)

Verbindung 1 wurde als gelber, dliger Riickstand aus der Fraktion MB.D-IV-8-3 in einer
Ausbeute von 2,3 mg isoliert. Im DC zeigte die Verbindung 1 im FlieBmitte]l DC-3 einen
l6schenden Substanzfleck bei einem Re-Wert von 0,56 (s. Kap. 6.1.1). Dieser Fleck farbte sich
bei Detektion mit Anisaldehyd-Reagenz orange (s. Kap. 6.1.1). Nach Besprithen mit

Naturstoffreagenz A farbte er sich gelb und fluoreszierte ebenfalls bei 366 nm gelb

(s. Kap. 6.1.1).

Das hochauflosende ESI-Massenspektrums dieser Verbindung zeigte das Molekiilion [M+H]"

bei m/z = 281.1384. Aus dieser Masse lieflen sich die beiden Summenformeln CisH2005 oder

Ci6H17N4O als theoretisch moglich ableiten.

Intens

J(TGS

4 263:1280
3 -
2

1

+M5, 3.3-3.5min #200-2

281:1384
3031202
O e e — , e
260 265 270 278 280 285 280 285 300 305 miz

Meas. m/z # lon Formula miz err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
263.1280 1 C15H1904 263.1278 0.7 74 1 10000 &5 even ok
2 C18H15N4 263.1291 44 20.8 2 4676 115 even ok

281.1384 1 C15H2105 281.1384 -0.0 21 1 10000 55 ewven ok
2 C16H17TN4Q 281.1397 47 15.7 2 3988 105 even ok

3034202 1 C15H20NaO5  303.1203 0.4 4.1 1 10000 55 even ok
2 C18H16N4Na0 3031218 4.8 14.5 2 40,51 105 even ok

Abbildung 13: HRESIMS von Verbindung 1
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Zur weiteren Aufklarung der Struktur von Verbindung 1 wurden ein- und zweidimensionale

NMR Spektren aufgenommen, deren Interpretation nachfolgend beschrieben ist.

Im 3C-NMR (Abbildung 15), fanden sich die Signale fiir 15 Kohlenstoffe, von denen 8,
aufgrund der im zweidimensionalen, heteronuklearen H,C- Korrelationsspektrum (= HSQC)
detektierten Korrelationen (Abbildung 17), als protonierte Kohlenstoffe erkannt wurden. Nach
Integration der korrespondierenden Protonensignale konnte festgestellt werden, dass es sich um
die Signale von 4 Methyl- 2 Methylen- und 2 Methin-Kohlenstoffen handelt. Bei den iibrigen
Signalen ohne Protonenkorrelation, handelte es sich um die Signale von sieben quartdren
Kohlenstoffen. Damit war als Summenformel nur noch CisH200s mdglich. Aufgrund der
chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffsignale (Tabelle 1), lie} sich bereits zu diesem
Zeitpunkt vermuten, dass es sich bei 1 um eine aromatische Verbindung (7 Kohlenstoffe mit 6 >
100 ppm) mit einer aliphatischen Seitenkette, einem Keton (6 = 203.04 ppm) und zwei
Methoxygruppen handeln sollte.

Die Kohlenstoff- und Protonensignale bei 16.88 ppm (C-5°) und 1.69 ppm (H-5°) sowie bei
109.71 ppm (C-4*) und bei 4.51 (H-4“a) bzw. 4.54 (H-4“b) ppm, lieBen auf das Vorhandensein
eines ungesdttigten aliphatischen Isoprenrestes schlieBen, wie er in vielen Naturstoffen
vorkommt [18,27]. Im ebenfalls aufgenommenen H,H-COSY-Spektrum (Abbildung 16), das
die Korrelation benachbarter Protonen sichtbar macht, findet man die allylische Korrelation
zwischen den Methylprotonen an C-5* (& = 1,69 ppm, s) und den beiden Protonen der
Methylengruppe C-4 (6 =4.51 und 4.54 ppm). Aufgrund der im HMBC Spektrum ( Abbildung
18) ebenfalls vorhandenen Korrelation mit dem Signal eines quartdren Kohlenstoffes bei 6
=148.13 ppm (C-3*) wurden diese als Methylenprotonen an einer Doppelbindung erkannt. Die
Signale von H-4“ treten wegen einer weiteren Kopplung mit H-2“ als Multiplett oder

verbreiterte Singuletts auf (Abbildung 16 und Tabelle 1).

Das Signal von H-2° findet sich ebenfalls als Multiplett bei & = 4.14 ppm und befindet sich
damit im Shiftbereich hydroxylierter Methinprotonen. [79] Das Proton H-2* zeigt folgerichtig
eine Korrelation mit dem Dublett bei 6 = 4.63 ppm, welches keine Korrelation zu einem
Kohlenstoff besitzt und somit dem OH-Proton an C-2* zugeordnet werden konnte. Letztlich
zeigt das Proton an C-2* auch eine Korrelation mit den Signalen einer weiteren Methylengruppe
bei 6 =2.62 ppm und 2.71 ppm, die an C-1* des Prenylrestes gebunden sind (Abbildung 14 und
Tabelle 1).
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Die Position der Signale und deren Korrelationen in den 2D-COSY, HSQC und im ebenfalls
aufgenommenen HMBC-Spektrum (Abbildung 18), mit dessen Hilfe auch das '*C-NMR

Signals des quartdren Kohlenstoffes C-3¢ bei 6 = 148.13 ppm zweifelsfrei zugeordnet werden
konnte, bestdtigen das Vorliegen eines hydroxylierten, ungeséttigten Prenylrestes, wie er zum

Beispiel bei Shamixanthon gefunden wurde. [80]

Die beiden Signale der Protonen an C-1* bei 6=2.62 ppm (H-1“a) und 2.71 ppm (H-1“b) zeigen,
neben der Korrelation mit den Kohlenstoffen des Prenylrestes C-2* (6 =73,49 ppm) und C-3* (6
= 148,13 ppm), zusétzliche Kreuzsignale mit drei quartiren Kohlenstoffen eines aromatischen
Systems bei 6 = 106.01 ppm (C-3°), 6 = 164.14 ppm (C-4°) und & =163.10 ppm (C-2°) im
HMBC-Spektrum (Abbildung 18). Bei diesen drei Kohlenstoffen handelt es sich um das C-
Atom, an dem der Prenylrest gebunden ist und um die direkt benachbarten Kohlenstoffe. Eines
dieser beiden C-Atome (C-2°) zeigt eine weitere Korrelation im HMBC mit dem weit
tieffeldverschobenen Hydroxylproton bei 6 = 13.97 ppm, bei dem es sich aufgrund der Lage im
"H-NMR-Spektrum (Abbildung 14) um ein wasserstoffbriickengebundenes Proton mit einer
benachbarten Carbonylgruppe handeln muss. Hydroxyl-Protonen mit Shiftwerten in diesem
Bereich sind in vielen Flavonoiden, bereits gefunden worden. [81,82] Der zweite benachbarte
Kohlenstoff (C-4°) besitzt wiederum einen Crosspeak mit den Methoxyprotonen bei 8=3.92
ppm im HMBC-Spektrum.

Das Hydroxylproton bei 6=13.97 ppm zeigt zwei weitere Korrelationen mit dem aromatischen
Kohlenstoff, an dem der Prenylrest gebunden ist (C-3; & = 106,01 ppm) und einem Kohlenstoff
bei 6 = 164.14 ppm, der seinerseits mit dem Methylsignal bei 6 = 55.90 ppm korreliert.

Die Lage dieses Methylsignals ist typisch flir aromatisch gebundene Acetylgruppen, wie sie in
vielen Naturstoffen vorkommen. [83] Die Signale der beiden anderen, noch fehlenden
aromatischen Kohlenstoffe befinden sich bei 6 = 87.14 ppm (C-5°) und 6 = 161.81 ppm (C-6°)
im 3C NMR Spektrum. Das im hohen Feld auftretende Signal (§ = 87.14 ppm) koppelt im
HSQC mit dem Proton bei 6= bei 6.21 ppm (H-5°), wihrend das im tiefen Feld auftretende
Signal (6 = 161.81) ppm zu einem quartdren Kohlenstoff gehort.

Dieser Kohlenstoff (C-6°) zeigt ebenfalls eine Korrelation im HMBC mit dem Signal eines
Methylethers bei 55.90 ppm. Daraus ging klar hervor, dass es sich bei dem Signal bei 87.14
ppm um das C-5° und bei & = 161,.81 ppm um das C-6° handeln musste, wodurch die Struktur
ermittelt werden konnte. Das aromatische Proton bei 6= 6.21 ppm (H-5°) zeigt vier Kopplungen

im HMBC-Spektrum (Abbildung 18). Neben den iiber zwei Bindungen auftretenden 2J-

25



Ergebnisse der phytochemischen Untersuchungen

Kopplungen mit den beiden benachbarten Kohlenstoffen bei 6= 164.14 ppm (C-4°) und 161.81

ppm (C-6°), zeigen sich die typischen iiber drei Bindungen auftretenden 3J-Kopplungen zu den
Kohlenstoffen C-1° bei 6 = 104. 95 ppm und C-3° bei 6 = 106.14 ppm. Zum Vergleich der NMR
Daten mit sehr dhnlichen Verbindungen, die aus der Rutaceae Acronychia pedunculata isoliert
wurden, wurden zusétzliche NMR Spektren von 1 in CDCl; aufgenommen (Tabelle 1). Dabei
zeigten sich groBe Ubereinstimmungen im NMR mit Acronyculatin D, das den gleichen
hydroxylierten Prenylrest besitzt, aber im Gegensatz zu 1 nur eine der drei phenolischen

Hydroxylgruppen der Phloroglucingrundstruktur besitzt. [84]

Die Stereochemie des sekundéren Alkohols an C-2* konnte durch die Auswertung der NMR-
Spektren nicht geklart werden. Eine hdufig benutzte Methode zur Aufklarung der absoluten
Konfiguration ist die Methode nach Mosher und Dale. [85] Hierbei wurden zwei Mosher-Ester
hergestellt und deren im Anschluss aufgenommene 'H-Spektren ausgewertet und miteinander
verglichen (s. Kap.6.2.3, Experimenteller Teil). Beim Mosher-Reagenz handelt es sich um das
a-Methoxytrifluoromethylphenylacetylchlorid, das aufgrund des chiralen a-C-Atoms in zweli,
nach Cahn-Ingold-Prelog bezeichneten enantiomeren Formen als (R)- und (S)-Mosher-Saure
oder zur leichteren Umsetzung als Sdurechlorid vorkommt. Setzt man nun einen einfachen
Alkohol, der entweder (R)- oder (S)-konfiguriert ist, mit den Mosher-Reagenzien um, so erhilt
man in beiden Fillen diastereomere Mosher-Ester. Ist der Alkohol beispielsweise (R)-
konfiguriert, erhdlt man mit dem (R)-Mosher-Reagenz einen (R,R)- und mit dem (S)-Mosher-
Reagenz einen (S,R)-konfigurierten Ester. Bei (S)-konfigurierten Alkoholen ergeben sich
entsprechend die (R,S)- und (S,S)-Esterderivate. Da Diastereomere, im Gegensatz zu
Enantiomeren, in ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften voneinander abweichen, sind
auch die NMR Spektren dieser beiden Diastereomere verschieden. Durch Vergleich der
Spektren und Auswertung der Shiftdifferenzen ldsst sich so ermitteln ob ein (R)- oder (S)-
konfigurierter Alkohol vorlag. Bei Verbindung 1 ergaben sich mit nach der Reaktion mit beiden
chiralen Mosher-Reagenzien keine reinen Verbindungen, sondern jeweils ein Gemisch zweier
Diastereomere. So flihrte die Umsetzung von Verbindung 1 mit dem (R-)-konfigurierten o-
Methoxytrifluoromethylphenylacetylchlorid zu einem Gemisch der beiden (R,S)- und (R,R)-
konfigurierten Mosher-Ester. Im anderen Fall erhielt man das Diasteromerengemisch der (S,R)-
und (SS)-Esterderivate. Daraus konnte abgeleitet werden, dass es sich bei Verbindung 1 um ein
Gemisch der beiden enantiomeren (R)- und (S)-Alkohole an C-2* handeln muss. Da der
Drehwert [a] echter Racemate (1:1-Gemische zweier Enantiomere) Null ist und der im

Polarimeter ermittelte Drehwert von 1 [a]*°p = -7.2° (¢ 0.2, MeOH); betrug, muss davon
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ausgegangen werden, dass ein Enantiomer iiberwiegt. Das ldsst vermuten, dass die
Racemisierung erst wiahrend der Isolierung stattfand. Verbindung 1 wurde somit eindeutig als
(R,S)-1-[2-hydroxy-3-(2-hydroxy-3-methyl-3-buten-1-yl) 4,6-dimethoxyphenyl]-ethanone

identifiziert.

Diese Verbindung gehdrt zur Naturstoffgruppe der Acetophenone, die in der Gattung Melicope
bereits ofters gefunden wurde. [48,50,52] Die hier isolierte und in ihrer Struktur aufgeklirte
Verbindung wurde trotz ausfiihrlicher Recherche noch nicht in der Literatur beschrieben.
Verbindung 1 stellt daher einen neuen, erstmals beschriebenen Naturstoff dar. Fiir andere,
strukturell &hnliche Acetophenone der Gattung Melicope wurden jeweils an die
Pflanzenbezeichnung angelehnte Trivialnamen vorgeschlagen. [86] In Analogie dazu schlagen
wir fiir dieses erstmals aus Melicope barbigera isolierte Acetophenon 1 den Namen

,,Melibarbinon A* vor.
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Tabelle 1: '3C und 'H-NMR Daten von 1 (§ in ppm, 500 MHz in DMSO-ds und CDCl3)

'H (J in Hz) 13C
Position DMSO-ds CDCl; DMSO-ds CDCl;

1 - 203.04 203.51

2 2.56s 2.61s 32.90 33.30

| - 104.95 105.81

2’ - 163.10 163.92

3 - 106.01 106.94

4 - 164.14 163.80

5 6.21s 597s 87.14 85.97

6’ - 161.81 162.31

17’a 2.62dd  (13.0/6.6) | 2.83 dd (13.9/9.0) | 28.60 28.95

1’b 271dd  (13.0/7.7) | 2.94 dd (13.9/3.6)

2” 4.14 m 4.20 dd (9.0/3.6) 73.49 75.91

3” - 148.13 147.98

4’a 451 m 4.80d (br.) 109.71 109.95

4°b 4.54 m 495d (1.1)

5 1.69 s 1.81s 16.88 18.1
OCHszan C-4’ | 3.87s 3.87s 55.77 55.52
OCH3an C-6> | 3.92s 3.90s 55.90 55.52
OH an C-2” |4.63d n.d. - -

OH an C-2’ 13.98 s 14.21s - -
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Abbildung 18: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 1 (600 MHZ in DMSO-d6)
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2.2 Verbindung 2 (Melibarbinon B)

4"

OCH,4

Verbindung 2 wurde als weillliche, amorphe Substanz aus der Fraktion MB.D-1V-10-4 in einer

Ausbeute von 3,2 mg isoliert.

Auf der DC-Platte zeigte die Verbindung 2 bei einem Re-Wert von 0,83 im Fliefmittel DC-3
einen l6schenden Substanzfleck (siehe 6.1.1), der sich bei Detektion mit Anisaldehyd-Reagenz
orange-braun farbte (siche 6.1.1). Nach Besprithen mit Naturstoffreagenz A zeigte er im

Tageslicht eine gelbe Farbung und fluoreszierte ebenfalls bei 366 nm gelb (siche 6.1.1).

Das hochaufldsende ESI-Massenspektrum zeigte das Molekiilion [M+H]" von 2 bei m/z =

265.1435, woraus sich die Summenformel von C15sH2004 berechnen ldsst.

Intens. +MS, 2.8-3.1min #165-183|
x4
209.0810
. B4
4.
265:1435
2.
| 238.1957 244.1908 257.2473 | 279.2292
c - & 1 . M| T E Il - i T 1 - T n lI "
200 210 220 - 230 240 250 260 270 280 miz
Meas. mfz # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
209.0810 1 C11H1304 209.0808 0.7 34 1 10000 55 even ok
2651435 1 C15H2104 265.1434 0.2 53 1 10000 55 even ok

Abbildung 19: HRESIMS von Verbindung 2

Im Vergleich zu 1 lieB3 sich bereits zu diesem Zeitpunkt vermuten, dass diese Verbindung einen
Sauerstoff weniger besitzt, was durch das Fehlen einer der beiden OH-Gruppen erklart werden
konnte. Auch von 2 wurden ein- und zweidimensionale NMR-Spektren zur weiteren
Aufklarung der Struktur aufgenommen. Bei der Auswertung des in deuteriertem Chloroform

aufgenommenen *C-NMR-Spektrums (Abbildung 21 und Tabelle 2) von 2 fiel auf, dass 10 der,
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aufgrund des HRESIMS erwarteten, 15 Kohlenstoffsignale bei Shiftwerten registriert wurden,
die sich um weniger als 1 ppm von den fiir 1 in CDCI3 gemessenen Werten unterschieden
(Tabelle 1). an. Bei den Signalen von 1, die gegeniiber 2 abweichende Shiftwerte zeigten,
handelt es sich um die Signale der hydroxylierten Seitenkette (C-1° bis C-4*) und das
aromatische C-Atom C-3°, an dem die Seitenkette gebunden ist. Einzig zum Methylkohlenstoff
C-5“bei 6=18.10 ppm in 1 findet sich ein entsprechendes Signal im Spektrum von 2 bei 17.96
ppm. Verbindung 2 sollte damit ein Derivat von 1 sein, bei dem der 2-Hydroxy-3-methyl-3-
buten-Rest durch einen nicht hydroxylierten C-5 Rest ersetzt ist. Da das 'H-NMR, neben den 2
Singuletts fiir die drei dquivalenten Methylproten der beiden Methoxygruppen (6 = 3.86 und
3.87 ppm, s. Abbildung 20 und Tabelle 2), zwei weitere Singuletts fiir je 3 Methylprotonen
zeigte (0 = 1.46 und 1.75 ppm, Abbildung 20 und Tabelle 2), sollte der Prenylrest in 2 zwei
statt einer Methylgruppen besitzen, die keine weitere Kopplung zeigen. In Verbindung mit dem
Triplett fiir ein ungeséttigtes Methinproton (H-2%, 8 = 5.15 ppm, Abbildung 20 und Tabelle 2)
und dem Dublett fiir eine Methylengruppe (H-1, 6 = 3.25 ppm, Abbildung 20 und Tabelle 2)
sollte es sich um einen 3-Methyl-2-buten-Rest handeln, der mit seinem C-1 am Aromat des
Acetophenons angekniipft ist. Dieser Befund wird durch die korrespondierenden Signale der
C-Atome im '3C NMR bestitigt. Uber die Korrelationen im H,H-Cosy (Abbildung 22) und den
beiden heteronuklaren Korrelationspektren (HSQC und HMBC, Abbildung 23 und Abbildung
24) wird die Struktur insgesamt bestitigt und die Position des Prenylrestes an C-3* iiber die
Korrelationen von H-1“ mit C-3°, C-2° und C-4° eindeutig bestétigt. Solche einfachen
Prenylreste sind in der Natur sehr weit verbreitet. Man findet sie sehr hdufig als Substituenten
von phenolischen Verbindungen in ortho Position zu phenolischen Hydroxylgruppen, zum
Beispiel bei prenylierten Flavonoiden. [78] 2-+*Bei Verbindung 2 handelt es sich demnach um
das 2-Hydroxy-4,6-dimethoxy-3-prenylacetophenon, das als Zwischenprodukt fiir die Synthese
von 4°-O-Methylxanthohumol beschrieben wurde [87]. Die dort publizierten NMR Daten
stimmen insgesamt mit den von uns gefundenen Daten iiberein, die Signale wurden aber nur

gelistet und nicht den Protonen und Kohlenstoffen genau zugeordnet [87].

Da 2 erstmals von uns aus einer Pflanze isoliert wurde, es sich also um einen neuen Naturstoff
handelt, schlagen wir fiir Verbindung 2 in Analogie zu 1 den Trivialnamen

,,Melibarbinon B* vor.
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Tabelle 2: 'H und *C-NMR Daten von Verbindung 2 (3 in ppm, 500/125 MHz in CDCls)

Position H (J in Hz) 13C
1 - 203.51
2 2.59s 33.30
1¢ - 106.31
2¢ - 163.48
3¢ - 110.11
4¢ - 163.81
5 593s 86.17
6’ - 161.96
1” 3.25d (7.1) 21.55
2” 515t (7.1/1) 122.96
3« - 131.53
4 1.64s 26.00
5« 1.75s 17.96
OCHszan C-4> | 3.86s 55.59
OCHszan C-6> | 3.87s 55.71
OH an C-2” 13.90 s -
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Abbildung 22: 2D-H,H-COSY-Spektrum der Verbindung 2 (500 MHz in CDCI5)
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Abbildung 24: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 2 (500 MHz in CDCIs)
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2.3 Verbindung 3 (Alloevodionol)

Verbindung 3 wurde als gelbe, kristalline Substanz aus der Fraktion (MB-II-5) in einer
Ausbeute von 23 mg isoliert. Im DC (FlieBmittel DC-3) wurde 3 bei einem Ry-Wert von 0,56
detektiert. Im Gegensatz zu den Verbindungen 1 und 2 zeigte sich bei 3 vor dem Bespriihen mit
Naturstoffreagenz A eine dunkle Substanzzone bei Betrachtung im langwelligen UV-Licht (A
=366 nm), die nach Bespriihen als eine gelb-orangene Fluoreszenz auffiel. Mit Anisaldehyd-

Spriihreagenz ergab sich eine grau-blaue Farbe (s. 6.1.1).

Die Aufnahme eines hochaufldsenden ESI-Massenspektrums ergab ein Molekiilion [M+H]"

mit einer Masse von m/z = 249.1128, woraus sich die Summenformel Ci4H ;604 ableiten lasst.

(Abbildung 25)

lnia:lrésﬁé_ +MS, 2.8-2.9min 4168-174]
2.04 249.1128
1.54
1.04
0.5
] l 2710941
0.0 s —r — = - X s :
230 240 250 260 270 280 miz
Meas. m/z # lon Formula miz err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
2491128 1 C14H1704 249.1121 -2.5 236 1 100.00 €5 even ok
2 C15H13N4 249.1135 29 359 2 6884 115 even ok
2710941 1 C14H16NaO4 271.0841 02 11.4 1 10000 65 even ok
2 C15H12N4Na  271.0854 47 17.8 2 47.39 115 even ok

Abbildung 25: HRESIMS von Verbindung 3
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Damit besitzt Verbindung 3 einen Kohlenstoff und vier Protonen weniger als Verbindung 2,
was auf das Fehlen eines Methylethers (-CH2) und das Vorhandensein eines weiteren
Doppelbindungsaquivalentes (-2 H) hindeutet. Ausgehend von der Struktur von Verbindung 2
konnte bei 3 ein Ringschluss zum Benzopyran erfolgt sein, was bei Acetophenonen in Melicope

species haufig vorkommt. [88,89]

Zur weiteren Aufklarung der Struktur von 3 wurden ebenfalls ein- und zweidimensionale NMR
Spektren aufgenommen und ausgewertet (Abbildung 26 bis Abbildung 30, und Tabelle 3) Nach
Betrachtung und Integration der Signale im 'H NMR-Spektrum (Abbildung 26) konnte
zunéchst festgestellt werden, dass es sich um insgesamt sieben Signale fiir 16 Protonen handelt.
Wihrend die Anzahl der detektierten Protonen mit den bei der Massenspektrometrie ermittelten
Zahl {ibereinstimmte, fanden sich im '*C NMR Spektrum (Abbildung 27) nur 13 Signale fiir
die 14 Kohlenstoffe. Aufgrund der Korrelationen im HSQC Spektrum (Abbildung 29) zwischen
dem Singulett fiir 6 dquivalente Protonen bei 6 = 1.49 ppm konnte das Kohlenstoffsignal bei o
= 27.84 ppm als ein Signal fiir zwei Methylkohlenstoffe erkannt werden. Fiinf weitere
Kohlenstoffe konnten aufgrund der im HSQC-Spektrum auftretenden Korrelationen mit ihren
korrespondierenden Protonensignalen als ein Methyl- (6 = 55.90 ppm) und drei Methin-
Kohlenstoffe (6 = 92.43, 116.69, 124.73 ppm) ermittelt werden. Bei dem Methylkohlenstoff
sollte es sich aufgrund der Tieffeldverschiebung des Kohlenstoff- und Protonensignals wie bei
1 und 2 um einen aromatischen Methylether handeln. Bei den anderen acht Signalen ohne

Protonen-Korrelationen handelt es sich um quartire Kohlenstoffe.

Wie bei den Verbindungen 1 und 2 tritt bei § = 13.91 ppm im '"H NMR Spektrum ein Signal
auf, das aufgrund seiner Lage auf eine phenolische OH-Gruppe hindeutet, welche eine
Wasserstoffbriicke mit einer benachbarten Carbonylfunktion ausbildet. Das Signal dieses
Carbonylkohlenstoffs (C-11) findet sich bei § = 204.29 ppm im *C NMR Spektrum. Aufgrund
der im HMBC (s.

Abbildung 30) auftretenden Kopplung mit dem tieffeldverschobenen Signal fiir drei Protonen
bei 6 = 2.67 ppm (H-12), besitzt Verbindung 3, in Analogie zu 1 und 2, ebenfalls eine am
Aromaten gebundene Acetylgruppe. Das Signal des zugehorigen Methylkohlenstoffs der
Acetylgruppe (C-12) findet sich bei § = 34.77 ppm im '*C NMR-Spektrum.

Im HMBC zeigte das Hydroxylproton bei 13.81 ppm 2J- und °*J-Korrelationen zu drei
Kohlenstoffen bei 6 = 166.54, 107.11 und 92.43 ppm. Wihrend es sich bei den ersten beiden

Kohlenstoffen um quartdre aromatische Kohlenstoffe handelte, konnte der Kohlenstoff bei
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0 =92.3 ppm aufgrund der Korrelation im HSQC mit dem Singulett fiir ein Proton bei & = 6.01
ppm als aromatischer Methinkohlenstoff erkannt werden. (Abbildung 29 und Tabelle 3)
Aufgrund der 3J-Kopplung des Kohlenstoffs bei 107.11 ppm mit den Methylprotonen der
Acetylgruppe (H-12, & = 2.67 ppm) handelte es sich um das aromatische C-Atom, an dem die
Acetylgruppe gebunden ist (C-8), wodurch das Signal bei & = 166.54 gleichzeitig als C-7
erkannt wurde, an dem die phenolische OH-Gruppe gebunden ist. (Abbildung 30)

Diese Zuordnung wird durch die Korrelationen des aromatischen Protons bei 6 = 6.01 ppm (H-
6) im HMBC-Spektrum bestitigt, das entsprechende Kreuzsignale mit C-7 (*J) und C-8 (J)
zeigt. H-6 besitzt zwei weitere Crosspeaks mit den Kohlenstoffsignalen bei 6 = 161.14 und
102.93 ppm. Bei beiden Kohlenstoffen handelt es sich um quartére aromatische C-Atome, die
ihrerseits long-range Korrelationen mit den Methoxyprotonen bei 6 = 3.84 ppm und einem von
zwei Dubletts fiir je ein Proton bei 6 = 5.42 ppm zeigten. Somit konnte das Kohlenstoffsignal
0 =161.14 dem methoxylierten C-5 und das Signal bei 6 = 102.93 ppm dem Briickenkopfatom
C-10 zugeordnet werden. Bei den beiden zum Dublett aufspaltenden Protonen handelt es sich
um zwei Protonen an einer Doppelbindung, was durch ihre Kopplung im H,H-COSY -Spektrum
und die fiir vicinale, cis-konfigurierte Protonen typische Kopplungskonstante (J) in Hohe von

9.91 Hz bestitigt wird.

Die Signale beider Protonen (H-3, H-4) zeigen im HMBC eine Korrelation mit dem Signal
eines quartidren Kohlenstoffs bei & = 77.79 ppm, der zusitzlich mit dem Signal fiir die 6
Protonen der oben angesprochenen dquivalenten Methylgruppen korreliert. Aufgrund der
chemischen Verschiebung dieses Signals handelt es sich um das C-2 eines Benzopyrans, das
bei den meisten Chromenen, aufgrund der biosynthetischen Abstammung von prenylierten
Acetophenonen, dimethyliert vorliegt. Uber die Korrelation mit H-3 kann das
Kohlenstoffsignal bei 6 = 156.2ppm als das zweite Briickenkopfatom des

Benzopyranringsystems zugeordnet werden.

Bei Verbindung 3 handelt es sich demnach um 7-Hydroxy-5-methoxy-8-acetyl-2,2-
dimethylbenzopyran. Diese Substanz ist auch unter dem Namen Alloevodionol bekannt und
wurde bereits in den Blittern der verwandten Arten Melicope pteleifolia [33,90] und Melicope
lunu-ankenda [33] gefunden. In weiteren Melicope-Arten wurde Alloevodionol als Bestandteil
des dtherischen Ols beschrieben. [91] In den Blittern der in dieser Arbeit untersuchten Melicope
barbigera wurde diese Verbindung erstmals isoliert und identifiziert. Die hier ermittelten NMR
Daten von Verbindung 3 stimmen mit den in der Literatur gefundenen Daten iiberein

(s. Tabelle 3).
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Tabelle 3: '3C und '"H-NMR Daten von Verbindung 3 (5 in ppm, 600/125 MHz in CDCl;)

'H (J in Hz) 13C
Position 3 Alloevodionol [90] 3 Alloevodionol [90]

2 - - 77.79 77.87

3 542,d 5.42d (10.0) 124.73 124.45
(9.91)

4 6.55,d 6.55d (10.0) 116.69 116.02
(9.91)

5 - - 161.14 160.93

6 6.01s 6.01s 92.43 92.08

7 - - 166.54 166.33

8 - - 107.11 105.90

9 - - 156.37 156.15

10 - - 102.93 102.78

11 - - 204.29 203.22

12 2.67s 2.67s 34.77 33.04

13 1.49 s 1.49 s 27.84 27.78

14 1.49 s 1.49 s 27.84 27.78

OCHs an C-5 3.84s 3.84s 55.90 55.68

OH an C-7 13.81s 13.83 s - -
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Abbildung 26: 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 3 (600MHz in CDCl;)
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Abbildung 27: 3*CNMR von Verbindung 3 (150 MHz in CDCls)
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Abbildung 28: 2D-H,H-COSY-Spektrum von Verbindung 3 (600 MHz in CDCl3)
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Abbildung 29: 2D-HSQC-Spektrum von Verbindung 3 (600 MHz in CDCI3)
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Abbildung 30: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 3 (600 MHz in CDCl3)
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2.4 Verbindung 4 (Melibarbichromen A)

Verbindung 4 wurde als gelber, dliger Riickstand wie Verbindung 3 aus der Fraktion MB-1I-4
in einer Ausbeute von 2,2 mg isoliert. Auf der DC im FlieBmittel DC-3 trat 4 als dunkle
Substanzzone bei einem Rf-Wert von 0,88 auf (s. Kap. 6.8). Dieser Substanzfleck zeigte nach
Detektion mit Naturstoff-Reagenz A eine gelb-orange Fluoreszenz im UV-Licht (A = 366 nm)
und entwickelte nach dem Bespriihen mit Anisaldehyd/H.SO4-Reagenz eine grau-blaue Farbe
bei Betrachtung im Tageslicht. Die Substanz wies daher groBe Ahnlichkeit zu Verbindung 3
auf. Auch das UV-Absorptionsspektrum mit seinem Maximum bei 290 nm &hnelt dem von 3

(s. Kap. 6.8).

Mit Hilfe des hochauflosenden ESI-Massenspektrums konnte die Summenformel C19H2404 fiir
das Molekiilion [M+H]" bei m/z = 317.1752 ermittelt werden.

Intens, T +MS, 1.3-1.3min #77-79

x109
10 3174752
0.8+
0.6+
0.44
0.2+ 318.1783
| 3154592
313 314 315 316 n7 318 319 320 32 m/z
Meas. m/z # lonFormula miz err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
315.1582 1 C19H2304 315.1591 -0.2 775.1 1 100.00 8.5 even ok
3171752 1 C18H2504 3171747 -1.3 2186 1 100,00 7.5 even ok
2 C20H21MN4 317.1761 29 34.9 2 5691 125 even ok

Abbildung 31: HRESIMS von Verbindung 4
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Verbindung 4 besitzt demnach fiinf Kohlenstoffe und 9 Protonen mehr als 3, was die
Vermutung nahelegt, dass es sich bei 4 um ein prenyliertes Derivat von Verbindung 3 handeln

konnte.

Fiir die Aufklarung der Struktur von 4 wurden ebenfalls ein- und zweidimensionale NMR
Spektren aufgenommen (Abbildung 32 bis Abbildung 37). Das '*C NMR-Spektrum von 4
zeigte erwartungsgemifl die Signale fiir 19 Kohlenstoffe (Abbildung 34), von denen neun
Signale anndhernd identische Shiftwerte aufwiesen, wie sie bei 3 gefunden worden waren
(Tabelle 3). Wie bei Verbindung 3 konnte durch die Korrelation mit den im 'H NMR
auftretenden Protonensignalen ein an 5,7,8-trisubstuiertes Benzopyran nachgewiesen werden.
Auch bei 4 zeigt das Spektrum die Signale fiir eine Acetylgruppe an C-8 (Tabelle 4), die von
einer in ortho Position angeordneten Hydroxylgruppe an C-7 begleitet wird. Das
wasserstoffbriickengebundene Proton, befindet sich charakteristischerweise bei 6 = 13.84 ppm.
Das einzige im Spektrum auftretende aromatische Proton H-6 tritt bei 6 = 5.99 ppm auf, beim
anndhernd gleichen Shiftwert wie er fiir 3 gefunden wurde. Demnach befindet sich auch der
letzte noch fehlende Substituent, die OCH3-Gruppe, wie bei 3 an C-5. Neben den drei
Kohlenstoffsignalen der genannten Substituenten, finden sich im *C NMR von 4 auch die sechs
aromatischen Kohlenstoffe, die iiber die entsprechenden long-range Korrelationen im HMBC-
Spektrum eindeutig zugeordnet werden konnten, bei fast Identischen Shiftwerten. Unterschiede
fanden sich in den Spektren von 4 nur bei den Signalen der Protonen und Kohlenstoffe des
Pyranrings sowie den dort vorhandenen Substituenten. Wihrend die beiden Methylgruppen am
C-2 von 3 jeweils nur ein Singulett fiir sechs 4dquivalente Protonen im 'H- (8 = 1. 49 ppm) und
nur ein Signal fiir zwei identische Kohlenstoffe (& = 27.8 ppm) im '*C-NMR-Spektrum
verursachten, enthielten die Spektren von 4 nur ein Singulett fiir drei Protonen einer
Methylgruppe bei & = 1.43 ppm und ein korrespondierendes Methylkohlenstoffsignal bei & =
26.7 ppm (Abbildung 34 und Tabelle 4). Die zweite Methylgruppe fehlt bei 4, woraus
geschlossen werden konnte, dass die anfangs vermutete Prenylierung an dieser Position erfolgt
sein musste. Bestitigt wurde dies durch die typischen Signale fiir zwei endstindige
Methylgruppen und ein Methinproton bei 6 = 1,57 ppm, 6 = 1,66 ppm und & = 5.09 ppm (H-4°,
H-5° und H-2°). Aufgrund des Kreuzsignals zwischen H-2° und dem Proton bei 6 = 2.10 ppm
im H,H-COSY Spektrum konnte das Signal fiir H-1° im deutlich hoheren Feld gefunden werden
als bei Verbindung 2 (Abbildung 20 und Tabelle 2). H-1° koppelt seinerseits mit dem Multiplett
fiir zwei Protonen bei & = 1.79 ppm, welches H-14 zugeordnet werden konnte. Dies wurde

zusitzlich durch die im HMBC-Spektrum von 4 gefundenen Korrelationen bestitigt.
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Verbindung 4 konnte daher zweifelsfrei als [7-Hydroxy-5-methoxy-2-methyl-2-(4-methyl-3-
pentenyl)-2H-chromen-8-yl]-ethan-1-on identifiziert werden. Eine Literaturrecherche in den
Chemical Abstracts ergab mit Scifinder® [49], dass diese Verbindung bis dato lediglich als
Zwischenprodukt in der Synthese von Boesenbergin B aus der Pflanze Boesenbergia pandurata
(Zingiberaceae) beschrieben wurde. [92] Daher handelt es sich bei 4 um eine erstmals in der
Natur gefundene Verbindung, fiir die der Trivialname ,, Melibarbichromen A* vorgeschlagen

wird.

Wenn man die Struktur von 4 mit dem Alloevodionol 3 vergleicht, ausgehend von der
Annahme, dass 3 unter Ringschluss aus einem prenylierten Acetophenon entsteht, dann wird
die Vorstufe von 4 wahrscheinlich ein mit einem Monoterpen substituiertes Acetophenon sein
(s. Abbildung 246, Kap. 5.1. Diskussion). Eine Prenylierung an einer Methylgruppe eines 2,2-

Dimethylchromens ist eher unwahrscheinlich.
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Tabelle 4: 1*C und '"H-NMR Daten von Verbindung 4 (5 in ppm, 600 MHz/150 MHz in CDCl3)

Position 'H (J in Hz) 13C

1 - _

2 - 80.9

3 5.38d (10.1) 122.9
4 659d  (10.1) 116.79
5 - 161.19
6 5.99 s 91.85
7 - 166.70
8 - 106.01
9 - 156.66
10 - 102.69
11 - 202.91
12 2.66s 33.12
13 1.43s 26.7
14 1.79 m 41.72
r 2.10m 23.04
2 509t (7.1/1.5) 123.62
3 - 132.85
4% 1.57 s 17.34
5* 1.66, s 25.93

OCH3s an C-5 3.83s 55.68
OH an C-7 13.84 s -

*Zuordnung austauschbar
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Abbildung 32: '"H NMR Spektrum von Verbindung 4 (600 MHz in CDCls)
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Abbildung 33: Ausschnitt aus dem 'H NMR Spektrum von Verbindung 4 (600 MHz in CDCls)
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Abbildung 34: *C-NMR-Spektrum von Verbindung 4 (150 MHz in CDCl5)
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Abbildung 36: 2D-HSQC-Spektrum der Verbindung 4 (600 MHz in CDCls)
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2.5 Verbindung S (Melibarbichromen B)

Verbindung 5 wurde als farbloser, 6liger Riickstand aus der Fraktion MB.D-IV-10-4 in einer
Ausbeute von 1,8 mg isoliert. Im DC (FlieBmittel DC-3) fand sich 5 bei einem R-Wert von
0,44. Im Vergleich zu den Verbindungen 3 und 4 lief diese Substanz deutlich niedriger, was als

ein Indiz fiir eine hohere Hydrophilie gedeutet werden konnte (siehe Kap. 6.1.1).

Im Gegensatz zu den beiden prenylierten Acetophenonen 1 und 2 und den Benzopyranen 3 und
4 zeigte sich bei 5 nach dem Bespriihen mit Naturstoffreagenz A keine gelbe oder gelb-orange
Substanzzone im UV-Licht (A =366 nm), sondern es trat eine hellblaue Fluoreszenz auf. Durch
Bespriihen der Diinnschichtplatte mit Anisaldehyd/H>SO4 Reagenz ergab sich eine hellbraune
Féarbung der Substanzzone von 5 (siehe Kap. 6.1.1).

Wie bei den Verbindungen 3 und 4 liegt das UV-Maximum von 5 bei 280 nm, was vermuten
lieB3, dass es sich bei Verbindung 5 ebenfalls um ein Benzopyran handeln konnte. (siehe Kap.

6.9).

Das hochauflésende ESI-MS-Spektrum zeigte das Molekiilion [M+H]" bei m/z = 281.1385
(s.Abbildung 38) Ausgehend von dieser genauen Masse konnte die Summenformel Ci5sH2005

ermittelt werden.

61



Ergebnisse der phytochemischen Untersuchungen

Intens. { e +MS, 2.6-2.8min #156-167
x109]
1 2811385
4; |
3
2]
/ 209.0809
]
]
ol 263.1276 e 335.1487
200 e T B8 oA 300 500 0 A iz
Meas. m/z #. lon Formula mi/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
209.0809 1 C11H1304 209.0808 04 3.3 1 10000 &5 even ok
2811385 1 C15H2105 281.1384 0.5 10.5 1 10000 55 even ok
303.1201 1 C15H20NaO5 303.1203 08 6.2 1 10000 55 even ok
3351487 1 C18H2306 335.1489 0.7 7.4 1 10000 7.5 even ok

Abbildung 38: HRESIMS von Verbindung 5

Verbindung 5 war um 31 Masseneinheiten schwerer als Alloevodionol (3), welches einen
Kohlenstoff-, einen Sauerstoff- sowie vier Wasserstoffe weniger im Molekiil besitzt. Die
Berechnung der Doppelbindungsidquivalente von 5 ergab, dass die Substanz nur sechs
Doppelbindungsédquivalente besitzt und damit eines weniger als Verbindung 3. Dies lie3

vermuten, dass es sich bei 5 um ein Tetrahydrobenzopyran handeln konnte.

Die endgiiltige Struktur von 5 wurde anschlieBend mit Hilfe der 'H und '*C NMR-Spektren
sowie der zweidimensionalen HSQC-, HMBC- und H,H-COSY -Spektren aufgeklart.

Das 3C-NMR zeigte die Signale fiir insgesamt 15 Kohlenstoffe, wie es durch die ermittelte
Summenformel zu erwarten war. Bezliglich der Lage der Signale wies das Spektrum insgesamt
groBe Ahnlichkeit zum Spektrum von 3 auf, bei genauerer Betrachtung fiel aber auf, dass im
Spektrum von 5 zwei Kohlenstoffsignale bei dc = 55.65 ppm und dc¢c = 56.22 ppm auftreten,
woraus gefolgert werden konnte, dass 5 im Gegensatz zu 3 eine aromatisch gebundene
Methoxygruppe mehr besitzt. Die korrespondierenden Protonensignale wurden als Singuletts
fiir jeweils drei Protonen iiber die Korrelation im HSQC-Spektrum (Abbildung 43) bei 6 = 3.80
ppm und 6 = 3.84 ppm erkannt. Dariiber hinaus fiel ebenfalls auf, dass Verbindung 5 im
Gegensatz zu Alloevodionol keine Kohlenstoff- und Protonensignale im typischen Shiftbereich
fiir ungesattigte Kohlenstoffe besitzt, so dass es sich um ein 2,3-Dihydrobenzopyran handeln
sollte. Im Gegensatz zu Alloevodionol konnten dementsprechend keine olefinischen Protonen
(H-3 und H-4) gefunden werden. Stattdessen fanden sich zwei Dublett vom Dublett Signale fiir
eine CH2-Gruppe bei & = 2.62 ppm und 6 = 2.84 ppm (H-4a und H-4b) und ein Triplett fiir ein
Proton bei 6 = 3.77 ppm (H-3) als jeweiligen Kopplungspartner. Aufgrund der Lage dieses
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Protonensignals und des zugehorigen Kohlenstoffs bei 6 = 69.3 ppm musste es sich um einen

hydroxylierten Kohlenstoff handeln (s. Abbildung 40 und Abbildung 42).

Die Protonen H-4a und H-4b zeigten jeweils eine geminale Kopplung von 17.1 Hz zueinander
und eine vicinale Kopplung von 5.50 Hz (H-4a) und 5.2 Hz (H-4b) mit dem Proton an C-3, die
sich beim Dublett vom Dublett mit Tripletthabitus im Signal von H-3 wiederfanden. Aufgrund
der ungefihr gleich groBBen vicinalen Kopplung kann davon ausgegangen werden, dass H-3
rdumlich etwa in der Mitte zu H-4a und H-4b angeordnet ist bzw. den ungefdhr gleichen

Abstand zu beiden Protonen besitzt.

Die Auswertung der 2D-COSY, HSQC und HMBC Spektren (Abbildung 42, Abbildung 43 und
Abbildung 44) bestdtigte, dass es sich bei 5 um ein hydroxyliertes 2,2-Dimethyl-
tetrahydropyran handelt. Aufgrund der *J-Kopplung im HMBC zwischen den Protonen der
Methylgruppen an C-2 und dem Methinkohlenstoff bei 6 = 69.3 ppm, konnte zweifelsfrei
geklart werden, dass es sich bei C-3 um den hydroxylierten Kohlenstoff im Benzopyranring
handelt. Alle iibrigen Kopplungen bestétigen diesen Befund. Das Hydroxylproton konnte durch
Austausch mit Deuterium nicht identifiziert werden, das Vorhandensein der Hydroxylgruppe

wurde aber spéter durch Bildung von Mosherestern zweifelsfrei bestétigt (s. unten).

Die Substitution des aromatischen Rings wies groe Ahnlichkeit zu Verbindung 3 auf. Auch
bei 5 befindet sich eine aromatische gebundene Acetylgruppe am C-8, deren Kohlenstoffsignale
bei 6 =201.6 ppm (C=0, C-11) und 32.7 ppm (CHsz, C-12) auftreten und sich nur in Bezug auf
das Carbonylsignal geringfligig von den bei 3 ermittelten Werten unterscheiden. Dieser
Unterschied ist durch die Methylierung der ortho-stindigen OH-Gruppe am C-7 erklérbar, da
bei § durch die Methoxygruppe an dieser Position keine Wasserstoft Briicke zwischen der
aromatischen Hydroxylgruppe und dem Carbonylsauerstoff am C-11 mehr gebildet werden
kann. Durch die wegfallende Entschirmung verschiebt sich das Signal fiir den
Carbonylkohlenstoff um ca. 2 ppm zum hoheren Feld. Als weitere Substituenten am Aromaten
wurden wie bei 3 eine Methoxygruppe am C-5 (6. = 55.7 ppm und on = 6.07 ppm) und ein
Proton am C-6 (6. = 88.1 ppm und 6n = 3.84 ppm) gefunden.

Die Abbildung 39 zeigt die im HMBC und COSY Spektrum gefundenen Schliisselsignale fiir
die Strukturaufklirung. Das aromatische Proton H-6 zeigt J- und *J-Korrelationen mit den
quartdren Kohlenstoffen C-5, C-7, C-8 und C-10 im HMBC-Spektrum (Abbildung 44 und
Tabelle 5). Wihrend die Kohlenstoffe C-5 und C-7 jeweils eine *J-Korrelation mit den dort
gebundenen Methoxygruppen aufweisen, gibt es eine entsprechende Korrelation zwischen der

Methylgruppe des Acetylrestes (H-12) und dem C-8 bei 8¢ = 113.8 ppm. Uber eine *J
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Korrelation zwischen den Protonen bei 6 = 2.62 und & = 2.84 ppm (H-4a und H-4b) mit den
Kohlenstoffsignalen bei & = 113.8 ppm und 100.9 ppm, konnten diese Signale den quartiren
Kohlenstoffen C-8 und C-10 zugeordnet werden, wodurch sich auch die anderen aromatischen

C-Atome sowie die Positionen der beiden Methoxygruppen eindeutig zuordnen lieflen.

/" HMBC /) ROESY

Abbildung 39: Key HMBC Korrelationen und ROESY Korrelationen der Verbindung 5;
entnommen aus [93]

Die Zuordnung der Protonen und Kohlenstoffe des Pyranrings wurden ebenfalls durch

Auswertung von COSY, HSQC sowie HMBC bestitigt. (s. Abbildung 41 bis Abbildung 44)

Um die Stercochemie des sekundiren Alkohols an C-3 aufzukldren, wurde zunichst ein
ROESY Spektrum aufgenommen (Abbildung 46 ). Beim ROESY Experiment wird der
Nuclear-Overhauser-Effekt im rotierenden Koordinatensystem gemessen. Anhand der
auftretenden Cross-Peaks, die die Wechselwirkungen von benachbarten Protonen anzeigen, ist
es moglich die relative Konfiguration solcher Protonen zueinander zu bestimmen. Uber das
ROESY Spektrum, konnte gezeigt werden, dass die beiden Methylenprotonen H-4a und H-4b
mit jeweils einer den beiden Methylgruppen an C-2 koppelten. Dabei zeigte das H-4a eine
Korrelation mit den Protonen bei 6 = 1.31 ppm (CH3, H-14) wihrend H-4b mit der anderen
Methylgruppe bei & = 1.33 ppm (H-13) korrelierte, sodass ausgehend von diesen Daten die

relative Konfiguration aufgeklart werden konnte.

Um die absolute Konfiguration zu ermitteln, wurden jeweils 0,5 mg der Verbindung 5 mit den
enantiomeren Sdurechloriden der a-Methoxy-a-trifluoromethylphenylessigsdaure (R- und S-
Mosherchlorid) umgesetzt. Wird ein chiraler Alkohol, mit einer unbekannten Konfiguration (R
oder S) mit diesen Reagenzien umgesetzt, so erhélt man nach erfolgreicher Umsetzung je nach
Konfiguration des Alkohols entweder ein R,R- und R,S- oder S,R- und S,S- Mosheresterpaar.
Da die beiden Ester bei Umsetzung eines chiralen Alkohols ein Diastereomerenpaar darstellen,
lasst sich anhand der Differenzen der NMR-Shifts berechnen, ob der umgesetzte Alkohol R-
oder S-konfiguriert ist. Wird ein Racemat umgesetzt, das heifit eine Mischung des R- und S-
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konfigurierten Alkohols, dann erhédlt man mit beiden Mosherchloriden ein racemisches

Gemisch zweier R,R- und S,R- bzw. R,S- und S,S-Mosherester.

Die Abbildung 45 zeigt das 'H NMR Spektrum nach Umsetzung der Verbindung 5 mit dem R-
Mosherchlorid. Die Auswertung ergab, dass die Signale H-6, H-3, H-12, H-13 und H-14 jeweils
doppelt statt einfach auftraten. Somit konnte abgeleitet werden, dass es sich um ein
Diastereomerengemisch der R,R- und S,R-Mosherester handeln musste. Bei der Verbindung 5

sollte es sich daher um ein Racemat handeln.

Die anschlieBende Messung der optischen Drehung zeigte einen [0]*°p Wert von nahezu Null
(-9.9 [c 0.2, MeOH]). Da der Wert nicht Null ist, sollte es sich bei der Verbindung 5 um ein

Racemat mit einem Enantiomerentiiberschuss handeln.

Auch Verbindung 5 ist ein neuer Naturstoff, der bisher noch nicht beschrieben wurde und hier
erstmals aus Melicope barbigera isoliert worden ist. Daher wurde, analog zur Verbindung 4,

der Trivialname ,,Melibarbichromen B* vorgeschlagen. [93]
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Tabelle 5: '3C und '"H-NMR Daten von Verbindung 5 (5 in ppm, 600/150 MHz in CDCl;)

Position 13C H (J in Hz)
2 71.7 C -
3 69.3 CH 377t (5.2/5.5)
4a 26.2 CH 2.62.dd (17.1/5.5)
4b 26.2 CH | 2.84dd(17.1/5.2)
5 159.7 C -
6 88.1 CH 6.07 s
7 156.8 C -
8 113.8 C -
9 151.5 C -
10 100.9 C -
11 201.6 C -
12 32.7 CH;3 2.47s
13° 22.0 CH; 1.33s
14~ 24.8 CH;3 1.31s
1’ , N
21 - -
3 } }
4 - :
5" - -
OCH;s an C-5 55.7 CHs 3.84s
OCH3 an C-7 56.2 CH; 3.80s

*Zuordnung sind austauschbar
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Abbildung 40
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Abbildung 41: 3C NMR-Spektrum von Verbindung 5 (150 MHz in CDCls)
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Abbildung 42: 2D-H,H-COSY-Spektrum der Verbindung 5 (600 MHz in CDCI3)
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Abbildung 44: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 5 (600 MHz in CDCl3)
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2.6 Verbindung 6 + 7 (Melifolione A und B)

Melifolione A Melifolione B

Die Isolierung und Strukturaufklarung der Verbindungen 6 und 7 gestaltete sich schwierig. Die
nach der HPLC zunéchst erhaltene Fraktion (MB-III-10), fiel in einer Menge von 3,1 mg als
hellbraune, 6lige Substanz an. Im DC (FlieBmittel DC-3) zeigte sich die Substanzzone bei
einem R-Wert von 0,47. Nach Besprithung der DC mit Naturstoffreagenz A erschien der
Substanzfleck im Tageslicht gelblich und bei 365 nm fluoreszierte er gelblich. Mit
Anisaldehyd/H>SO4 Reagenz férbte sich der Substanzfleck, der bei 254 nm eine
Fluoreszenzloschung zeigte, rot-braun. Das HRESIMS zeigte mit einem m/z von 303.1593 fiir
[M+H]" die Bruttoformel von CisH230s (Abbildung 47) an. Dies entspricht acht

Doppelbindungsédquivalenten.

Intens +MS, 3.7-3.8min #218-225
x105]
303.1593
5.
4_
3]
21
11
2651433 281.1383
0 . L :
260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
2651433 1 C15H2104 265.1434 0.4 6.7 1 10000 55 even ok
2 C16H17N4 265.1448 5.5 9.0 2 4700 105 even ok
2811383 1 C15H2105  281.1384 0.3 6.6 1 10000 55 even ok
2 C16H17N4O  281.1397 5.1 204 2 3771 105 even ok
303.1593 1 C18H2304 303.1591 0.8 132 1 10000 75 even ok

Abbildung 47: HRESIMS des Gemisches von 6 und 7

Bei erneuter HPLC dieser Fraktion wurden nach einer Retentionszeit von 33,2 Minuten zwei
kaum voneinander getrennte Peaks mit einem UV-Maximum von 280 nm detektiert. Ein

dhnliches UV-Maximum zeigt auch die aus der gleichen Pflanze isolierte Verbindung 3
74



Ergebnisse der phytochemischen Untersuchungen

(Alloevodionol), so dass vermutet wurde, dass es sich bei 6 und 7 ebenfalls um phenolische

Benzopyrane oder Acetophenone handeln konnte.

~

O
5116.01 X
6H13.81HO 0" Ngy1.49
8y2.67 O

Abbildung 48: Verbindung 3 = Alloevodionol

Im 'H-NMR-Spektrum (Abbildung 51) erscheinen fast alle Resonanzsignale im Verhéltnis von
ca. 2,5:1 verdoppelt, was auch fiir ein Gemisch von zwei dhnlichen Strukturen sprach. Deutliche
Unterschiede fiir die chemische Verschiebung der ,,Satelliten” ergaben sich in folgenden
Bereichen: 13.5 ppm (s), 6.0 ppm (s), 2.8 ppm (br. s), 2.2 ppm (m), 2.1 ppm (m), 1.6 ppm (s),
1.4 ppm (s) und 1.1 ppm (s)

Alle anderen Signale im Bereich von 0.8 bis 2.0 ppm zeigen komplexe Aufspaltungen und

lieBen zunichst keine weiteren Riickschliisse zu.

Im breitbandentkoppelten *C-Spektrum (Tabelle 8 und Abbildung 53) kann man die meisten
der von der Bruttoformel geforderten 18 C-Signale direkt erkennen, wéihrend einige erst durch
die Auswertung der 2D-NMR-Spektren identifiziert werden konnten. Auch hier werden fast
alle Signale von Satelliten mit verminderter Intensitdt begleitet. Bei tiefem Feld fallen neben
einem Signal im Bereich von 202 ppm fiir eine Carbonylgruppe drei intensivere Signale im
Bereich von ca. 160 ppm sowie drei weitere zwischen 95 und 110 ppm auf, die charakteristisch
sind fiir einen Benzolring mit drei metastdndigen Sauerstoff-Substituenten und einer
Acetylgruppe, wie sie im Phloroacetophenon vorliegen, zumal auch das entsprechende C-

Signal fiir eine Acetyl-Methylgruppe bei ca. 33 ppm detektiert werden konnte.

Da aber im 'H-NMR-Spektrum fiir jedes Isomer nur je ein Signal fiir eine freie OH-Gruppe als
intramolekulare H-Briicke bei ca. 13 ppm auftritt, miissen die beiden librigen OH-Gruppen als
Phenolidther vorliegen. Zusammen mit dem einzigen aromatischen Proton bei ca. 6 ppm, ergab
sich demnach die folgende Partialstruktur A oder B [CsHs504], in der bereits 5 der 8 geforderten
DBA enthalten sind. (Abbildung 49)
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OR' 0 OR!

HO OR? HO OR2

0 [CsH504]
A B

Abbildung 49: Partialstrukturen A und B

Aufgrund der kompletten Summenformel von CsH2204 konnte der ,,Rest* des Molekiils als

Summe von R' + R? + R nur noch aus 10 Kohlenstoff- und 17 Wasserstoff-Atomen bestehen.

Tatséchlich findet man im 'H-NMR-Spektrum im Bereich von 0,8 bis 2,9 ppm die Signale fiir
insgesamt 20 Protonen. Vermindert um die drei, bereits erwéhnten Methylprotonen der
Acetylgruppe verbleiben somit 17 aliphatische Protonen, die sich wie folgt aufteilen: 9
Protonen fiir drei Methylgruppen, die mit ,,verdoppelten* Singuletts zwischen 1,0 und 1,7 ppm
erscheinen, 2 Protonen fiir zwei Methin-Gruppen als ,,verdoppelte* Multipletts bei ca. 2,1 bzw.
bei ca. 2,8 ppm, 6 Protonen fiir drei Methylengruppen, deren Signale als iiberlagerte Multipletts
zunéchst schwer zu erkennen waren und erst mit Hilfe eines HSQC-Spektrums im Bereich von

0,8 bis 2,3 ppm eindeutig detektiert werden konnten (Abbildung 55 und Abbildung 56).

Die fiir die restliche Struktur erforderlichen 10 C-Signale findet man im '*C-Spektrum in
folgenden Bereichen (Abbildung 53): zwei Signale bei ca. 76 und 86 ppm, wie sie fiir tertidre
C-Atome aliphatischer Phenoléther typisch sind und acht Signale zwischen 20 und 50 ppm
(ohne Berticksichtigung des Signals fiir die Acetyl-Methylgruppe bei ca. 32 ppm)

Damit sollten die Substituenten R!, R? und R? ein System von drei zusitzlichen Ringen ergeben,
da sich nur so die noch fehlenden drei DBA fiir die Gesamtstruktur erkléren lassen. Aufgrund
der iibrigen spektroskopischen Ahnlichkeiten mit dem Benzopyran 3 wurde deshalb die
folgende Struktur als Target ausgewéhlt, um damit eine Sci-Finder-Struktur-Recherche in der

CAS-Datenbank durchzufiihren:
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Dabei ergaben sich insgesamt 168 registrierte Verbindungen mit der geforderten Teilstruktur,

von denen aber lediglich zwei alle notwendigen Kriterien fiir die gesuchte Struktur erfiillten:

e FEine Acetylgruppe und eine freie Hydroxylgruppe am Benzolring
e Drei an quartdren C-Atomen

e Drei Methylengruppen

e Zwei Methingruppen

e Erforderliche Summenformel von CigH2204

0
H 0 0
| H
H
1

) H

HO > 0

HO 0
0

CAS-Nr. : 31653-44-8 CAS-Nr. : 37464-54-3; 128572-40-7

Dabei handelt es sich um zwei strukturisomere Verbindungen. Sie weisen ein tetracyclisches
Ringsystem auf, zu dem ein Benzolring, zwei teilhydrierte Pyran-Ringe sowie ein Cyclohexan-
Ring gehoren. Sie werden in der Literatur als Melifolione A und Melifolione B bezeichnet. [94]
Die korrekte IUPAC-Nomenklatur fiir diese Verbindungen lautet: 1-(9-Hydroxy-1,5,5-
trimethyl-6,15-dioxatetracyclo[9.3.1.0%!%.07!?]pentadeca-7,9,11-trien-X-yl)ethanon.

Fiir Melifolione A: X = 8 und fiir Melifolione B: X = 10.
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Ubersichtlicher ist die CAS-Nomenklatur. Dort wird das tetracyclische Ringsystem vom
tricyclischen 6 H-Dibenzo[b,d] pyran abgeleitet und als 1,9-Epoxy-6a,7,8,9,10,10a-hexahydro-
6H-dibenzo[b,d]pyran bezeichnet.

6a,7,8,9,10,10a-Hexahydro-1,9-epoxy-6 H-dibenzo[b,d]pyran

Dementsprechend werden die beiden Strukturisomere in der CAS-Nomenklatur wie folgt

benannt:

1-(6a,7,8,9,10,10a-Hexahydro-3-hydroxy-6,6,9-trimethyl-1,9-epoxy-6 H-dibenzo[b,d|pyran-4-
yl)-ethanon (6)

1-(6a,7,8,9,10,10a-Hexahydro-3-hydroxy-6,6,9-trimethyl-1,9-epoxy-6 H-dibenzo[b,d]pyran-2-
yl)-ethanon (7)

Beide Verbindungen sind schon seit 1970 bekannt [95], doch wurden sie erst 1990 von Goh
und Mitarbeitern hinreichend spektroskopisch charakterisiert. Diese Autoren isolierten sie als
ein Gemisch von Melifolione A (6) und Melifolione B (7) aus Euodia latifolia. Die Autoren

konnten die Isomere durch fraktionierte Kristallisation trennen und von 6 auch eine

Rontgenstruktur-Analyse anfertigen. [94]
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Die von Goh und Mitarbeitern angegebenen 'H-NMR-Daten stimmen nahezu exakt mit den
Werten {iiberein, die in dieser Arbeit mit dem Substanzgemisch von 6 und 7 aus Melicope

barbigera ermittelt wurden, so dass dessen Identitét gesichert war. [94]
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Tabelle 6: 'H-NMR-Daten der isomeren Verbindungen 6 und 7 in CDCl5 (8 ppm)

TH-NMR (Melifolione A) 'H -NMR (Melifolione B)
Position 6 Literaturwerte 7 Literaturwerte
nach [96] nach [96]
1 - - - -
2 6.04 s 6.04 s
3 - - - -
4 6.01s 6.01s
5 - - - -
6a 2.09 ddd 2.09 ddd 2.02 ddd 2.05 ddd
7* 0.86 m 1.31m 1.30 dt 1.35 dt
1.31m 0.86 m 0.87 ddt 0.87 ddt
8* 1.45m 1.48 dd 1.45m 1.48 dd
1.80 m 1.82 - 1.88 dt 1.80 m 1.82 - 1.88 m
9 - - - -
10* 1.86 dd 1.87 m 1.86 dd 1.87 m
2.19ddd 220 m 2.19 ddd 220 m
10a 2.73 brs 2.74's 2.83 brs 2.83t
6-CH3 ax 1.13 s 1.13s 1.07 s 1.10 s
6-CHs eq 1.59s 1.59s 1.51s 1.52s
9-CH3 1.40 s 1.37s 1.45s 1.43s
CH3:CO 2.60s 2.62s 2.62s 2.62s
OH 13.30 s 13.32s 13.60 s 13.63 s

*Die geminalen Protonen Hz-7, H2-8 und H2-10 zeigen grofie Unterschiede in der chemischen Verschiebung.

Die pseudo-axiale Position fiihrt in allen Féllen zu einer deutlichen diamagnetischen Verschiebung gegeniiber den pseudo-
equatorial angeordneten Protonen. Die in der Tabelle angegebenen Werte wurden mit Hilfe des HSQC-Spektrums als Zentren
der jeweiligen Multipletts fiir das Gemisch der beiden Verbindungen 6 und 7 bestimmt, da diese Signale der Isomeren nicht

getrennt erscheinen.
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Tabelle 7: HMBC Korrelationen von Verbindung 7 (Melifolione B)

** Signal teilweise durch das CDCI3-Signal verdeckt.

Position 13C NMR (Melifolione B) HMBC Korrelationen
1 158.8 Korrelation zu 10a nicht zu sehen
2 106.5 C-2/3-OH; C-2/H-4; C-2/CH5CO
3 165.2 C-3/3-OH
4 98.5 C-4/3-OH
4a 163.3 Korrelation zu H-10a nicht zu sehen
6 85.1 C-6/6-CHzax; C-6/6-CHseq
6a 46.0 C-6a/6-CHzax und 6-CHseq; C-6a/H-
8; C-6a/H-10
7 22.0 C-7/H-8
8 37.7 C-8/9-CH3
9 76.5%%* C-9/9-CHs; C-9/H-7
10 34.7 C-10/9-CH;3
10a 27.4
10b 107.6 C-10b/H-10; C-10b/H-6a
6-CH3 ax 24.2 6-CHzax/6-CHseq
6-CHjs eq 29.6 6-CHsax/6-CHseq
9-CH; 28.8 9-CH3/H-8
CH3CO 324 -
CH;CO 202.8 CH;CO/CH;CO
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Tabelle 8: *°C-NMR Daten von Verbindung 6 und 7 in CDCl;

13C NMR (Melifolione A) 13C NMR (Melifolione B)
Position 6 Literaturwerte nach [96] 7 Literaturwerte nach [96]
1 162.8* 158.8 158.8 159.4
2 96.9 106.3 106.5 106.4
3 164.4 165.3 165.2 164.3
4 107.4 98.3 98.5 96.9
4a 159.4 163.3 163.3 162.7
6 86.5 76.6 85.1 76.0
6a 46.9 323 46.0 32.0
7 21.9 22.0 22.0 21.8
8 37.5 34.8 37.7 34.8
9 76.0 85.0 76.5%* 86.6
10 34.8 37.7 34.7 37.5
10a 27.5 45.9 27.4 46.2
10b 107,4 106.5 107.6 107.5
6-CHj3 ax 24.4 24.2 24.2 24.3
6-CHs eq 29.9 28.8 29.6 28.6
9-CH3 28.6 29.6 28.8 29.9
CH3CO 32.0 27.4 324 27.5
CH;CO 202.0 202.7 202.8 201.1

*) Signal nur als ,,Anspaltung® erkennbar.
** Signal teilweise durch das CDCIs — Signal verdeckt und nur durch HMBC-Korrelation gesichert.

Die in der obigen Tabelle vorgenommene Zuordnung fiir C-2, C-3, C-4 und C-10b erfolgte aufgrund der HMBC-Korrelationen,
wihrend die Zuordnung von C-1 und C-4a mit Hilfe von Inkrement-Rechnungen erfolgte, da hier keine der mdglichen
Korrelationen mit H-10 detektiert werden konnten. Die Acetylgruppe verschiebt das para-stindige C-4a am Benzolring um
+4,2 ppm, wihrend der Effekt auf das ortho-stindige C-1 nur +0,2 ppm betrégt.
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Die von Goh et al. angegebenen '*C-NMR-Daten von 6 und 7 stimmen numerisch mit den in

dieser Arbeit ermittelten Werten weitgehend iiberein.

Allerdings stellte sich nach eingehender Analyse des '’C-NMR-Spektrums und der
entsprechenden 2D-NMR-Spektren heraus, dass die von Goh vorgenommene Zuordnung der

Signale zu den einzelnen Positionen nicht korrekt war.

Da seinerzeit keine entsprechende Messtechnik zum FEinsatz gekommen war, wurden die
Signale mehr oder weniger willkiirlich zugeordnet. Mithilfe der stark gespreizten 2D-NMR-
Spektren war es nunmehr moglich, die Signale der beiden Isomere 6 und 7 nebeneinander zu

lokalisieren und den einzelnen Positionen zweifelsfrei zu zuordnen.

Die in dieser Arbeit angegebenen Werte stimmen mit den in der jiingeren Literatur angegebenen
Daten fiir die vom Typ her vergleichbaren Verbindungen Empetrifranzinan A (mit gleicher
Grundstruktur wie 6 [97] und Empetrifranzinan D (mit gleicher Grundstruktur wie 7 [98] )sehr

gut liberein.

Mit Hilfe von DREIDING-Stereo-Modellen lédsst sich zeigen, dass der {iberbriickte
Cyclohexan-Ring im tetracyclischen Ringsystem nicht vollkommen starr ist, sondern eine
konformativeBeweglichkeit durch Rotation um die Bindungsachse C-7/C-8 aufweist. So
scheint es moglich, dass er in Losung leicht verzerrten Sessel-Konformation, wie sie
imKristallgittervorliegt, in eine Twist-Konformation ,,umklappen kann. In beiden Formen
nimmt das Proton H-6a eine pseudo-axiale Position im Cyclohexan-Ring ein und zeigt eine
relativgrof3e vicinale Kopplung mit dem pseudo-axial angeordneten H-7 von 11,7 Hz, da der
Dieder-Winkel entweder anndhernd 0° oder 180° betrdgt. Diese trans-diaxiale Kopplung ist
auch im H,H-COSY-Spektrum (Abbildung 54) als intensives Kreuzsignal zu sehen. Das daraus
resultierende Dublett wird durch zwe1 weitere vicinale gauche-Kopplungen mit dem equatorial
orientierten H-7 sowie mit H-10a aufgespalten. Diese Kopplungskonstanten sind aufgrund der
bestehenden Diederwinkel kleiner aber unterschiedlich (*Ju-6a, n-7eq = 5,3 Hz und *Ji6a, 1100 =
2,7 Hz), so dass je ein Doppel-Dublett resultiert. Die Halbwertsbreite des gesamten Signals
(ddd) betragt demnach ca. 20 Hz.

Dagegen hat das Signal fiir das Proton H-10a eine deutlich geringere Halbwertsbreite (ca. 12
Hz) und erscheint als verbreitertes ,,Singulett”. Bei extremer Vergroferung dieses Signals kann
man ein Multiplett erkennen, in dem nur die drei inneren Linien noch aufgeldst sind, wiahrend
die duBeren Linien nur noch als schwache Schultern zu erahnen sind (Abbildung 52). Die aus

den Signalen der Kopplungspartner ermittelten Kopplungskonstanten von H-10a betragen mit
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H-10ax ca. 1,5 Hz, H-10eq ca. 4,5 Hz und H-6a ca. 3 Hz.

Da die Halbwertsbreite des Signals von H-10a jedoch ca. 12 Hz betrigt, muss es eine weitere
Kopplung von ca. 3 Hz enthalten. Mit groBer Wahrscheinlichkeit handelt es sich dabei um eine
long-range-Kopplung (,,W*“-Kopplung) mit dem pseudo-equatorialen H-7, die sich allerdings

im breiten Multiplett flir dieses Signal nicht identifizieren lésst.

Der konformativ bewegliche Cyclohexan-Ring fiihrt zu einer weiteren Besonderheit im 'H-
NMR-Spektrum: Die geminalen Protonen an den drei Methylengruppen nehmen im zeitlichen
Mittel entweder eine pseudo-axiale oder pseudo-equatoriale Position ein. Dies fiihrt zu einer
stark unterschiedlichen Ausrichtung im Anisotropie-Bereich des aromatischen Rings. So
»taucht® jeweils eines der beiden Protonen an C-7 und C-8 in den abschirmenden Ringstrom

und erféhrt deshalb eine groe diamagnetische Verschiebung des Resonanzsignals.

Der Unterschied ist bei den beiden geminalen Protonen an C-7 mit A 6 = 0,47 ppm am groften
und verringert sich bei C-8 auf nur noch 0,37 ppm. Mit gréer werdender Entfernung aus dem
Bereich des abschirmenden Ringstroms wird der Unterschied geringer, so dass die Differenz

bei den beiden Protonen an C-10 nur noch 0,33 ppm betragt.

AuBerdem fillt auf, dass H-7 und H-8 jeweils komplexe Multipletts ergeben, wihrend die
Signale der beiden Protonen an C-10 klare, aber unterschiedliche Kopplungsmuster zeigen: Bei
H-10ax ergibt sich ein Dublett mit der geminalen Kopplungskonstante von ca. 13 Hz, das bei
genauer Betrachtung leicht angespalten ist, da die vicinale Kopplungskonstante mit H-10a
wegen des Diederwinkels von ca. 90° nur 1,6 Hz betrdgt (Abbildung 52). Dagegen weist H-
10eq ein Dublett vom Triplett auf, das neben der geminalen Kopplung auch noch die vicinale
Kopplung zu H-10a (ca. 4,5 Hz) und eine long-range-Kopplung (W-Kopplung) zum

equatorialen H-8eq (ca. 3,5 Hz) aufweist, so dass quasi ein doppeltes Triplett resultiert.

Eine weitere Besonderheit zeigen die beiden Methylgruppen an C-6. Auch hier wirkt sich der
Ringstromeftfekt des Aromaten nur auf die pseudoaxiale Position am teilhydrierten Pyran-Ring
aus, der im DREIDING-Stereo-Modell eine starre Boot-Konformation einnimmt und kaum eine
Beweglichkeit zeigt. So ergibt sich fiir beide Isomeren jeweils ein Unterschied in der

chemischen Verschiebung von iiber 0,4 ppm (siche Tabelle 8)

Die Melifolione-Isomere weisen je 3 Asymmetrie-Zentren an den Positionen 6a, 9 und 10a auf,
so dass theoretisch von jedem Isomeren acht Enantiomere (vier Paare von Diastereomeren)
denkbar sind: 1. S/S/S und R/R/R; 2. S/S/R und R/R/S, 3. S/R/S und R/S/R oder 4. R/S/S und
S/R/R (s. Abbildung 50).
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Aus Modellbetrachtungen an DREIDING-Stereo-Modellen geht allerdings hervor, dass
tatsdchlich nur ein einziges Paar konstruierbar ist, da bei allen anderen Konfigurationen ein
Ringschluss zum Cyclohexan mit einer Ethylenbriicke ,,iiber den beiden teilhydrierten
Pyranringen aus sterischen Griinden nicht moglich ist. Deshalb kénnen die beiden Isomeren

auch nur in der Konfiguration [6aR,9S,10aS] oder [6aS,9R,10aR] existieren.

(62R,9S,10a8)-7 (62S,9R,10aR)-7

Abbildung 50: Enantiomerenpaare von 6 und 7

In der Literatur sind bisher keine optisch aktiven Formen der Melifolione-Isomere mit den
entsprechenden experimentellen Angaben beschrieben worden. Goh und Mitarbeiter berichten
lediglich, dass die isolierten Verbindungen eine ,,optische Aktivitdt nahe Null besitzen, so dass

man von einem Racemat ausgehen kann.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass aus dem Dichlormethan-Extrakt der Blétter
von Melicope barbigera (Rutaceae) ein Gemisch von Konstitutionsisomeren 6 und 7 isoliert
werden konnte, die identisch mit den in der Literatur beschriebenen Verbindungen Melifolione

A und Melifolione B sind. Die isolierte Menge war zu gering fiir eine priparative Trennung,
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doch konnte die Struktur der Isomeren auch im Gemisch mit Hilfe der 'H- und *C-NMR-
Spektren eindeutig bestimmt werden. Dabei ergab sich eine sehr gute Ubereinstimmung der 'H-
NMR-Daten mit den Angaben in der Literatur. [94] Die '*C-NMR-Daten wurden mit Hilfe der
HSQC- sowie der HMBC-Spektren durch extremes Spreizen der verschiedenen Bereiche

ausgewertet.

Alle Signale konnten detektiert und zweifelsfrei den einzelnen Positionen der Isomeren

zugeordnet werden. (Tabelle 8).

Dabei zeigte sich, dass die von Goh getroffene Zuordnung korrigiert werden muss.
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Abbildung 52: '"H-NMR-Ausschnitt von Verbindung 6 und 7 im Gemisch
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Abbildung 53: '3C NMR-Spektrum des Gemisches 6 und 7, Zuordnung bezogen auf 7
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Abbildung 55: 2D-HSQC-Spektrum von Verbindung 6 und 7, Zuordnung nur fiir 7
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Abbildung 56: 2D-HSQC-Spektrum-Ausschnitt von Verbindung 6 und 7, Zuordnung nur fiir
7
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Abbildung 57: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 6 und 7, Zuordnung nur fiir 7
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Abbildung 58: 2D-HMBC-Spektrum-Ausschnitt von Verbindung 6 und 7, Zuordnung nur fiir
7
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Abbildung 59: DEPT-Spektrum von Verbindung 6 und 7

95



Ergebnisse der phytochemischen Untersuchungen

2.7 Verbindung 8 (Melifoliox B)

Die Verbindung 8 wurde als weiBliche, amorphe Substanz aus der Fraktion MB-1X-5 in einer
Menge von 3,4 mg isoliert. Auf der DC-Platte zeigte 8 bei einem RsWert von 0,58 im
FlieBmittel DC-3 einen 16schenden Substanzfleck (siehe 6.1.1). Mit Anisaldehyd/ H2SO4 zeigte
sich ein hellbrauner Fleck, der mit Naturstoffreagenz A hellblau floureszierend erscheint. Das
HRESIMS-Spektrum (Abbildung 60) zeigte das protonierte Molekiilion mit einer Masse von
m/z = 319.1542, aus dem die Bruttosummenformel CisH2205 abgeleitet werden konnte, die

gegeniiber Melifolione A oder Melifolione B ein zusétzliches Sauerstoffatom enthilt.

Intens.< FMS, 3.7-4,0min #224-241
x104
3191542
44
3-
2_
1 320.1576
o 315.1566 317.0998 \ 3211642 323.1483 375.1643
314 316 318 320 322 324 26 mz
Meas. miz # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
319.1542 1 C18H23058 391540 06 0.8 1 100.00 7.5 even ok
2 C19H19M40  319.1553 36 130 2 4911 125 even ok

Abbildung 60: HRESIMS von Verbindung 8

Im UV-Spektrum von 8 ist das Maximum der phenolischen Melifolione-Isomeren bei 290 nm
deutlich hypsochrom nach 250 nm verschoben und spricht fiir die Anwesenheit einer a,3-

ungesittigten Carbonyl-Struktur.
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Daraus wurde abgeleitet, dass es sich bei der isolierten Verbindung um ein Oxidationsprodukt
eines der beiden Melifolione-Isomeren handeln konnte, bei dem die Phenolstruktur in eine para-

Chinol-Struktur umgewandelt wurde.

Somit kamen grundsitzlich folgende isomere Strukturen fiir Verbindung 8 infrage:

Oxidationsprodukt von Melifolione A Oxidationsprodukt von Melifolione B

Das 'H-NMR Spektrum (Abbildung 62, Abbildung 63 und Tabelle 9) zeigt Signale fiir
insgesamt 22 Protonen, wobei ein Singulett bei 5.77 ppm fiir ein einzelnes olefinisches Proton
sowie vier Singuletts fiir jeweils drei Protonen registriert werden: Bei 2.61 ppm fiir eine Acetyl-
Methylgruppe sowie bei 1.27, 1.46 und 1.54 ppm fiir drei Methylgruppen am quartéren
Kohlenstoff. AuBlerdem fdllt ein breites Signal bei ca. 2.9 ppm ins Auge, das fiir tertidre
Carbinole typisch ist. Im Bereich von 2.3 bis 2.8 ppm werden zwei separate Signale mit gut
aufgeloster Feinstruktur fiir jeweils ein Proton registriert. Bei hoherem Feld erscheinen im

Bereich der drei Singuletts eine Reihe schlecht aufgeloster Multipletts fiir insgesamt 6 Protonen.

Im breitbandentkoppelten '*C-NMR-Spektrum (Abbildung 64 und Tabelle 10) werden
abgesehen von den beiden Signalen bei 30 und bei 110 ppm, die sich als Verunreinigungen
erwiesen, insgesamt 18 C-Signale registriert, wobei die beiden Signale bei ca. 28 ppm erst nach

starkem Spreizen der ppm-Skala erkannt werden konnten.

Die grobe Aufteilung der Signalbereiche nach der chemischen Verschiebung gleicht auf den
ersten Blick den '*C-NMR-Spektren der Melifolione, doch erkennt man auch deutliche

Unterschiede.

Drei der bei tiefem Feld abgesetzten Signale sind stark paramagnetisch verschoben und

erscheinen bei ca. 195 ppm fiir C-1, 190 ppm fiir C-3 und 172 ppm fiir C-4a. Sie passen damit
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zu der angenommenen Struktur eines para-Chinols mit einer zusitzlichen Acetylgruppe, deren
Carbonylgruppe bei ca. 202 ppm zur Resonanz kommt.

Die beiden Signale bei ca. 107 ppm fiir die zur Chinol-Carbonylgruppe ortho-stindigen Atome
C-2 und C-4 konnen als Bestdtigung flir die angenommene para-Chinolstruktur gewertet
werden. Auch die drei Signale im Bereich zwischen 70 und 90 ppm fiir die C-Atome in den
Positionen 6, 9 und 10b in direkter Nachbarschaft zum Sauerstoff stehen im Einklang mit der
postulierten Struktur. Die verbleibenden 9 C-Signale im Bereich von 25 bis 45 ppm konnten
erst nach Auswertung der 2D-NMR-Spektren zugeordnet werden.

Das HSQC-Spektrum (Abbildung 65) lieferte die entscheidenden Informationen iiber die im
normalen '"H-NMR-Spektrum nur schlecht erkennbaren Multipletts fiir die 6 Protonen der 3
Methylengruppen, deren Zentren paarweise den Signalen von C-7, C-8 und C-10 zugeordnet
werden konnten. Die chemische Verschiebung dieser geminalen Protonen unterscheidet sich
deutlich von den entsprechenden Werten bei den Melifolione-Isomeren und auBBerdem betréagt
der Unterschied zwischen der pseudo-axialen (ax) und pseudo-equatorialen (eq) Position jetzt
nur noch ca. 0.1 ppm (Tabelle 10). Die Lage der drei Methyl-Singuletts bei hoherem Feld dhnelt
auf den ersten Blick denen der Melifolione-Isomeren. Allerdings stellte sich bei der Analyse
des HMBC-Spektrums von 8 (Abbildung 66 und Abbildung 67) heraus, dass die Reihenfolge
eine andere ist: Die 9-Methylgruppe kommt bei hochstem Feld zur Resonanz (6 = 1.27 ppm),
und die Signale fiir die geminalen Methylgruppen an C-6 liegen niher beieinander (Tabelle 10).

Der grofite Unterschied zu den Melifolionen zeigte sich jedoch bei den Signalen fiir die Methin-
protonen H-6a (2.74 ppm) und H-10a (2.34 ppm), die quasi ihren Platz getauscht haben. Eine
Analyse des H,H-COSY -Spektrums (Abbildung 68) lisst jedoch keine andere Interpretation zu.
Es ist geprigt durch intensive Kreuzsignale von H-6a/H-7ax, H-6a/H-10a und H-10a/H-10eq,
wihrend jene filir die geminalen Protonen an C-7, C-8 und C-10 wegen der geringen

Unterschiede in der chemischen Verschiebung nur wenig von der Diagonalen abweichen.

Die Position der Acetylgruppe an C-2 konnte durch das HMBC-Spektrum und NOESY-
Spektrum abgesichert werden. Im HMBC-Spektrum (Abbildung 66) gibt es einen Cross-Peak
zwischen C-2 und den Protonen der Acetyl-Methylgruppe.

Im NOESY-Spektrum ergeben sich Wechselwirkungen zwischen der Acetyl-Methylgruppe
und der 9-CHs-gruppe (Abbildung 69) sowie zwischen H-4 und der (pseudo)axialen 6-CHjs-
gruppe (Abbildung 69).

Damit konnte die Struktur von 8 als ein Oxidationsprodukt von Melifolione B eindeutig

aufgekldrt werden. In Anlehnung an die CAS-Nomenklatur fiir Melifolione wird folgender

98



Ergebnisse der phytochemischen Untersuchungen

Vorschlag fiir die Benennung gemacht: 2-Acetyl-6a,7,8,9,10,10a-hexahydro-10b-hydroxy-
6,6,9-trimethyl-1,9-epoxy-6H-dibenzo[b,d]pyran-3(10bH)-on. Die Verbindung ist bisher nicht
in der Literatur beschrieben worden. Da es sich um einen neuen Naturstoff handelt, wird der

Name ,,Melifoliox-B* vorgeschlagen.

Die Konstruktion eines Dreiding-Stereo-Modells der Verbindung 8 ist nur dann moglich ist,
wenn die Asymmetrie-Zentren 6a, 9, und 10a die gleiche Konfiguration wie Melifolione B
aufweisen, also entweder (6aR, 9S, 10aS) oder (6aS, 9R, 10aR). Aullerdem miissen die beiden
teilhydrierten Pyran-Ringe cis-verkniipft sein, so dass das neu hinzu gekommene

Asymmetriezentrum an C-10b die umgekehrte Konfiguration wie 10a besitzt.

Aus diesen Erfordernissen geht hervor, dass die beiden moglichen Enantiomere von 8 nur die

Konfigurationen (6aR, 95, 10aS, 10bR) und (6aS, 9R, 10aR, 10bS) aufweisen kdnnen.

Anhand des Dreiding-Stereo-Modells ergaben sich aulerdem wichtige Hinweise zum besseren
Verstidndnis der NMR-Spektren von 8. Im Gegensatz zu dem planaren Benzol-Ring von
Melifolione B nimmt der para-Chinol-Ring bei 8 eine starre Boot-Konformation an. (Abbildung
61) Das sp*>-hybridisierte C-10b fiihrt jedoch zu einer groBeren Beweglichkeit des iibrigen
Molekiils. Deshalb ist es im Vergleich zu Melifolione noch leichter moglich, dass der
Cyclohexan-Ring von der Sesselform abweicht und durch Drehung um die Achse C-7/C-8 in
eine ,,twisted“-Boot-Konformation iibergeht. Dabei wechselt die rdumliche Orientierung der
geminalen Protonen an C-7, C-8 und C-10 zwischen pseudo-axial (ax) und pseudo-equatorial
(eq) schneller als bei Melifolione B, so dass die Unterschiede in der chemischen Verschiebung
geringer werden (Tabelle 1). Die groBte Verdanderung gegeniiber Melifolione B erfahren
allerdings die geminalen Protonen an C-7 und C-10 von 8. Wihrend bei Melifolione B die
Protonen an C-7 durch den aromatischen Ringstrom stark abgeschirmt sind und daher bei
hochstem Feld erscheinen, fillt dieser Effekt bei 8 aus, so dass hier die Protonen an C-10 bei

relativ hochster Feldstiarke zur Resonanz kommen (Tabelle 10).
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6aS,9R,10aR,10bS-8 6aR,95,10aS,10bR-8

Abbildung 61: Dreidingmodell der beiden Enantiomere von Verbindung 8

Mit der groBeren Flexibilitit des Cyclohexan-Ringes erhdht sich auch die konformative Be-
weglichkeit des doppelt methylierten Pyran-Rings, so dass die Methylgruppen an C-6 im
Gegensatz zu Melifolione B leichter umklappen kdnnen, um so der sterischen Hinderung durch
die Ethanbriicke liber den Pyran-Ringen auszuweichen. Deshalb kommen sie, im Gegensatz zu

Melifolione B, bei dhnlicher Feldstirke zur Resonanz (Tabelle 9).

Die Hochfeldverschiebung von H-10a bei 8 erklart sich durch den Wegfall der benzylischen

Position im Vergleich zu Melifolione B.

Auch die starken Effekte auf die chemische Verschiebung der Signale von C-6a und C-10a im

3C-NMR-Spektrum von 8 lassen sich aus der veriinderten Struktur gegeniiber Melifolione B
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erkldren: So wird C-6a wegen der y-Position zur neu hinzugekommenen OH-Gruppe an C-10b
deutlich diamagnetisch verschoben (von 46,0 nach 35,8 ppm), wihrend bei C-10a wegen der
B-Position zu dieser OH-Gruppe der umgekehrte Effekt auftritt (von 27,2 nach 44,1 ppm).
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Tabelle 9: 'H-NMR- Daten von Verbindung 8 (8 in ppm, 600/125 MHz in CDCl5)

Position 'H (J in Hz) H,H-COSY
1 -
2 -
3 -
4 577s
4a -
6-CHsax 1.46 s
6-CHseq 1.54s
6a 274t H-6a/H-10a; H-6a/H-7ax
7ax 1.69 m H-7eq/H-7ax; H-7ax/H>-8
Teq 1.79 m
8ax 1.55m H-8ax/H-7ax; H-8ax/H-8eq
8eq 1.68 m
9-CH3 1.27 s
10ax 1.26 m H-10ax/H-10a; H-10eq/H-
10eq 1.36 m 10a
10a 2.34 dt H-10a/H-6a; H-10a/H-10eq;
H-10a/H-10ax
10b-OH 2.88s
CH3-CO 2.61s
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Tabelle 10: '*C-NMR Daten von 8 in CDCI3 (§ in ppm)

Position

BC HSQC HMBC
1 195.2 - C-1/H-10a
2 107.5 -- C-2/H-4; C-2/CH3-CO
3 190.5 -- C-3/H-4
4 106.3 C-4/H-4 --
4a C-4a/H-4
1715 -- C-4a/H-10a
6 28 5 C-6/6-CHseq; C-6/6-
’ -- CHsax; C-6/H-6a
6a 358 C-6a/6-CHseq; C-6a/6-
’ C-6a/H-6a CHsax; C-6a/H-10a
7 24.7 C-7/Hz-7 C-7/H-6a
8 36. C-8/H-6a; C-8/9-CHs;
) C-8/H»-8 C-8/Ha-7
9 70.6 C-9/9-CHs; C-9/H-7eq;
) -- C-9/H-8; C-9/H-10
10 37.0 C-10/H»-10 C-10/H-10a; C-10/9-CH3
10a 44.1 C-10a/H-6a; C-10a/H-7eq;
’ C-10a/H-10a C-10a/Hz-10
10b 72.5 -- C-10b/H-4
6-CHzax 733 6-CHsax/H-6a; 6-
' 6-CHsax/6-CHzax CHsax/6-CHseq
6-CHseq 317 6-CHzeq/H-6a; 6-
' 6-CHseq/6-CHseq CH3eq/6-CHszax
9-CH3 26.5 9-CH3/9-CH3 9-CH3/H-8; 9-CH3/H»-10
CH3-CO 28.2 CH3-CO/CH3-CO
CH3-CO 201.5 -- CH3-CO/CH3-CO
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CH,-CO

;

Abbildung 62: '"H-NMR von 8 (600 MHz in CDCls)
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Abbildung 63: 'H-NMR-Spektrum (Ausschnitt) von 8 (600 MHz in CDCls)
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Abbildung 64: *C-NMR-Spektrum von 8 (150 MHz in CDCls)
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Abbildung 65: 2D-HSQC-Spektrum von 8 (600 MHz in CDCl5)
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Abbildung 66: 2D-HMBC-Spektrum von 8 (600 MHz in CDCl5)
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Abbildung 67: 2D-HMBC-Ausschnitt von 8 (600 MHz in CDCl3)
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Abbildung 68: 2D-H,H-COSY von Verbindung 8 (600 MHz in CDCl3)
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Abbildung 69: Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum von 8 (600 MHz in CDCl3)
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Abbildung 70: Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum von 8 (600 MHz in CDCl5)
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2.8 Verbindung 9 (5-Hydroxy-3,6,7,8-tetramethoxy-3’,4’-methylendioxyflavon)

Aus der Fraktion MB.D-VI-6 wurde Verbindung 9 rein als gelblicher, amorpher Riickstand in
einer Menge von 2,5 mg isoliert. Die Verbindung war aulerdem als Gemisch mit 10 in der
Fraktion MB.D-V-4 enthalten. Bei der Diinnschichtchromatographie im FlieBmittel DC-3 fiel
die Substanzzone von 9 bei einem Rf-Wert von 0,6 als ein den Fluoreszenzindikator bei A =
254 nm 16schender Fleck auf. Nach Bespriihen mit Naturstoffreagenz A farbte sich diese Zone
im Tageslicht gelb, bei Betrachtung im UV bei A = 366 nm trat sie gelb-leuchtend in
Erscheinung. Besprithen mit Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz fiihrte ebenfalls zu einer

Gelbfarbung. (s. Kap. 6.1.1)

Im HPLC wurde der Substanzpeak bei einer Retentionszeit von 32,46 min gefunden (s. Kap.
6.1.3). Das dabei, mit Hilfe des Diodenarray-Detektors, aufgenommene UV-Spektrum von 9
lie} aufgrund der charakteristischen Maxima im Bereich von A = 300 — 380 nm (Bande I) und
A =240 — 280 nm (Bande II) vermuten, dass sich bei 9 um ein Flavonoid handelte. [99] Das
hochauflésende ESI-MS (Abbildung 71) zeigte das Molekiilion [M+H]" bei m/z = 403.1025,

woraus sich die Summenformel C,oH1309 ableiten lédsst.
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Abbildung 71: HRESIMS von Verbindung 9
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Im Gegensatz zum mit weicher Ionisation mittels Elektrospray erhaltenen Massenspektrum,
zeigte das MS mit ElektronenstoBionisation neben dem Molekiilion bei m/z = 402 weitere
charakteristische Fragmente (Abbildung 72), die bereits viele Riickschliisse auf die Struktur des
Flavonoids zulassen. [99] Im bereits 1975 von Jeffrey B Harborne, Tom J. Mabry und Helga
Mabry herausgegebenen Buch ,, The Flavonoids* befindet sich ein von Tom J. Mabry and Ken
R. Markham verfasstes Kapitel zur Massenspektrometrie von Flavonoiden. [100] Dort wird
beschrieben, dass viele Flavonoide mehr oder weniger stabile Molekiilionen im EI-Spektrum
zeigen und dass sich methoxylierte Flavonoide durch die Abspaltung einer oder mehrerer
Methylgruppen auszeichnen. Im EI-Massenspektrum von 9 (Abbildung 72) findet man neben
dem Molekiilion drei weitere Fragmente bei m/z = 387 (M" - CH3), gleichzeitig der Basispeak
(100%), 372 (M" - 2x CH3) und 357 (M" - 3x CH3), die auf mindestens drei im Molekiil
vorhandene Methoxygruppen hindeuten. Ein weiteres, weniger intensives Fragment bei m/z =
342 konnte aus der Abspaltung des Methyls (CH3) aus einer vierten Methoxygruppe resultieren.
Da es sich bei den bisher in der Gattung Melicope gefundenen Flavonoiden meist um hoher
methoxylierte Derivate handelte [101,102], passt das Fragmentierungsmuster von 9 gut zu einer
solchen Verbindung. In vielen der bisher isolierten Substanzen finden sich aber auch ortho-
stindige Hydroxylgruppen, die zur Methylendioxygruppe (-O-CH:-O), dem Vollacetal des
Formaldehyds umgewandelt wurden. Da solche Strukturen unter Abspaltung von Formaldehyd
reagieren konnen, lieen sich die Fragmente bei m/z = 372 und 357 auch als M" - CH20 bzw.
M - CH3 - CH>O erkléren. Unter Berticksichtigung der mit Hilfe des hochauflésenden ESI-MS
ermittelten Summenformel Cz0HisOo, sollte es sich bei Verbindung 9 um ein vierfach

methyliertes Flavonol mit einer zusétzlichen Methylendioxygruppe im A- oder B-Ring handeln.

Mabry und Markham beschreiben auch die Spaltung der Flavonoide in intakte A- und B-
Ringfragmente (Abbildung 73), die auf zwei verschiedenen Fragmentierungswegen I und II
entstehen konnen. Bei Weg II handelt es sich um eine Retro-Diels-Alder Reaktion. [100,103]
Ein besonders auffilliges Fragment im EI-Spektrum von 9 tritt bei m/z = 149 auf. Unter
Berticksichtigung der mdglichen Substitution des B-Rings mit einem oder mehreren der oben
genannten Substituenten, konnte es sich bei diesem Fragment um das B> -Fragment eines 3°4¢-
Methylendioxyflavonols handeln (Abbildung 74). Ausgehend von der Annahme, dass es sich
um ein vierfach methoxyliertes Flavonol mit einer Methylendioxystruktur im B-Ring handelt,
konnen die im EI-Spektrum von 9 auftretenden Fragmente nach den von Markham und Mabry

aufgestellten Regeln weiter charakterisiert werden (Abbildung 74)

115



Ergebnisse der phytochemischen Untersuchungen

Fragmentierungsweg I

— -+ — 4
e o
~
O x (‘ _ i:i und/oder @
C

O HC

\

ot

. +e
Al Bl

Fragmentierungsweg I1 —\ +

Abbildung 73: Allgemeine Fragmentierungswege von Flavonoiden nach [100]

Im Gegensatz zu dem auf dem Fragmentierungsweg Il entstandenen, intensiven B> '-Fragment
bei m/z = 149, ist das B, -Fragment bei m/z = 146 als Resultat des Fragmentierungswegs I weit
weniger aufféllig (s. Abbildung 74). Auf diesem Weg entsteht auch das A, -Fragment, das bei
Verbindung 9 bei m/z = 226 zu erwarten ware, im Spektrum von 9 aber nicht gefunden wurde.
Hier findet sich, im Einklang zu den bei Markham und Mabry beschrieben Fragmentierungen
von methoxylierten Flavonolen ein solches A;"-Fragment ausgehend von Basispeak bei m/z =
387 (100) bei m/z 211. Nach Abspaltung der Carbonylgruppe resultiert dann das Fragment bei
m/z = 183 (Abbildung 72 und Abbildung 74).

Aufgrund der aus den MS-Untersuchungen ableitbaren Strukturelementen, sollte Verbindung 9
eine freie Hydroxylgruppe besitzen, deren Position noch nicht gekldrt ist. Deshalb wurde zur
weiteren Aufklidrung der Struktur das UV-Spektrum in Methanol aufgenommen und mit den

von Mabry et al. vorgeschlagenen Shiftreagenzien (s. 6.2.4) umgesetzt. [100]

In reinem Methanol fanden sich Maxima bei A = 349 nm (Bande I) und zwei weitere bei A =

271 und 256 nm (Bande II).
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Abbildung 74: Mogliche Fragmentierung von 9 nach Mabry und Markham [100,103]

Nach Zugabe von Natriummethylatlosung wurde die Bande I um 20 nm bathochrom
verschoben, wihrend die Bande II nur geringfiigig beeinflusst wurde (s. 6.2.4). Diese
Shiftdifferenz deutete auf ein hoher oxygeniertes Flavonol mit freier Hydroxylgruppe an C-5
hin. Eine freie 3-OH Gruppe, die ebenfalls bei vielen Flavonolen vorkommt, wiirde sich durch
einen wesentlich groferen Shift (ca. 60 nm) zu erkennen geben. Ebenfalls charakteristisch fiir
5-Hydroxy- aber nicht fiir 3-Hydroxyflavonole ist ein geringer Shift nach Zugabe von AICl3-
Losung. Bei Verbindung 9 betrug er 11 nm. Aluminiumchlorid bildet mit 5-
Hydroxysubstituierten Flavonoiden sechsgliedrige Komplexe, die gegeniiber Salzsdure instabil
sind. 3-Hydroxy-substiuierte Flavonoide bilden mit Aluminiumchlorid hingegen fiinfgliedrige
Chelatkomplexe, die durch Salzsdure nicht hydrolysiert werden konnen und daher die Intensitét
der Bande I nicht verdndern. Die Siurelabilitit bestétigt somit die Position der freien

phenolischen OH-Gruppe an C-5.
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Abbildung 75: UV Spektren von Verbindung 9 mit verschiedenen Shift-Reagenzien
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Zur endgiiltigen Strukturaufklirung von Verbindung 9 wurden eindimensionale '*C und 'H
NMR-Spektren sowie zweidimensionale HSQC-, HMBC- und H,H-COSY-Spektren in
deuteriertem Chloroform aufgenommen (Abbildung 79 bis Abbildung 84). Das
bereitbandentkoppelte '3C NMR-Spektrum (Abbildung 80) zeigte die Signale fiir 20
Kohlenstoffe. Aufgrund der im HSQC-Spektrum gefundenen, direkten H,C-Kopplungen
handelte es sich dabei um die Signale von einem Methylen-, drei Methin- und vier
Methylkohlenstoffen. Die restlichen zwolf Signale stammen demnach von quartiren

Kohlenstoffen.

Das bei tiefstem Feld registrierte Signal bei 179.5 ppm ist typisch fiir die Carbonylgruppe eines

v-Pyrons als Teil einer Flavonoid-Struktur. 5

Abbildung 76: Flavonoid-Struktur

Die Signale aller vier Methyl-Kohlenstoffe lagen bei ca. 60 ppm und konnten deshalb sdmtlich
als Methoxy-Gruppen identifiziert werden, was sich im '"H-NMR-Spektrum (Abbildung 79)
durch vier Singuletts bei ca. 4 ppm bestdtigte. Dieser Befund bestétigte die bereits nach
Auswertung der Massenspektren vermutete Prasenz von vier Methoxygruppen. Die bereits
durch die Abspaltung eines Molekiils Formaldehyd im EI-MS vermutete Dioxo-Methylen-
Gruppe bestitigte sich ebenfalls durch das charakteristische !*C-Signal des
Methylenkohlenstoffs bei 102 ppm in Verbindung mit dem zugehorigen 'H-Signal bei
ca. 6 ppm (Abbildung 79 und Tabelle 11).

Die chemische Verschiebung der drei Methin-Protonen bei 6u = 6.95, 7.65 und 7.76 pm mit
dem Kopplungsmuster eines ABX-Systems und den Kopplungskonstanten von 8.3 Hz fiir eine
ortho- und 1.8 Hz fiir eine meta-Kopplung spricht fiir einen 1,3,4-trisubstituierten Phenylring.
Zusammen mit der bereits erwdhnten Dioxo-Methylen-Gruppe und den beiden
tieffeldverschobenen '3C-Signalen bei ca. 150 ppm ergab sich damit ein substituiertes 1,3-

Benzodioxol mit folgender Struktur:

119



Ergebnisse der phytochemischen Untersuchungen

Abbildung 77 Benzodioxol

Bei Flavonoiden sind solche ABX-Systeme in der Regel im B-Ring zu finden, da der A-Ring
aufgrund der Biosynthese als gemischtes Polyketid normalerweise an den Kohlenstoffen 5 und
7 hydroxyliert vorliegt. Durch nachtrdgliche Reduktion der phenolischen Hydroxylgruppe an
C-5 ist ein solches Strukturelement im A-Ring zwar auch moglich, eine Dioxo-Methylen-
Gruppe ist dann aber nicht als Substituent denkbar, weil der A-Ring in diesem Fall nur einfach

oxygeniert vorliegen kann.

Daraus folgte zwangsldufig, dass im Chromon-Teil alle Positionen substituiert sein miissen,
wobei dort eine OH-Gruppe und vier Methoxy-Gruppen zu verteilen waren. Die UV-
Untersuchungen hatten ergeben, dass die Hydroxylgruppe mit der Carbonylgruppe ein 6-
gliedriges Protonen-Chelat bildet, so dass dafiir nur die Position 5 im Flavonoid infrage kam

und die Methoxy-Gruppen demnach die Positionen 3, 6, 7 und 8 einnechmen miissen.

Das HMBC-Spektrum bestitigte die abgeleitete Struktur insbesondere durch die Korrelationen
von C-5, C-6 und C-10 mit dem Proton der OH-Gruppe an C-5. Aullerdem ergaben sich die
eingezeichneten Korrelationen mittels HMBC. (Abbildung 83)

Wihrend die Methoxy-Gruppe an C-6 durch das HMBC-Spektrum eindeutig zugeordnet
werden konnte, war dies fiir die Positionen 3, 7 und 8 nicht ohne weiteres moglich, da sich im
HMBC-Spektrum keine long-range-Korrelationen fanden. Aus der Literatur [104] war jedoch
bekannt, dass C-7 bei einer vergleichbaren Verbindung mit einer lingeren Alkoxygruppe an
dieser Position bei ca. 153 ppm zur Resonanz kommt und damit gegeniiber C-8 und C-3 deutlich
paramagnetisch verschoben ist. Als mogliche Erkldrung fiir diesen Effekt konnte die zu C-7
para-stindige Carbonylgruppe des y-Pyrons in Frage kommen, die auch fir die

Tieffeldverschiebung von C-2, C-5 und C-9 verantwortlich ist (Tabelle 11).
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1: R1: -OH, Rz = -OCH2CHC(CH3)2
4. R1= -OH 5 R2 = -OCH3

Abbildung 78: Verbindungen 1 und 4 von Liu et al. [104]

So blieb am Ende nur noch das Problem einer sicheren Zuordnung von C-3 und C-8. Aus
Modellbetrachtungen wurde abgeleitet, dass die Methylprotonen der 3-Methoxygruppe dem
abschirmenden Ringstromeffekt des Benzodioxol-Substituenten an C-2 ausgesetzt sind und
deshalb im Vergleich zu den Protonen der 8-Methoxy-Gruppe bei relativ hoherem Feld zur
Resonanz kommen sollten (0n= 3.80 fiir OCH; an C-3 vs. 3.86 ppm fiir OCHs an C-8§,
Abbildung 79 und Tabelle 11). Unter dieser Prdmisse konnten mit Hilfe der HMBC-
Korrelationen anschlieBend sowohl die C-Signale der Methoxy-Gruppen als auch die Signale
von C-3 bzw. C-8 der Verbindung 9 bestimmt werden. Die so getroffene Zuordnung der 3-
Methoxy-Gruppe konnte schlieSlich mit Hilfe eines NOESY-Spektrums bestitigt werden, in
dem die Wechselwirkungen der 3-Methoxy-Protonen mit den rdumlich naheliegenden Protonen

an C-2° und C-6° des Benzodioxol-Ringes als starke Kreuzsignale registriert wurden.

AbschlieBend bleibt festzustellen, dass die Verbindung 9 bereits bekannt ist. T. Higa et al.
isolierten diese Verbindung schon 1974 aus Pelea barbigera, wie Melicope barbigera damals
noch hieB, sie verdffentlichten dort aber nur '"H-NMR-Daten. [5] In einer 2012 erschienenen
Arbeit beschrieben Liu et al. diese Substanz bei ihrer Untersuchung von Melicope patulinerva
als Verbindung 4. [104] Die dort im experimentellen Teil angegebenen '*C-NMR-Daten
stimmen zwar numerisch sehr gut mit den in dieser Arbeit bestimmten Werten {iberein, doch
wurden die Zuordnungen mehrfach vertauscht, da offensichtlich fiir diese Verbindung im

Gegensatz zu einer dhnlichen Verbindung 1 (mit anderem Substituent an Position 7) keine
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HMBC-Daten erhoben worden waren. Dagegen passt die hier vorgenommene Zuordnung,
wenn man die von Liu intensiv untersuchte Verbindung 1 mit den Daten fiir 9 vergleicht

(Tabelle 11). Die Angaben von Liu fiir dieses Flavonoid miissen daher korrigiert werden.

Verbindung 9 wurde aul8er in M. barbigera und M. patulinerva auch noch in weiteren Melicope
species gefunden. Ho et al. isolierten diese Verbindung aus M. subunifoliolata und konnten
zeigen, dass Flavonoide mit &hnlicher Struktur starke, fraBhemmende Eigenschaften gegen
Sitophilus zeamais Motsch. (Curculionidae) und ebenfalls sehr gut larvizid gegen Aedes aegypti
L. (Diptera) wirken. [105,106]
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Tabelle 11: '*C und '"H-NMR Daten von Verbindung 9 (5 in ppm, 600/150 MHz in CDCI;)

9 Literaturwerte nach [104]
Position 'H (J in Hz) 13C 'H (J in Hz) 13C
1 - -
2 155.86 155.7
3 139.00 138.6
4 179.51 179.3
5 149.35 149.2
6 136.39 138.8
7 153.17 153.0
8 133.05 132.9
9 145.06 144.9
10 107.68 107.5
r 124.49 1243
2’ 7.65 d (1.8) 108.76 7.67 d (1.6) 108.6
3 - 148.29 - 148.1
4 - 150.27 - 150.1
5 6.95d (8.3) 108.85 6.96 d (8.4) 108.6
6’ 7.76 dd (1.8/ 8.3) 124.03 7.76 dd (1.6/8.4) 123.8
3-OMe 3.86s 60.38 3.88s 60.2
6-OMe 393s 61.38 395s 61.2
7-OMe 4.08 s 61.93 4.10s 62.1
8-OMe 392s 62.38 395s 61.7
5-OH 12.34 s - 12.34 s -
-O-CH2-O- | 6.06s 101.99 6.08 s 101.8
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Abbildung 79: 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 9 (600MHz in CDCl;)
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Abbildung 80: '*C-NMR-Spektrum von Verbindung 9 (150 MHz in CDCI;)
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Abbildung 81: 2D-H,H-COSY-Spektrum der Verbindung 9 (600MHz in CDCI3)
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Abbildung 83: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 9 (600MHz in CDCl3)
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Abbildung 84: Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum von Verbindung 9 (600MHz in CDCls)
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Abbildung 85: Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum von Verbindung 9 (600MHz in
CDCl3)
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Verbindung 10 bis 20

Neben Verbindung 9, die rein aus der Fraktion MB.D-VI-6 gewonnen werden konnte wurden
insgesamt 11 weitere Flavonoide aus den iibrigen Fraktionen isoliert und identifiziert. Die
Aufkldrung der Strukturen erfolgte in Analogie zu den bei Verbindung 9 beschrieben
Methoden, mit Hilfe der ein- und zweidimensionalen Kernresonanz- (NMR) und UV-
Spektroskopie sowie der hochauflosenden Massenspektrometrie. Da es sich bei allen
Flavonoiden um bereits bekannte Verbindungen handelt, wird hier auf die ausfiihrliche
Beschreibung der Strukturaufkldarung jeder einzelnen Substanz mit Erlduterung der Spektren
verzichtet. Stattdessen finden sich zu jeder Substanz eine Tabelle mit den ermittelten NMR-
Shiftwerten im Vergleich zu den in der Literatur gefundenen Angaben. Die Spektren, mit den

zugeordneten, beschrifteten Signalen, sind jeweils abgebildet.
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2.9 Verbindung 10 und 11

Bei den Verbindungen 10 und 11 handelt es sich wie bei 9 um Flavonole, die ebenso wie das
5-Demethylmelibentin eine Methylendioxygruppe am B-Ring besitzen. Verbindung 10 konnte
leider nicht rein gewonnenen werden, sondern nur als Nebenkomponente in der Fraktion MB.D-
V-4, in der auch 9 enthalten war. Im hochauflésenden Massenspektrum (Abbildung 87) findet
sich daher ein zweiter Peak fiir 10 bei 373.0918 [M + H]". Daraus lisst sich ableiten, dass 10
die Summenformel Ci9HsOs besitzt, und somit um 30 Masseneinheiten leichter ist als
Verbindung 9. Aus den im NMR gefunden Signalen ldsst sich sehr schnell erkennen, dass 10
im Gegensatz zu 9 eine Methoxygruppe weniger besitzt. Stattdessen findet sich ein Singulett
fiir ein aromatisches Proton bei 6 = 6.4 ppm mit einem zugehdrigen Kohlenstoff bei & = 95.59.
Die Integration der Protonensignale ldsst erkennen, dass das Gemisch zu ungefahr einem Drittel
aus 10 und zu 2/3-Drittel aus 9 besteht. Im Bereich der Methoxyprotonen zwischen 4.08 und
3.85 ppm finden sich insgesamt 5 Signale, von denen eines bei 6 = 3.92 ppm iiber sein Integral
als zu 10 zugehorig erkannt werden konnte. Die Protonensignale der zwei iibrigen
Methoxygruppen von 10 kommen mit den Signalen von 9 bei 6 = 3.85 und 3.88 ppm gemeinsam
zur Resonanz. Aufgrund der Korrelationen im HSQC und HMBC Spektrum (Abbildung 82 und
Abbildung 83), ldsst sich erkennen, dass 10 genauso wie 9 eine Methoxygruppe an C-3 besitzt
(0n 3.85; &¢ 60.32 ppm). Das dritte Methoxysignal von 10 findet sich bei 6 = 3.92 ppm unter
dem Signal der Methoxygruppe an C-8 von 9. Da die meisten Flavanonole aufgrund der
Biosynthese als gemischte Polyketide Sauerstoffsubstituenten am C-5 und C-7 des A-Rings
tragen sollte die Methoxygruppe an C-6 oder C-8 fehlen, was dann aber zur Verschiebung der
benachbarten Kohlenstoffe und Protonensignale fiihren sollte. Da wir leider kein gutes '*C
NMR Spektrum vom Gemisch der beiden Substanzen aufnehmen konnten, musste die
Zuordnung der Kohlenstoffe {iber das HSQC und HMBC-Spektrum erfolgen. Da bisher noch
keine '*C NMR Daten von 10 verdffentlicht wurden, wurden die NMR-Daten der drei
Flavonoide in Abbildung 86 zum Vergleich herangezogen. Die oberen beiden Verbindungen
unterscheiden sich von 10 durch die Substitution des B-Rings. Anstelle der 3°4°-
Methylendioxygruppe finden sich zwei Methoxygruppen an diesen Positionen. Im A-Ring
befindet sich das Proton an C-6 bei der einen und C-8 bei der anderen Verbindung, so dass
dieses Substanzpaar bei der Aufkldrung der Struktur von 10 und der Zuordnung der
Kohlenstoffsignale behilflich sein kann. Darunter ist das Melisimplin abgebildet, das 8-
Desmethoxyderivat von 9, dessen NMR Daten allerdings in DMSO-d¢ aufgenommen wurden.

[107]
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Abbildung 86: 5-Hydroxy-3,3¢,4¢,7,8-pentamethoxy-flavone [108] und 5-Hydroxy-
3,3,4,6,7-
pentamethoxy-flavone [109]

Bei Vergleich der Daten (Tabelle 12) fillt auf, dass sich die Protonenshifts in deuteriertem
Chloroform des aromatischen Protons an C-6 bzw. C-8 des jeweiligen Stellungsisomeren kaum
voneinander unterscheiden (Ad = 0.1 ppm), wiahrend die Kohlenstoffshifts mit 95.8 ppm fiir das
protonierte C-8 und 90.4 fiir das protonierte C-8 sich doch stark voneinander unterscheiden.
Auch bei den Methoxygruppen lassen sich Unterschiede feststellen (s. Tabelle 12). Betrachtet
man die Kohlenstoffshifts der Methoxygruppen an C-3, C-6 und C-7 des 5-Hydroxy-
3,3%,4°,6,7- pentamethoxy-flavons so findet man zwei Signale bei ca. 60 ppm fiir die OCH3-
Gruppen an C-3 und C-6 und eines bei ca. 56 ppm fiir die an C-7 gebundene Methoxygruppe.
Bei einer 7,8-Dimethyoxysubstitution fehlt eines der Signale bei 60 ppm und es kommt das
Signal fiir die 8-Methoxygruppe bei ca. 62 ppm dazu. Die Protonendaten allein sind hier
ebenfalls schwer auszuwerten. In den Spektren von 10 findet man die Signale fiir die drei
Methoxygruppen bei 56.44 (OCH3 an C-7), 60.32 (OCH3 an C-3) und 61.79 ppm (OCHj3 an C-
8), so dass es sich bei 10 um das 5-Hydroxy-3,7,8-trimethoxy-3‘,4‘-methylenedioxyflavone

handeln muss.
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Tabelle 12: NMR-Daten der A-Ring Protonen und Kohlenstoffe der Vergleichsflavonoiden

10 5-OH-6,7-di-OCH3; 5-OH-7,8-di-OCH3; Melisimplin
CDCl; Literatur in CDCl; Literatur in Literatur in Literatur in
[109] CDCI3[110] DMSO-ds DMSO-ds
[108] [107]
Position "H BC 'H BC 'H BC BC BC
5 - n.d. - 152.9 - 157.8 156.4 151.6
6 6.42 95.59 |- 132.4 6.43 95.8 95.8 131.8
7 - 158.37 | 6.51 158.8 - 158.8 158.2 154.9
8 - 128.87 | - 90.4 - 129.2 128.8 91.4
9 - n.d. - 152.4 - 148.7 147.8 158.7
10 - 105.12 | 3.93 106.7 - 105.8 104.5 105.7
OCHj3 3.88s 60.32 | 3.86 60.2 3.87 60.6 59.7 59.8
an C-3
OCH; - - 3.93 60.9 - - - 60.0
an C-6
OCH; 395s 56.44 |3.97 56.4 3.93 56.8 56.5 56.5
an C-7
OCHj3 395s 61.79 |- - 3.91 62.0 61.0 -
an C-8

Verbindung 10 wurde zusammen mit 9 bereits von Higa et al. (1974) aus aus Pelea barbigera,
isoliert. [5] Durch die hier aus den HSQC- und HMBC-Spektren ermittelten '*C-NMR Daten
kann die Struktur der Substanz endgiiltig bestétigt werden. Das 5-Methoxyderivat von 10 ist
auch unter dem Trivialnamen Meliternin bekannt, so dass 10 in Analogie zu 5-

Demethylmelibentin (9) auch als 5-Demethylmeliternin bezeichnet werden kann.

Verbindung 9 wurde auller in M. barbigera auch in M. triphylla, M. simplex, M. ternata, M.
subunifoliata und M. patulinervia gefunden. [106,111-113] Sharaf et al. (2000) isolierte die

Verbindung aus Ficus altissima. [110]

Verbindung 11 wurde aus Fraktion MD.D-VIII-6 in einer Ausbeute von 6,5 mg gewonnen.
Aufgrund des chromatographischen Verhaltens und bei Betrachtung im UV-Licht vor und nach
dem Bespriihen mit Naturstoff-Reagenz, konnte angenommen werden, dass 11 eine zu 9 und

10 dhnliche Struktur aufweist (s. Kap. 7.10, Analytische Daten) Das Fehlen eines, wenn auch
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geringen bathochromen Shifts nach Zugabe von Aluminiumchlorid zur Losung der Substanz in
Methanol, deutete darauf hin, dass die Hydroxylgruppe an C-5 bei 11 im Gegensatz zu 10 nicht
frei vorliegt oder ganz fehlt (s. Abbildung 94). Die Molekiilionen von Verbindung 11 wurden
im hochauflésenden Massenspektrum (s. Abbildung 87) bei 417.1182 [M + H]" und 439.1001
[M + Na]" registriert. Daraus errechnete sich die Summenformel C21H2009. Im Vergleich zu 9
ist Verbindung 11 daher um 24 Masseneinheiten schwerer, was vermuten ldsst, dass die
Hydroxylgruppe an C-5 des Demethylmelibentins (9) hier methyliert vorliegt und es sich bei
11 um das Melibentin handeln sollte. Zur endgiiltigen Ermittlung der Struktur wurden NMR-
Spektren aufgenommen und ausgewertet (Abbildung 96 bis Abbildung 100 und Tabelle 10).
Erwartungsgeméll fehlt das Signal des wasserstoffbriickengebundenen Protons der
phenolischen OH-Gruppe an C-5. Stattdessen findet man das Signal fiir eine weitere
Methoxygruppe bei 6 = 4.08 ppm, welches dem Methylether an C-5 zuzuordnen ist. Das
zugehorige Kohlenstoffsignal findet man bei 6 = 62.51 ppm. Durch die Methylierung der
Hydroxylgruppe an C-5 verschieben sich die Signale der Methoxygruppe an C-6 von 11 im
Vergleich zu 9 geringfligig, die Signale fiir die OCH3-Gruppen an C-7 und C-8 bleiben
praktisch unveridndert. Wéhrend die Zuordnung der Kohlenstoffsignale des B-Rings iiber das
HSQC und HMBC-Spektrum leicht gelingt, ist die Zuordnung der aromatischen Kohlenstoffe
des A-Rings ist relativ schwierig, da hier sechs quartire Kohlenstoffe nebeneinander
vorkommen und die Korrelationen iiber die Hydroxylgruppe an C-5, wie bei 9 und 10, ebenfalls
fehlen. Uber eine *J-Kopplung der Methoxyprotonen an C-5, C-6, C-7 und C-8 lassen sich die

zugehorigen Kohlenstoffe jedoch zweifelsfrei ermitteln.

Melibentin wurde bereits in mehreren Melicope-Arten gefunden. [75,113,114] Liu et al (2012)
verdffentlichten 'H- und '*C-NMR Daten in Chloroform, die zum Vergleich in Tabelle 14
aufgelistet sind. [113] Wiahrend die Protonendaten sehr gut iibereinstimmen, gibt es bei der
Zuordnung der Kohlenstoffe einige Unterschiede. Moglicherweise sind die darauf

zuriickzufiihren, dass Liu et al. kein HSQC- und HMBC-Spektrum zur Verfiigung stand.
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2.9.1 Daten von 10(5-Hydroxy-3,7,8-trimethoxy-3°,4‘-methylenedioxyflavon)

'"ﬁ"uag_f +MS5, 2.1-2.2min #126-132
] 403,1025
25
z.ni
1.59 ' ’ .
] 3730918
1.04
0.5
u_u',..,.ﬁ.,.i:,.....“s'-na}, ..... =ttt
370 ars 380 385 390 aes 400 405 410 " miz
Meas. m/iz # lon Formula miz err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb &
g Conf N-Rule
ar3.0e8 1 C19H1708 aringie 0.0 4.5 1 100,00 115 even ak
4031025 1 C20H1909 403.1024 -0.4 21 1 10000 115 even ok

Abbildung 87: HRESIMS von Verbindung 10
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Tabelle 13: 'H und *C-NMR Daten von Verbindung 10 (8 in ppm, 600/150 MHz in CDCl5)

10 Literaturwerte nach [37]
Position 'H (J in Hz) 13C H (J in Hz)
2 - 155.86 -
3 - 138.83 -
4 - n.d. -
5 - n.d. -
6 6.42s 95.59 6.41s
7 - 158.37 -
8 - 128.87 -
9 - n.d. -
10 - 105.12 -
1’ - 124.28 -
2 7.68 d (1.9) 108.69 7.67dd (1.9, 0.4)
3’ - 148.16 -
4 - 149.68 -
5’ 6.96d (8.4) 108.85 6.96 dd (8.6, 0.4)
6’ 7.78 dd (8.3, 1.7) 123.89 7.77 dd (8.4,1.9)
10 Literaturwerte nach [37]
Position 'H (J in Hz) 13C 'H (J in Hz)
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3-OMe 3.85s 60.32 3.88 s*
7-OMe 392s 56.44 3.95 s*
8-OMe 3.88s 61.79 3.95 s*
OCH:O 6.08 s 101.89 6.07 s*
5-OH 12.43 s - -

* Shiftwerte wurden angegeben, die Signale sind jedoch nicht zugeordnet.
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Abbildung 88: 'H-NMR Spektrum des Gemisches 9+10, Zuordnung bezogen auf

Verbindung 10

(600MHz in CDCl3)
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Abbildung 89: 'H-NMR-Spektrum des Gemisches von 9 + 10, Zuordnung bezogen auf
Verbindung 10 (600MHz in CDCls)
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Abbildung 90: 2D-HSQC-Spektrum des Gemisches von 9 + 10, Zuordnung bezogen auf
Verbindung 10 (600MHz in CDCls)
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Abbildung 91: Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum des Gemisches von 9 + 10, Zuordnung
bezogen auf Verbindung 10 (600MHz in CDCls)
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2.9.2 Daten von 11 (Melibentin)

Intens.d +MS, 3.9-4.1min #233-247
x105
ad 417.1182
439.1001
6
44
2“
415.1019
0 : ‘ — — . . —t—t— . . e
410 415 420 425 430 435 440 445 450 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err [ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
4171182 1 C21H2109  417.1180 -0.5 18.7 1 10000 115 even ok
4391001 1 C21H20NaOS 439.1000 0.3 20.0 1 10000 115 even ok

Abbildung 93: HRESIMS von Verbindung 11
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Verbindung 11
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Abbildung 94: UV-Spektren der Verbindung 11 in Methanol und unter Zusatz verschiedener
Shiftreagenzien

145



Ergebnisse der phytochemischen Untersuchungen

Tabelle 14: 'H- und '*C-NMR Daten von Verbindung 11 (§ ppm (J in Hz), 600/150 MHz in
CDCl3)

'H (J in Hz) 13C

Position 11 Literatur [113] 11 Literatur nach
[113]
2 - - 153.25 152.9
3 - - 140.97 137.8
4 - - 174.11 173.7
5 - - 151.56 149.4
6 - - 148.35 143.7
7 - - 144.10 151.2
8 - - 138.08 140.6
9 - - 146.92 148.0
10 - - 115.26 114.9
r - - 124.88 124.5
2 7.65d (1.6) 7.65d (1.6) 108.68 108.4
7 : : 148.19 149.4
4’ - - 149.79 147.8
5 6.93 d (8.3) 6.93 d (8.4) 108.77 108.3
6’ 7.74 dd (8.3, 7.74 dd (8.4, 1.6) 123.58 123.2

1.7)

3-OMe 3.85s 3.86s 60.10 59.8
5-OMe 4.07 s 4.08s 61.87 61.6
6-OMe 395s 3.95s 62.51 62.2
7-OMe 3.92s 393s 62.06 61.8
8-OMe 3.97s 3.98s 62.25 61.9
OCH:O 6.05s 6.05 s 101.86 101.6
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2.10 Verbindung 12, 13 und 14

Bei den Verbindungen 12, 13 und 14 handelt es sich ebenfalls um Flavonole. Verbindung 12
wurde aus der Fraktionen MB.D-VII-6-4 als Reinsubstanz und im Gemisch mit 13 aus der
Fraktion MB.D-VII-10 isoliert. Verbindung 14 wurde aus Fraktion MB.D-VIII-6 als
Reinsubstanz gewonnen. Bei der hochauflosenden Massenspektrometrie zeigte 12
Quasimolekiilionen bei m/z = 419.1342 [M + H]" und 441.1153 [M + Na]*, woraus sich die
Summenformel C21H2209 errechnen lie3. Damit besitzt 12 bei gleicher Anzahl von Sauerstoffen
im Vergleich zu 9 (C20H1809) einen Kohlenstoff und vier Wasserstoffe mehr im Molekiil. Da
es sich bei 9 um ein Flavonoid mit einer 3¢,4‘-Methylendioxysubstition handelt und der A- und
C-Ring bis auf die OH-Gruppe an C-5 maximal methoxyliert ist, lag die Vermutung nahe, dass
12 zwei Methoxygruppen an C-3° und C-4° anstelle der 3°,4°-Methylendioxygruppe in 9 besitzt,
wodurch die Massendifferenz genau zu erklidren wire. Zur endgiiltigen Strukturaufkldrung
wurden ein- und zweidimensionale Spektren wie bei den zuvor beschriebenen Verbindungen
in CDCI3 aufgenommen. Leider zeigte sich das Hydroxylproton der phenolischen OH-Gruppe
an C-5 nur als relativ schwaches Signal und es konnten keine Korrelationen im HMBC mit C-
5, C-6 und C-10 erkannt werden (Abbildung 104 und Abbildung 107). Deshalb wurde ein
zusitzlicher Satz Spektren in DMSO-d6 aufgenommen, da es in diesem Losungsmittel nicht zu
einem Austausch des OH-Protons mit Deuterium kommen kann (s. Abbildung 108 , Abbildung
109 und Abbildung 110). In DMSO-d¢ fanden sich dann auch die entsprechenden
Korrelationen, mit deren Hilfe die Kohlenstoffe eindeutig zugeordnet werden konnten. Bei
Auswertung der NMR-Spektren von 12 zeigte sich, dass die Verbindung die gleiche
Substitution am A- und C-Ring besitzt, wie 9 (Tabelle 15). Der B-Ring ist ebenfalls 3°,4°-
substituiert, was am typischen ABX-System fiir die Protonen H-6°, H-5° und H-2° erkannt
werden konnte. Neben den Methoxygruppen an C-3, C-6, C-7 und C-8 traten zwei weitere
Methoxysignale im Spektrum auf, die den Methoxygruppen an C-3° und C-4° zugeordnet
werden konnten (Tabelle 15). Bei 12 handelte es sich demnach um das 5-Hydroxy-3,3",4",6,7,8-
hexamethoxy-flavon, das bereits 1946 von Seshadri und Venkateswarlu synthetisiert wurde.

[115]
Tatum und Berry konnten diese Verbindung dann 16 Jahre spéter aus einer Citrus Art erstmals

als Naturstoff isolieren. [116] In der Gattung Melicope wurde 12 von Simonsen et al (2003)
bereits in Melicope obscura gefunden. [117]
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Verbindung 13 konnte leider nicht rein, sondern nur im Gemisch mit 12 in Fraktion MB-VII-
10 nachgewiesen werden. Im hochauflosenden Massenspektrum (Abbildung 102) lieB sich
neben dem Quasimolekiilion von 12 (419.1342 [M + H]") ein zweites Signal bei m/z=389.1235
fiir 13 erkennen, aus dem sich die Summenformel C20H200s errechnen lie3. Verbindung 13 war
damit um 30 Masseneinheiten leichter als 12 (Abbildung 102). Dies lie die Vermutung zu,
dass 13 eine Methoxygruppe (minus CH30) weniger besitzt als 12, so wie es schon beim
Gemisch von 9 und 10 gefunden wurde. Die Auswertung der NMR-Spektren (Abbildung 113,
Abbildung 115 und Abbildung 117 und Tabelle 16) ergab, dass 13 wie 12 zwei
Methoxygruppen an den Kohlenstoffen C-3¢ und C-4° des B-Rings besitzt, deren 'H und '*C-
NMR-Shiftwerte zusammen mit den librigen Protonen und Kohlenstoffen des B-Rings grofie
Ahnlichkeit mit den fiir 12 ermittelten Werten zeigten. Die Hauptunterschiede zeigten sich bei
den Protonen und Kohlenstoffen des A-Rings. Wie bei 10 fand sich im 'H-NMR Spektrum von
13 ein Proton bei 8 = 6.42 ppm, dessen zugehoriger Kohlenstoff bei 6 =95.25 ppm zur Resonanz
kam. Aufgrund der Korrelationen dieses Kohlenstoffsignals mit dem Signal der OH-Gruppe an
C-5, die charakteristischerweise bei 6 = 12.47 ppm etwas tieffeldverschoben zum
entsprechenden Signal von 12 auftrat, konnte das Signal eindeutig dem C-6 zugeordnet werden.
Die chemischen Verschiebungen der Methoxygruppen an C-7 und C-8 traten in Shiftbereichen
auf, die auch bei 10 gefunden wurden (Tabelle 13 und Tabelle 15). Bei Verbindung 13 handelte
es sich daher um das 5-Hydroxy-3,3¢,4°,7,8- Pentamethoxyflavon, dessen NMR Daten
insgesamt gut mit den von Sarmento et al. (2009) veroffentlichten Daten {ibereinstimmt. [118]
Die hier angegeben '*C NMR Daten konnten nur aus den 'H,'*C-Korrelationsspektren (HSQC
und HMBC, s. Abbildung 113, Abbildung 115 und Abbildung 117) entnommen werden. Leider
konnten wir kein auswertbares '*C-NMR Spektrum von der Substanz erhalten, so dass es uns
hier nicht mdglich war, die Shiftwerte der Signale der quartiren Kohlenstoffe C-4 und C-9, die
keine Korrelationen im HMBC zeigten, zu ermitteln. Dieses methoxylierte Flavonol wurde
bereits 1957 von Robert M. Horowitz in der Gattung Citrus gefunden [119], fir Melicope-Arten

wurde 13 bisher noch nicht beschrieben.
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Verbindung 14 wurde in einer Ausbeute von 1,9 mg rein aus Fraktion MB-VII-6 gewonnen.
Das HRESIMS zeigte den Molpeak [M + H]" bei m/z = 433.1497, woraus sich die
Summenformel C22H2409 ableitet. Im Vergleich zu 12 (C21H2209), das noch iiber eine freie OH-
Gruppe an C-5 verfiigte, besitzt 14 damit eine Methylengruppe mehr, was erwarten lésst, dass
die im 14 alle Hydroxygruppen methyliert vorliegen. Im 'H-NMR Spektrum (Abbildung 123)
war dies sofort am Fehlen des OH-Protons bei ca. 14 ppm und einem siebten Methoxysingulett
zu erkennen. Die Zuordnung der 'H und '*C-NMR Signale gelang iiber die zweidimensionale
Korrelationsspektren (HSQC, HMBC, s. Abbildung 126 und Abbildung 128). Da auch von 14
aufgrund der isolierten Menge kein auswertbares '?*C-NMR Spektrum aufgenommen werden
konnte, lassen sich neben den Signalen fiir den Carbonylkohlenstoff C-4 und den quartiren
Kohlenstoff C-9 auch das Signal des C-10 wegen der fehlenden Korrelationen nicht in den
Spektren erkennen. Insgesamt stimmen die Daten aber sehr gut mit den von Machida und
Osawa (1989) publizierten Daten fiir 3,3,4¢,5,6,7,8-Heptamethoxyflavon {iberein. [120]
Tabelle 17 zeigt die von uns getroffene Zuordnung im Vergleich zu den Daten von 1989.
Vermutlich konnten damals nur eindimensionale NMR Spektren auf einem 400 MHz NMR-
Spektrometer aufgenommen und ausgewertet werden, mit deren Hilfe die Protonen- und
Kohlenstoffsignale der Methoxygruppen nicht zugeordnet werden konnten. Vergleicht man
jedoch die Shiftwerte, so findet man groBe Ubereinstimmung. Auch bei den A- und B- Ring
Kohlenstoffen war die Zuordnung damals nicht richtig und muss teilweise korrigiert werden.
Einige der Signale waren bei den 400 MHz Spektren aufgrund der geringeren Aufldsung auch
nicht getrennt zu erkennen. Verbindung 14 wurde erstmals von Sastry et al. aus Citrus mitis
isoliert. [121] Innerhalb der Gatting Melicope ist das Vorkommen von 3,3¢,4¢,5,6,7,8-
Heptamethoxyflavon nur in M. triphylla bekannt. [89]
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2.10.1 Daten von 12 (5-Hydroxy-3,3',4',6,7,8-hexamethoxyflavon)

Intens. +MS, 3.3-3,4min #200-203)
:mﬁi
419,134
0.84
0.6+
0.4- 389.1235
0.24
373.0917 1 4411153
0.0 el i L : . R, s N
360 370 380 a60 ann a1n 430 430 44n 45N miz
Meas. miz # lon Formula miz err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
373.0817 1 C19H10NBNa 3730821 0.6 128 1 BO38 1B5 even ok
2 C19H1708 373.0918 0.2 12.8 2 100.00 115 aven ok
38012356 1 C20H2108 389.1231 -1.0 8.1 1 100,00 105 even ok
2 C20|1M4NONa 2091204 -0.0 20.4 2 0405 175 even uk
4191342 1 (C21H2309 419,1337 -1.2 229 1 100.00 10.5 even ok
2 C22H18N405 418.1350 2.0 36.0 2 8211 155 aeven ok
3 C1H16NENaO  419.1338 -0.6 36.8 3 B092 1785 even ok
441.1153 1 C21H22Na09 4411156 0.6 6.2 1 8421 10.5 even ok
2 C10H17NBOT 4411163 0.0 B.4 2 100,00 145 even ok

Abbildung 102: HRESIMS von Verbindung 12
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Tabelle 15: 'H-und '*C-NMR Daten von Verbindung 12 (5 in ppm, 600/150 MHz in DMSO-

de)
12 Literatur nach [108]
CDCI3 DMSO-de DMSO-de
Position 'H (J in Hz) 13C 'H (J in Hz) 13C H(Jin 13C
Hz)

2 - 155.34 - n.d. - 155.60

3 - 138.62 - 138.07 - 138.06

4 - 179.50 - 178.67 - 178.66

5 - 149.25 - 148.10 - 148.47

6 - 136.23 - 135.50 - 135.49

7 - 152.77 - 152.47 - 152.46

8 - 132.75 - 132.48 - 132.44

9 - n.d. - n.d. - 144.42

10 - 107.13 - 106.79 - 106.78

r - 123.20 - 122.13 - 122.11

2’ 7.80d(2.1) | 111.25 | 7.67d(2.1) | 11091 | 7.65d(2.0) | 110.90

3 - 149.26 148.49 - 148.09

4 - 151.43 151.44 - 151.43

5 7.02d(8.7) | 111.15 | 7.21d(8.7) | 111.80 | 7.15d(9.0) | 111.78

6’ (;g?zd(ll) 122.50 (;Z’Szdg) 122.02 (;g?zdg) 122.01
OCH; an C-3 3.89s 60.29 3.84s 59.78 4.018* 59.75
OCHs an C-6 3.959s 61.32 3.82s 60.61 3.898* 60.58
OCHs an C-7 4.11s 61.89 4.03 s 61.52 3.861%* 61.79
OCHs an C-8 3.955s 62.21 391s 61.81 3.843* 61.49
OCHs an C-3¢ 397s 56.17 3.855s 55.44 3.828* 55.42
OCH3 an C-4¢ 3.98s 56.07 3.875s 55.71 3.816%* 55.69

OH an C-5 12.39 s 1241 s - n.a. -

* Signale nicht zugeordnet
n.d. = nicht detektiert
n.a. = nicht angegeben
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2.10.2 Daten von 13 (5-Hydroxy-3,3',4',7,8-pentamethoxyflavon)

Intens, +MS, 3.3-3.4min #200-203
x108)
1 419,1342
0.8-
0.6
0.4+ 389.1235
0.2
373.0917
0.0 —L . L . . L IR e
360 370 R0 300 400 410 420 430 440 4BN iz
Meas. miz # lon Formula miz err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
473.0817 1 C10H10NBNa 3730021 0.9 128 1 B938 185 even ok
2 C1aH1708 373.0918 0.2 12.8 2 10000 115 even ok
389.1235 1 C20H2108 389.1231 -1.0 8.1 1 10000 105 even ok
2 C20|M4NONa 3091204 -0.2 204 2 0405 17.5 even uk
4191342 1 C21H2308 4191337 1.2 22,9 1 100,00 105 even ok
2 C22H19N405 418,1350 2.0 380 2 8211 155 even ok
3 C21H16NE8NaO 418.1339 0.6 368 3 B092 175 even ok
4411153 1 C21H22Na09 4411156 0.6 6.2 1 8421 105 even ok
2 C1OH1TNBOT 4411153 0.0 8.4 2 10000 145 even ok

Abbildung 111: HRESIMS von Verbindung 13 (Nebenkomponente im Gemisch mit 12)
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Tabelle 16: 'H-und '*C-NMR Daten von Verbindung 13 (8 in ppm, 600/150 MHz in CDCl;)

13 Literatur nach [118]
Position 'H (J in Hz) 13C 'H (J in Hz) 13C
2 - 155.77 - 156.02
3 - 138.83 - 139.18
4 - n.d. - 179.42
5 - 157.50 - 157.79
6 6.42's 95.27 6.43 s 95.83
7 - 158.37 - 158.80
8 - 128.84 - 129.20
9 - n.d. - 148.86
10 - 105.39 - 105.75
I - 122.84 - 123.53
2 7.81d(2.1) 111.13 7.82d (2.0) 111.56
3’ - 148.82 149.22
4 - 151.42 151.88
5’ 7.02 (8.6) 111.13 7.03d (8.5) 111.41
6’ 7.86 dd 122.13 [7.87dd (8.5,2.0)] 122.73
(8.6,2.1)
OCH3 an C-3 3.89s 60.01 3.87s 60.56
OCH3 an C-7 395s 56.75 393s 56.79
OCHs an C-8 392s 61.31 391s 61.96
OCHs an C-3° 397s 56.13 3.96s 56.33
OCHj3 an C-4¢ 3.98s 56.47 3.97s 56.42
OH an C-5 12.47 s - 12.47 s -

n.d. = nicht detektiert
n.a. = nicht angegeben
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2.10.3 Daten von 14 (3,3,4¢,5,6,7,8-Heptamethoxyflavon)

Intens. #MS, 1.8-1.8min #108-109
%109
8 4331457
6.
4.
2 434.1527
4351548
———————— LY ——————e——————r—
4325 433.0 433.5 434.0 4345 435.0 4355 436.0 4365 miz
Meas. m/iz # lon Formula m/iz e [ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
4331497 1 C22H2509  433.1493 10 17.4 1 10000 105 even ok

Abbildung 121: HRESIMS von Verbindung 14
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Tabelle 17: 'H-und '*C-NMR Daten von Verbindung 14 (§ in ppm, 600/150 MHz in CDCl;)

14 Literatur nach[120]

Position 'H (J in Hz) 13C 'H (J in Hz) 13C
2 - 153.59 - 151.1
3 - 140.57 - 140.8
4 - n.d. - 173.9
5 - 151.42 - 143.9
6 - 143.61 - 137.8
7 - 137.53 - 151.3
8 - 147.95 - 137.8
9 - n.d. - 148.2

10 - n.d. - 115.1
I - 123.19 - 123.5
2 7.81 (2.1) 111.14 7.81d(2.0) 110.9
3’ - 148.38 - 148.8
4 - 151.42 - 153.0
5’ 7.01 (8.6) 110.97 7.01d (8.0) 111.0
6’ 7.84 dd (8.5, 2.1) 121.97 7.52 dd (8.0, 2.0) 121.9
3-OMe 3.89s 59.85 3.90s* 59.9*
5-OMe 4.10s 61.63 4.09 s* 61.7*
6-OMe 395s 61.78 3.95s* 61.8*
7-OMe 4.00 s 61.95 4.00 s* 61.9*
8-OMe 398 s 62.23 3.97 s* 62.3*
3’-OCH3 3971s 55.85 3.97 s* 56.1*
4°-OCH3 3.974s 55.97 3.97 s* 56.0*
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2.11 Verbindungen 15, 16 und 17

Die Verbindungen 15 und 16 wurden in den Fraktionen MB.D-VII-6-6 und MB.D-VII-9-4
(Gemisch von 15 und 16) gefunden. Nach Aufreinigung im HPLC wurde Verbindung 15 rein
in einer Ausbeute von 1,7 mg isoliert. Im Gegensatz dazu konnte 16 nicht rein gewonnen
werden, es wurden 1,2 mg eines Gemisches mit 15 erhalten. Die hochauflésende
Massenpektrometrie zeigte, das beide Verbindungen die gleiche Masse besitzen; [M+H]" =
405.1187 (s. Abbildung 130, Abbildung 136 und Abbildung 142), woraus sich die
Summenformel C20H200y fiir beide Verbindungen ermitteln lie3. In den anschlieBend zunéchst
von 15 aufgenommen NMR Spektren fanden sich die Signale fiir fiinf Methoxygruppen und
drei aromatische Protonen (s. Abbildung 132), die das Aufspaltungsmuster eines ABX-Systems
am B-Ring zeigten. Die zugehorigen Kohlenstoffsignale lielen sich iiber das HSQC-Spektrum
ermitteln (s. Abbildung 134 und Tabelle 18). Im Gegensatz zu Verbindung 13, die als
3,3",4',7,8-Pentamethoxyflavon auch fiinffach methyliert ist, fehlt im '"H-NMR-Spektrum von
15 das aromatische Proton an C-6, so dass diese Position bei 15 ebenfalls substituiert vorliegen
muss. Im Vergleich zu den Verbindungen 12-14, die alle eine Methoxygruppe an C-3° und C-
4° besitzen, findet man fiir 15 dhnliche Protonen- und Kohlenstoffshifts, allerdings ist das
Signal von H-2° geringfiigig hochfeldverschoben. Der zugehorige Kohlenstoff findet sich
tieffeldverschoben bei & = 114.76 ppm. Das spricht dafiir, dass 15, im Gegensatz zu den zuvor
isolierten Verbindungen eine freie phenolische OH-Gruppe am B-Ring besitzt. Neben dem
Singulett bei 6 = 12.40 ppm, das typisch fiir die freie, wasserstoffbriickengebundene OH-
Gruppe an C-5 des A-Rings ist, findet sich ein weiteres Singulett bei d = 5.72 ppm, das ebenfalls
keine Korrelation mit einem Kohlenstoff im HSQC zeigt und somit dem OH-Proton der
Hydroxylgruppe an C-3¢ zugeordnet werden kann. Uber die Korrelationen der Protonensignale
mit den Signalen der Kohlenstoffe im HSQC- und HMBC-Spektrum lassen sich alle Signale
zuordnen. In Tabelle 18 sind die von Shi et al. (1995) veroffentlichten NMR-Daten von 15 zum
Vergleich dargestellt. Die Daten stimmen sehr gut mit den hier ermittelten Werten {iberein.
Verbindung 15 ist ein eher selten gefundendes Flavonoid, iiber dessen Vorkommen jedoch
schon berichtet wurde. [122,123] In den Rutaceen ist es bisher nur aus Glycosmis ovoidea
isoliert worden. [124] Fiir die Pflanzen der Gattung Melicope ist es der erste Bericht iiber das

Vorkommen.

Verbindung 16 konnte leider nur im Gemisch mit 15 isoliert werden. Im "H-NMR Spektrum
des Gemisches (Abbildung 137) findet man zwei dicht nebeneinander liegende Dubletts fiir die
Protonen an C-5° beider Verbindungen. Da der Shiftwert des H-5’von 15 bereits bekannt war,

konnte das geringfligig ins tiefere Feld verschobene Signal als das H-5¢ von 16 erkannt werden.
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Das zugehorige Kohlenstoffsignal findet sich um ca. 4 ppm verschoben bei 6 = 114.91 ppm,
wobei das C-2° in 16 jetzt bei einem Shiftwert von ca. 110 ppm gefunden wurde. (Tabelle 19)
Damit war anzunehmen, dass sich 16 von 15 nur durch die Position der Methoxygruppe am B-
Ring unterscheidet, die sich bei 16 am C-3° befindet. Es handelt sich somit um das 5,4°-
Dihydroxy-3,3°,6,7,8-pentamethoxyflavon, dessen NMR-Daten gut mit den von Shi et al. (1995)
veroffentlichten Daten iibereinstimmen. Im Gegensatz zu 15 wurde das 5-Hydroxy-2-(4-
hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,6,7,8-tetramethoxy-4H-1-benzopyran-4-one (16) bereits aus
Melicope triphylla isoliert. [125] Bei der hier nachgewiesenen Substanz handelt es sich

demnach um den zweiten Fund in dieser Gattung.

Verbindung 17 fiel in Fraktion MB-VI-10 in einer Ausbeute von 1,3 mg an. Aus dem, im
hochauflosenden Massenspektrum (s. Abbildung 142), bei m/z = 375.1072 gefundenen,
Quasimolekiilion errechnete sich die Summenformel Ci9HisOs. In Verbindung mit den fiir
Flavonole typischen UV-Spektren, konnte vermutet werden, dass es sich bei 17 um ein vierfach
methoxyliertes Flavonol handeln muss. Diese Annahme wurde durch das in deuteriertem
Chloroform aufgenommene 'H-NMR Spektrum (Abbildung 144) bestitigt, das die Singuletts
fiir vier Methoxygruppen bei 6 = 3.81, 3.82, 3.87 und 3.92 ppm zeigte. Neben diesen 3-
Protonen-Singuletts traten drei weitere Signale fiir insgesamt vier Protonen als Multiplett bei &
=7.79 ppm (2H), Dublett bei 6 = 7.00 (1 H, J=9.0) und Singulett bei 6 = 6.42 ppm (1 H) auf.
Das 3C-NMR (s. Abbildung 145) zeigte erwartungsgemiB die Signale fiir 19
Kohlenstoffatome, von denen die vier Signale bei & = 56.19, 56.52, 60.31 und 61.82 ppm
aufgrund der Lage im Spektrum und der Korrelation mit den oben beschrieben 3-Protonen-
Singuletts im HSQC-Spektrum als Methoxykohlenstoffe erkannt wurden. Die iibrigen drei
Protonensignale koppeln mit den Kohlenstoffen bei 8 = 95.55, 110.61, 114.70 und 121.75 ppm.
Die beiden, am stédrksten tieffeldverschobenen Signale, koppeln mit dem Multiplett fiir 2
Protonen bei 6 = 7.79 ppm, was dafiir spricht, dass es sich bei diesen Signalen in Verbindung
mit dem Dublett bei 7.00 ppm und dem Kohlenstoff bei 6 = 110.61 um die Resonanzen eines
ABX-Systems handeln muss, das wie bei den Verbindungen zuvor im B-Ring lokalisiert sein
musste. Das bei & = 6.42 ppm im '"H-NMR-Spektrum gefundene Signal gehdrte demnach zu
einem am A-Ring an C-6 oder C-8 gebundenen Wasserstoffatom. Die Position dieses A-Ring
Protons und der drei aromatischen Methoxygruppen konnte aus den in CDCl3 aufgenommen
Spektren leider nicht ermittelt werden, weil sich im HMBC-Spektrum keine Korrelation

zwischen dem verbreiterten Singulett des Hydroxylprotons der OH-Gruppe an C-5 (6 = 12.48
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ppm) mit dem C-6 nachweisen lie3 (Abbildung 147). Auch die Substitution des B-Rings konnte
nicht zweifelsfrei geklart werden. Vergleiche mit den Daten im B-Ring substituierter
Quercetinderivate, zeigten jedoch, dass die Resonanzen von H-2° und H-6° in CDCI3; immer
dann nahe beieinander bzw. iiberlappend auftraten, wenn eine 3°‘-Hydroxy, 4° Methoxy-
Substitution vorliegt. [126] Bei 3‘-Methoxy-4‘-Hydroxy-Derivaten waren das Dublett des H-
2¢ und das Dublett vom Dublett des H-6° deutlich voneinander getrennt. [126] Da auch die
Resonanz des zweiten Hydroxylprotons aufgrund des Austauschs mit dem Deuterium des
protischen Chloroforms nicht im Spektrum auftrat, wurden weitere Spektren im DMSO-de
aufgenommen (s. Tabelle 21 und Abbildung 161, Abbildung 162, Abbildung 163, Abbildung
164). Im 'H NMR waren die Signale der beiden OH-Protonen bei § = 12.48 (OH an C-5) und
9.54 ppm (OH an C-3") als scharfe Singuletts deutlich zu erkennen. Im in DMSO-ds
aufgenommenen HMBC-Spektrum (Abbildung 147 und Abbildung 150), zeigte das Signal der
Hydroxylgruppe an C-5 drei Korrelationen mit den Kohlenstoffen bei 6 =95.6, 104.2 und 156.4
ppm. Diese drei Signale waren der 2J-Kopplung mit C-5 und den *J-Kopplungen mit C-6 und
C-9 zuzuordnen. Das im hohen Feld bei 6 = 95.6 ppm auftretende Signal zeigte eine Kopplung
mit dem Proton bei bei 0 = 6.60 ppm, welches demnach dem C-6 zuzuordnen war. Die beiden
anderen Signale zweier quartirer Kohlenstoffe konnten im Vergleich mit den zuvor beschrieben
Flavonoiden C-10 und C-5 des A-Rings zugeordnet werden. Neben den Kreuzsignalen mit C-
5(156.4,2]) und C-10 (104.2, 3J), zeigte das H-6 (8 = 6.60) zwei weitere Kopplungen mit den
Kohlenstoffen bei 6 = 158.1 und 128.3 ppm. Beide Signale besitzen Cross-Peaks zu den
Methoxyprotonen bei 6 = 3.82 (6 = 60.9) und 3.92 (6. = 60.9) ppm, so dass sie den
Kohlenstoffen C-8 und C-7 zugeordnet werden konnten. Bei Verbindung 17 handelte es sich
demnach um ein 3,7,8-Trimethoxyderivat des Quercetins, das eine vierte Methoxygruppe an C-
3¢ oder C-4° tragen musste. Das Hydroxyproton bei & = 9.54 ppm zeigte leider keine
Korrelationen im HMBC, so dass auch mit diesem Spektrum die Substitution des B-Rings nicht
eindeutig geklart werden konnte. Eine Literaturrecherche ergab, dass Wollenweber et al. beide
in Frage kommenden Verbindungen aus zwei Asteraceen-Arten isolieren konnten. [127] Ein
Vergleich mit den dort verdffentlichten Daten ergab eindeutig, dass es sich bei 17 um das
»3,7,8,4 -Tetramethoxyquercetin“ handeln musste. Auch in den Spektren von Wollenweber et
al. (2008) traten die Protonensignale des H-2° und H-6° iiberlagert als ein Multiplett auf. [127]
Ein Jahr spdter konnten Sarmento da Silva et al (2009) dieses Flavonoid aus Solanum-Arten
isolieren. Die dort angegebenen in CDCl3 aufgenommen Daten stimmen ebenfalls mit den hier

ermittelten Daten iiberein. [127]
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Diese Verbindung, die interessante Aktivititen gegen Leishmania Parasiten aufweist [128], und
die bisher in der Gattung Melicope noch nicht gefunden wurde, ist auch unter dem Namen

Gossypetin 3,7,8,4¢- tetra-O-methylether bekannt.
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2.11.1 Daten von 15 (5,3'-Dihydroxy-3,6,7,8,4"-pentamethoxyflavon)

Inibans #M5, 1.1-1.1min #&3-6E
x108
4051187
1.5
1.0
031 4061217
40T 1235
T T T - T
4040 4045 405.0 4055 408 0 408.5 407.0 4075 408.0 408.5 iz
Meas. miz # lon Formula miz er[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conl  N-Rule
4051187 1 C20H108 4051180 A7 22 1 10000 105 even ok
2 C2IHITN4OS 4051193 16 452 2 TILTD 155 even ok

Abbildung 130: HRESIMS von Verbindung 15
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Abbildung 131: UV Spektren von Verbindung 15 mit verschiedenen Shift-Reagenzien
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Tabelle 18: 'H-und '*C-NMR Daten von Verbindung 15 (8 in ppm, 600/150 MHz in CDCl;)

15 Literaturwerte nach [129]
Position 'H (J in Hz) 13C 'H (J in Hz) 13C
2 155.96 - 155.8
139.14 - 138.9
4 179.53 - 179.4
5 149.05 - 149.1
6 136.39 - 136.2
7 153.09 - 152.9
8 133.23 - 132.9
9 145.11 - 144.9
10 107.74 - 107.5
I 124.02 - 123.7
2 7.78 d (br.) 114.76 7.77d(2.2) 114.6
3 145.85 - 145.6
4 149.05 - 149.0
5 6.99 d (8.4) 110.70 7.00d (7.0) 110.5
6’ 7.79 d (br.) 121.78 7.78 dd (7.0, 2.2) 121.6
3-OMe 3.88s 60.28 3.88s 60.1
6-OMe 3.947 62.26 395s 62.1
7-OMe 4.10s 61.84 4.11s 61.7
8-OMe 3.954 61.28 3.96s 61.2
3’-OCH3 - - - -
4°-OCH3 4.00 s 56.24 4.00 s 56.1
OH an C-5 12.40 s - 12.40 s -
OH an C-3¢ 5.72s - 5.73s -
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2.11.2 Daten von 16 (5,4'-Dihydroxy-3,3¢,6,7,8-pentamethoxyflavon)

|nkars «K5, 1.1-1.1min #&3-55
winf
4051187
1.5
1.0
031 406.1217
4071235
1] T T - T
4040 4045 405.0 4055 4080 408.5 407.0 4075 408.0 408.5 miz
Meas. miz # lon Formula miz em[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
4051187 1 CHHAM08 4051180 A7 22 1 10000 105 even ok
2 CHHITMAOS 4051183 16 452 2 T.T0 155 even ok

Abbildung 136: HRESIMS von Verbindung 16
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Tabelle 19: 'H-und '*C-NMR Daten von Verbindung 16 (8 in ppm, 600/150 MHz in CDCl;)

16 Literaturwerte nach [129]

Position 'H (J in Hz) 13C 'H (J in Hz) 13C

2 - 156.08 - 155.9

- 138.76 - 138.6

4 179.40 - 179.3

5 - 149.30 - 149.2

6 - 136.27 - 136.2

7 - 153.04 - 152.9

8 - 132.95 - 132.8

9 - 145.00 - 144.9

10 - 107.60 - 107.5

I - 122.42 - 122.5

2 7.77s 110.93 7.80 s 110.8

3 - 146.57 - 146.4

4 - 148.26 - 148.6

5 7.06 d (8.3) 114.91 7.07d (7.5) 114.9

6’ 7.79 m 122.78 7.78 dd (7.5, 1.5) 122.8

3-OMe 3.88s 60.27 3.88s 60.1

6-OMe 3951s 62.21 395s 62.1

7-OMe 4.11s 61.87 4.11s 61.7

8-OMe 3.954 s 61.32 3.96s 61.2

3’-OMe 3.988 s 56.17 3.98s 56.0
4‘-OMe - - - -
OH an C-5 12.40 s 12.39 s -
OH an C-4¢ n.d. 6.02 s -
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2.11.3 Daten von 17 (Gossypetin-3,7,8,4¢-tetramethylether)

Intens. +MS, 3.3-3.5min #189-200)
109
3751072
1.51
1.09
0.54
3970887
: 3890859 | i, s
0.0 T T T — T —— / —r T
370 375 380 385 390 395 400 405 410 miz
Meas.m/z # lonFormula miz err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
375.1072 1 C19H1908 375.1074 0.7 26 1 10000 105 even ok
397.0887 1 C19H18NaO8 397.0894 i 9 3.0 1 10000 105 even ok
2 C16H1ON10NaO2 397.0880 A7 7.7 2 09139 165 even ok

Abbildung 142: HRESIMS von Verbindung 17
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Tabelle 20: 'H- und '*C-NMR Daten von Verbindung 17 (8 in ppm, 600/150 MHz in CDCI3)

17 Literaturwerte nach [118]
Position 'H (J in Hz) 13C 'H (J in Hz) 13C
2 - 155.80 - 155.86
3 - 139.05 - 139.05
4 - 179.24 - 179.25
5 - 157.50 - 157.49
6 6.42 s 95.55 6.41 s 95.60
7 - 158.52 - 158.56
8 - 129.01 - 129.07
9 - 123.92 - 148.65
10 - 105.61 - 105.53
I - 123.92 - 123.88
2 7.79 m 114.70 7.78 sl 114.79
3 - 145.69 - 145.78
4 - 149.01 - 149.16
5 7.00d (9.0) 110.61 6.98 d (8.5) 110.69
6’ 7.79 m 121.75 7.76 sl 121.73
3-OMe 3.88s 60.31 3.87s 60.31
7-OMe 394 s 56.52 3.94 s 56.54
8-OMe 392s 61.82 391s 61.82
4’-OMe 3.99s 56.19 397s 56.20
OH an C-5 12.48 s (br.) - 12.47 s
OH an C-3¢ n.d. - -
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Tabelle 21: 'H-und '*C-NMR Daten von 17 (§ in ppm;600/150 MHz in DMSO-ds)

17 Literatur nach [127]

Position 'H (J in Hz) 13C 'H (J in Hz) 13C

2 - 154.8 - 155.5

3 - 137.9 - 138.0

4 - n.d. - 178.4

5 - 156.4 - 156.4

6 6.60 s 95.6 6.59 s 95.7

7 - 158.1 - 158.2

8 - 128.3 - 128.4

9 - n.d. - 147.8

10 - 104.2 - 104.5

1 - 122.0 - 122.3

2’ 7.60 m 114.6 7.60 m 114.9

3 - 146.4 - 146.5

4 - 150.3 - 150.4

5 7.14d (8.4) 111.7 7.15d (8.4) 112.1

6’ 7.61 m 120.1 7.60 m 120.4

3-OMe 3.81s 59.4 3.81s 59.7

7-OMe 392s 56.4 392s 56.5

8-OMe 3.82s 60.9 3.83s 61.1

4’-OMe 3.87s 55.4 3.87s 55.6
OH an C-5 1248 s - 1247 s -
OH an C-3¢ 9.54 s - 9.53s -
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2.12 Verbindung 18 und 19

Verbindung 18 konnte aus der Fraktion MB-D-VII-14 in einer Ausbeute von 1,45 mg isoliert
werden. Das hochauflosende Massenspektrum (Abbildung 151) zeigte das protonierte
Molekiilion bei m/z=331.0811, woraus sich die Summenformel C17H 407 ableiten lief. Bereits
das deutete darauf hin, dass es sich bei 18 um ein zweifach methoxyliertes Flavonol handeln
konnte. Aufgrund der Form und der Lage der langwelligen Bande I im UV-Spektrum
(Abbildung 152) von 18 nach Zugabe von AICI3 zur methanolischen Losung, lieB sich
zusitzlich ableiten, dass keine 6-O-Substition im A-Ring und keine orthostindigen
Hydroxygruppen im B-Ring vorhanden sein sollten.[130] Die endgiiltige Aufkldrung der
Struktur erfolgte mit der NMR-Spektroskopie (Tabelle 23, Abbildung 153 bis Abbildung 155
). Das '"H-NMR Spektrum zeigt die Signale fiir 11 am Kohlenstoff gebundene Protonen sowie
drei Hydroxylprotonen. Wie bereits angenommen sind zwei Methyoxygruppen vorhanden,
deren Singuletts bei 6 = 3.80 und 3.86 ppm auftreten. Die Shiftwerte der zugehorigen
Kohlenstoffe bei 6 = 59.59 und 55.15 wurden mit Hilfe der im HSQC-Spektrum (s. Abbildung
154) registrierten Kreuzsignale ermittelt. Wie bei den zuvor beschriebenen Flavonoiden, finden
sich auch im Spektrum von 18 ein Dublett bei 6 = 7.64 ppm (J= 2.2 Hz), ein Dublett vom
Dublett bei 6 = 7.58 ppm (J = 2.2 und 8.4 Hz) und ein weiteres Dublett bei 6 = 6.96 ppm (J =
8.4 Hz), was die 1,3,4-Trisubstitution des B-Rings belegt. Da Aufgrund des Verhaltens von 18
bei der UV-Analyse keine 3°,4‘-Dihydroxystruktur vorliegen kann, muss mindestens eine der
beiden OH-Gruppen methyliert vorliegen. Dies wird durch die Korrelationen im ebenfalls
aufgenommenen HMBC-Spektrum bestétigt (Abbildung 155). Neben den bei anderen
Flavonoiden gefundenen *J-Korrelationen zwischen den Protonen H-2¢ und H-6¢ und C-4¢, C-
2 und der Korrelation von H-5¢ mit C-1¢ ist sind hier die *J-Kopplungen des Hydroxylprotons
bei 6 = 9.91 ppm mit C-5° (6 = 115.51) und einem weiteren Kohlenstoff bei & = 147.12, der
auch mit den drei dquivalenten Methylprotonen der Methoxygruppe bei & = 55.15 ppm koppelt,
strukturbeweisend. Der B-Ring ist demnach mit einer Hydroxylgruppe an C-4° und einer
Methoxygruppe an C-3° substituiert. Der zweite Methylether (6u 3.80; dc 59.59 ppm) sollte
sich aufgrund der Lage der Signale in den Spektren und der *J-Korrelation mit C-3 (8¢ 137.70
ppm) am C-3 des Flavonols befinden. Das wird durch die beiden breiten Singuletts 6 =6.5 und
6.78 ppm bestitigt, die mit den Kohlenstoffen C-6 (6¢c 97.95 ppm) bzw. C-8 (6c 92.67 ppm)
korrelieren. Hinzu kommen die Signale der beiden noch nicht zugeordneten OH-Protonen bei
0=12.68 und 10.84 ppm, die mit mit C-5, C-6 und C-10 (OH an C-5) bzw. C-6, C-7 und C-8
(OH an C-7) korrelieren. Das Signal des quartiren C-9 konnte iiber seine Korrelation mit H-8

bei § = 156.27 ppm im Spektrum gefunden werden. Da die Aufnahme eines '*C-NMR-
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Spektrums aufgrund der Substanzmenge leider nicht méglich war, konnte das Signal des iiber
Korrelationen nicht zugénglichen Carbonylkohlenstoffs des Cyclopyrenonrins (C-Ring, C-4)

leider nicht detektiert werden.

Bei Verbindung 18 handelt es sich um das 3,3‘-Dimethylquercetin, den Dimethylether des in
vielen Pflanzen vorkommenden, ubiquitiren Flavonols Quercetin. Auch diese Substanz, die
erstmals bereits 1950 von Briggs et al. aus Melicope ternata isoliert werden konnte, wurde
bisher in mehr als 300 Publikationen erwéhnt. [47] Neuere NMR-Daten finden sich bei Wang
et al. (2010), der sowohl die 'H- als auch die '*C-NMR Shiftwerte von Verbindung 18
veroffentlichte. [131] Ein Vergleich mit unseren Daten zeigt, dass diese weitgehend
iibereinstimmen, allerdings sind die Shiftwerte von C-2, C-3° und C-4‘ sowie die Kohlenstoffe
C-6 und C-6 bei [131] vertauscht worden. Moglicherweise ist das darauf zuriickzufiihren, dass
von den Autoren keine Korrelationsspektren aufgenommen wurden, sonst wére das
Vertauschen der mit den richtig zugeordneten Protonen H-6 und H-8° wohl kaum passiert.
Wang et al. schreiben: ,, The structure was confirmed by comparison with literature data [21].”
Bei dieser Quelle handelt es sich um die Arbeit von Al-Dabbas et. (2006), der auch NMR-Daten
von dieser Substanz veroffentlicht hat, die aber nicht in DMSO-ds sondern in Pyridin-ds
aufgenommen wurden. [132] Bei etwas sorgfaltigerem Studium der Literatur hétte auffallen
konnen, dass bereits 1982 von Chiappini et al. NMR-Daten in DMSO-ds korrekt zugeordnet
und verdffentlicht wurden. [133] Die dort angegebenen Daten sind ebenfalls in Tabelle 23

aufgefiihrt und befinden sich in guter Ubereinstimmung mit den von uns ermittelten Werten.

1,3 mg von Verbindung 19 wurden aus der Fraktion MB.D-V-3 isoliert. Das im
Massenspektrum von 19 (s. Abbildung 156) detektierte Molekiilion bei m/z=399.1141 [M+H]"
fiihrte zur Summenformel C22H»207. Bei gleicher Anzahl von Sauerstoffen besitzt Verbindung
19 somit fiinf Kohlenstoffe und sieben Protonen mehr als 18. Die zunichst in CDCl3
aufgenommenen NMR-Spektren (s. Abbildung 158 bis Abbildung 160 ) zeigen, dass es sich
bei 19 ebenfalls um ein zweifach methoxyliertes Flavonol handelt, das im Gegensatz zu 18
einen Prenylrest besitzt, da die dafiir typischen Signale fiir eine Methylen- (6u 4.56, dc 65.49),
eine Methin- (u 5.47, dc 118.48) und zwei Methylgruppen (6u 1.75 und 1.80, d¢ 18.17 und
25.84) sowie ein quartires, olefinisches C-Atom (8¢ 139.26) im 'H-, HSQC und HMBC-
Spektrum enthalten sind. Die *J-Kopplung des zwischen den Methylprotonen bei & = 4.56 ppm
und dem aromatischen Kohlenstoff bei 6 = 164.63 ppm beweist, dass das Proton der
Hydroxylgruppe an C-7 durch den 3-Methylbut-2-en Substituenten ersetzt wurde. Wie bei 18
finden sich auch bei 19 die Signale fiir H-6 und H-8 bei 6 = 6.34 ppm (¢ 98.28) und & = 6.43
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ppm (3¢ 92.85) des A-Rings sowie die Signale fiir das von H-2¢, H-5° und H-6° geformte ABX-
System bei 6 = 7.69 ppm (dc 98.28), 7.03 (oc 114.45) und 7.65 (6c 122.42). Aufgrund der
Korrelationen im HMBC Spektrum ist zu erkennen, dass die beiden Methylether wie bei 18 an
C-3 und C-3° lokalisiert sind. Bei 19 handelt es sich daher um das 7-Isopentenyl-3,3°-
dimethylquercetin, das 7-Prenylderivat von 18. Diese Verbindung wurde erstmals von Fraser
und Lewis in der Rutaceae Euodia glabra [134] gefunden und dann von Srivastava et al. (1982)
synthetisch hergestellt. [135] Die hier ermittelten 'H-NMR Daten stimmen gut mit den von
Fraser veroffentlichten Daten iiberein, allerdings gibt Fraser ein Multiplett fiir H-2 und H-
6° bei 7.6 -7.7 ppm, was auf die schlechtere Auflésung des dort ausgewerteten 100 MHz
Spektrum zuriickgefiihrt werden konnte. Wie zuvor beschrieben, kann das Auftreten eines
gemeinsamen Multipletts fiir diese zwei Protonen darauf hindeuten, dass es sich um einen 4°-
und nicht um einen 3‘-Methylether handeln konnte. [127] Da Srivastava zwei getrennte Signale
in dem vom ihm aufgenommenen 80 MHz Spektren beschreibt, konnte angenommen werden,
dass es sich bei der von Fraser und Lewis [134] beschriebenen Substanz um das 3‘-Hydroxy-
4‘-methoxyderivat des Quercetins handeln konnte. Um diese Frage zu kldren wurde die
Literaturrecherche auf das 7-Isopentenyl-3,4‘-dimethylquercetin erweitert. Zu dieser Substanz
findet sich in den Chemical Abstracts [49] nur eine Literaturstelle von Wang et al. [131], die
diese Verbindung aus Melicope elleryana isolieren konnten. Auch dort wurden nur
Protonendaten (400 MHz) verdffentlicht, die Struktur wurde aber mit der
Rontgenstrukturanalyse abgesichert. In der Publikation berichten Wang et al. auch iiber die
Isolierung des 4°-Hydroxy-3‘-methoxyderivates, allerdings ohne neue NMR Daten anzugeben.
In Tabelle 25 sind im Vergleich zu den hier ermittelten Daten auch die von Fraser und
Srivastava fiir das 4‘-Hydroxy-3‘-methoxy- und von Wang fiir das 3°‘-Hydroxy-4°-
methoxyderivat gelistet. [134] Aufgrund der geringfiigigen Unterschiede der chemischen
Verschiebungen der B-Ring-Protonen kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, welches der
isomeren Verbindungen vorliegt. In Tabelle 24 sind die 'H-und '*C-NMR Shiftwerte in CDCl;
der B-Ring-Protonen und -Kohlenstoffe der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen 3°-
Hydroxy-4‘-Methoxy- und 4‘-Hydroxy-3‘-Methoxy-Flavonole 15-17 und 19 aufgelistet. Die
Unterscheidung zwischen den beiden Substitutionstypen gelingt mit Hilfe der '>*C-NMR Daten
in Verbindung mit den Korrelationen in den HSQC- und HMBC-Spektren ohne Probleme. Bei
Vorliegen einer Hydroxylgruppe an C-4‘ und Methoxygruppe an C-3° finden sich die Signale
der benachbarten Kohlenstoffe C-2¢ und C-5° bei ca. 110 (C-2¢) und 114 ppm (C-5°). Ist die
Substitution anders herum (C-3‘-OH, C-4°-OMe) dann wechseln diese Kohlenstoffe den Platz.

Durch die Korrelation zu den zugehorigen Dubletts des ABX-Systems, H-2¢ bei ca. 7.7 ppm
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mit kleiner Metakopplung zu H-6° (J= 2 Hz) und H-5° bei ca, 7.0 ppm mit groBBer
Orthokopplung zu H-6° (J = 8 Hz), lésst sich die Zuordnung der Kohlenstoffsignale eindeutig
durchfiihren.

Tabelle 22: Vergleich der Protonen- und Kohlenstoffshifts der hier isolierten Flavonoide mit
3¢,4‘-monomethyliertem B-Ring.

1q 13C
15 17 16 19 15 17 16 19
3’OH- 3’OH- 4’0OH- 4’0OH- 3’OH- 3’OH- | 4’0OH- 4’0OH-
4‘OMe 4‘OMe 3‘OMe 3‘OMe 4‘0OMe 4‘OMe | 3‘OMe 3‘OMe
1¢ 124.02 | 123.88 | 122.42 | n.d.
2¢ 7.78d |779m |7.77s |7.69d |114.76 | 114.79 | 110.93 | 111.03
3¢ - - - 145.85 | 145.78 | 146.57 | 146.24
4¢ - - - 149.05 | 149.16 | 148.26 | 148.43
5¢ 6.99d |7.00d [7.06d |7.03d |110.70 | 110.69 | 11491 | 114.45
6° 7.79d | 7.79m |7.79m | 7.65dd | 121.78 | 121.73 | 122.78 | 122.42

Bei den bisher in der Literatur beschriebenen Verbindungen kann man nur bei dem von Fraser
und Lewis [131] isolierten  7-Isopentenyl-3,4‘-dimethylquercetin ~ durch  die
Rontgenstrukturanalyse eindeutig sagen, dass es sich um diese Verbindung handelt. Fiir das aus
Melicope elleryana ebenfalls isolierte 7-Isopentenyl-3,3‘-dimethylquercetin geben Wang et al.
keine Daten an und verweisen nur auf die Literatur. Die dort von Fraser veroffentlichten Daten
lassen eine Entscheidung aber gar nicht zu, wie der Vergleich der in Tabelle 24 gelisteten NMR
Daten von Fraser et al. (1973) mit denen von Wang et al. (2001) und den von uns ermittelten
Daten zeigen. Die Shifts von H-2¢, H-5° und H-6° weichen maximal um 0.04 ppm voneinander
ab. Es wire daher wiinschenswert gewesen, wenn Wang et al. [131] die Unterschiede zwischen
den beiden aus M. elleryana isolierten Verbindungen deutlich gemacht hétten. So lésst sich
nicht sagen, ob tatsdchlich beide Derivate isoliert wurden. Moglicherweise ist das der Grund
dafiir, dass nur das 3‘-Hydroxy-4‘-Methoxy-Derivat als Inhaltsstoff von M. elleryana in die
Chemical Abstracts aufgenommen wurde. Um die Daten von 18 und 19 zu vergleichen wurden

auch von 19 Spektren im DMSO-ds aufgenommen. Bis auf die durch die Prenylierung der
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Hydroxylgruppe an C-7 entstandenen Unterschiede, stimmen die Spektren weitgehend iiberein

(s. Abbildung 161, Abbildung 162, Abbildung 163 und Abbildung 164 und Tabelle 23)

AbschlieBend kann gesagt werden, dass hier erstmals eindeutige NMR- Daten fiir Verbindung
19 aufgenommen wurden. Sollte sich herausstellen, dass die von Fraser und Lewis [134]
untersuchte Euodia glabra auch das 4‘-Methoxyderivat enthilt, dann wiirde es sich bei 19 sogar

um einen neuen Naturstoff handeln.
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2.12.1 Daten von 18 (Quercetin 3,3 ‘-dimethylether)

Intens MS, 2.1min #124
x10% R
4] 3310811
3_
2]
: 332.3308
1 332.0844
] k* L 333.3340
0+ —_— e — SRR .. el — -
330 331 332 333 334 miz
Meas. m/z # lon Formula miz err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
331.0811 1 C17H1507 331.0812 0.3 1.9 1 10000 10.5 even ok

Abbildung 151: HRESIMS von Verbindung 18
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Abbildung 152: UV-Spektren von Verbindung 18 mit verschiedenen Shiftreagenzien
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Tabelle 23: 'H-und '*C-NMR Daten von 18 (§ in ppm, 600/150 MHz in DMSO-de)

18 Literatur nach [131] [133]
Position 'H (J in Hz) 13C 'H (J in Hz) 13C 13C
2 - 149.95 155.6 149.70
3 - 137.70 137.9 137.74
4 - n.d. 178.1 177.89
5 - 161.24 161.4 161.28
6 6.20d (2.1) 98.38 6.20d (2.0) 94.0 98.55
7 - 164.00 164.3 164.09
8 6.48 d (2.1) 93.63 6.48 d (2.1) 98.8 93.79
9 - 156.27 156.5 156.35
10 - 104.19 104.4 104.25
I - 121.89 122.4 122.17
2 7.64d(2.2) 111.78 7.64d(2.1) 112.3 129.55
3 - 147.12 150.0 147.4
4 - 155.38 147.6 155.42
5 6.96 d (8.4) 115.51 6.97d (8.4) 115.8 115.03
6’ 7.58 dd (8.4; 2.2) 121.93 7.58 dd (8.4,2.1) 121.0 120.91
3-OMe 3.80s 59.59 3.80s 59.9 59.63
3’-OMe 3.86s 55.15 3.86s 55.9 55.69
C-5-OH 12.68 s - 12.68 s - -
C-7-OH 10.84 s - 10.82 - -
C-4-OH 9.91s - 9.88s - -

224




Ergebnisse der phytochemischen Untersuchungen

- |a
-— S
ol
@ %
Mg
™ M
.
=7 o
S
o

5l
| M
OH an C-7
OH an C-4°
1::..5 l::..[l 1(‘).5 II:I.IJ 9‘5 9‘0 &I.S

T
12.0

T
125

OH an C-5
!

T
13.0

Abbildung 153: 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 18 (600 MHz in DMSO-ds)

225



Ergebnisse der phytochemischen Untersuchungen

(wdd) 14

(usdd) 74

Do S0 [ 8 =1 oe L4 e SE [ 3 ) L ors 09 &9 oL Ly A os Ly re 6 ror 01 0T &1 [1r4 8 CET EL SET
1 1 M 1 L 1 1 1 L 1 L 1 L 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 " 1 M 1 L 1 L 1 . 1 M 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1
L]
90/,aHe
,S0/,5He
2L THY:
90/%H g -
8-0/8-H *
£-0 ue F30 /-0 UE FHOO g
L0 Ue 2430 /,6-0 ue Fo ®
‘ a
-]
. — ..1. —1 w.-.—.... 1 —.. T 1— ._:_
98 5 Tz I URHO £ ue HO
£-3 UE HO

€
.E

- UE EHDO

226

Abbildung 154: 2D-HSQC-Spektrum von Verbindung 18 (600 MHz in DMSO-de)



Ergebnisse der phytochemischen Untersuchungen

(wdd) 74
-] -
2 - = 8§ % § % ¥ R B § & % § 3 ¥ X B E ¥ 8 E %
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | 1 | I I | 1 1 1 1 | 1 1 1
-
O o
& m - 68 i
e - o
I - -
[ 4]
o}
L
) L
w—j e U— - L
H T
- [
LA - - " -
;_J.D * - i - N i
! in W -
1
= |8 o
mﬂ - i s L
5
) & 0 . L
c 3 oo &
= — i S -
s L
)
o
0 g S
‘: (NS Q L
m 3 == -
I -
o

Abbildung 155: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 18 (600 MHz in DMSO-de)
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2.12.2 Daten von 19 (7-Isopentenyl-3,3‘-dimethylquercetin)

5"
Intens. ;
o] +MS, 2.9-3.0min #175-181
399:1441
41
2]
29 -
11 400.1473
' NN TR - 401.1496 403.1023
398 389 400 401 " 402 403 miz
Meas. mfz # lon Formula mfz err [ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
3001441 1 C22H2307 399.1438 0.7 12.2 1 10000 115 even ok

Abbildung 156: HRESIMS von Verbindung 19
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Tabelle 24: 'H- und '3C-NMR Daten von Verbindung 19 (§ in ppm, 600/150 MHz in

CDCl)
19 Vergleich mit Literatur
Position 'H (J in Hz) 13C 'H (100 MHz) | 'H (80 MHz) | 'H (400 MHz)
[134] [135] [131]
2 - 155.73 - - -
3 - 138.83 - - -
4 - n.d. - - -
5 - 161.73 - - -
6 6.34d(2.1) 98.28 6.35d(2) 6.30s 6.35d(2.2)
7 - 164.63 - - -
8 6.43d(2.1) 92.85 6.44d (2) 6.51s 6.40d (2.3)
9 - 156.57 - - -
10 - 105.59 - - -
1 - n.d. - - -
2’ 7.69 d (2.0) 111.03 7.6-7.7 m 7.55dd 7.68 d (2.0)
R} - 146.24 - - -
4 - 148.43 - - -
5 7.03d (8.4) 114.45 7.04d 6.82d 7.0d (9.0)
6’ 7.65 dd (8.4; 2.0) 122.42 7.6-7.7m 7.61 s (br.) 7.7 dd (9.0;2.0)
1¢ 4.56 d (6.7) 65.49 4.58 d (7.0) 4.60d 4.60 d (6.5)
2¢¢ 5.47 ddt (6.7;5.3;1.4) | 118.48 55m 52m 5.5t(6.5)
3¢ - 139.26 - - -
4¢¢ 1.80's 25.84 1.82s 1.65s 1.80s
5¢¢ 1.75 s 18.17 1.78 s 1.65s 1.76 s
3-OMe 3.84s 60.15 n.a 3.80s 3.85s
3’-OMe 3.96s 56.12 n.a. 391s 4.00 s
C-5-OH 12.60 s - 12.20 s - -
C-4-OH 598s - - -
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Abbildung 160: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 19 (600 MHz in CDCl3)
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Tabelle 25: 'H-und '*C-NMR Daten von Verbindung 19 (5 in ppm, 600/150 MHz in DMSO-

de
Position 'H (J in Hz) 3¢ 'H (J in Hz) 3¢
19 19 18 18
2 - 150.12 - 149.95
3 - 137.87 - 137.70
4 - n.d. - n.d.
5 - n.d. - 161.24
6 6.35 s (br.) 97.95 6.20d (2.1) 98.38
7 - 164.21 - 164.00
8 6.78 s (br.) 92.67 6.48d (2.1) 93.63
9 - n.d - 156.27
10 - n.d. - 104.19
r - 120.52 - 121.89
R 767d(2.1) 112.04 7.64d(22) 111.78
3’ - 147.60 - 147.12
4’ - 155.59 - 155.38
5 6.974d (8.7) 115.70 6.96 d (8.4) 115.51
6’ 7.62 dd (8.7;2.1) 122.33 7.58 dd (8.4;2.2) 121.93
= 4.64d(6.8) 65.32
2¢¢ 5.46 1 (6.8) 118.98
3¢ - 138.23 -
44 1.76 s 25.43 -
5¢ 1.73 s 18.07 -
3-OMe 381s 59.71 3.80s 59.59
3’-OMe 3.86s 55.76 3.86s 55.15
C-5-OH 12.66 s - 12.68 s -
C-4‘-OH 841s - 991 s -
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Abbildung 162: *C NMR-Spektrum von Verbindung 19 (150 MHz in DMSO-ds)
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Abbildung 164: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 19 (600MHz in DMSO-ds)
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2.13 Verbindung 20 (Melisimplexin)

Intena.: +MS, 4.1min #491
x10%

3] 387.1086

1 217.1053
o 1‘4I4I._98I24}I e 6.22'.?399, . .79}5\1‘92.4 _ .9.22‘.90?8. _
100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err [ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
387.1086 1 C20H1908 387.1074 -2.9 6. 1 8146 115 even ok
2 C21H15N404 387.1088 0.6 19.2 2 100.00 16.5 even ok
3 C22H11N8 387.1101 4.0 32.7 3 3495 215 even ok

Abbildung 165: HRESIMS von Verbindung 20

Eine weitere Verbindung, bei der es sich aufgrund der chromatographischen Eigenschaften
ebenfalls um ein Flavonoid handeln musste, konnte in einer Ausbeute von 1,5 mg aus der
Fraktion MB-D-VIII-6 isoliert werden. Im hochauflosenden Massenspektrum (s. Abbildung
165) fand sich ein Molekiilion bei m/z = 387.1070 [M+H]", woraus sich die Summenformel
Co0H180g fiir die unprotonierte Verbindung errechnen lief. Verbindung 20 war damit um 30
Masseneinheiten leichter als Melibentin (11), woraus geschlossen werden konnte, dass sie

vermutlich eine Methoxygruppe weniger besitzt.

Im anschlieend aufgenommenen Protonenspektrum (s. Abbildung 167 und Tabelle 26) waren

die Signale fiir insgesamt 18 Protonen zu erkennen. Wie bei 11 fand sich auch hier ein ABX-
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System fiir die 3 Protonen des B-Rings bei 6 = 7.68 (dd, H-6%), 7.60 (d, H-2°) und 6.94 ppm (d,
H-5%)Dbei fast identischen Stiftwerten wie sie fiir Melibentin ermittelt worden waren.
Dementsprechend wurde auch im Spektrum von 20 ein 2-Protonensingulett bei 6 = 6.06 ppm
gefunden, was die im Vergleich zu 11 identische Substitution des B-Rings mit einer 3°,4°-
Methylendioxygruppe beweist. Wie bereits angenommen besitzt Verbindung 20 nur vier
Methoxygruppen, deren Signale bei 6 =4.01, 3.97, 3.92 und 3.87 ppm im Spektrum auftraten.
Wie 11 besitzt auch Verbindung 20 keine freie OH-Gruppe an C-5, da kein OH-Signal im tiefen
Feld registriert werden konnte. Ein zusédtzliches Proton findet sich bei 6 = 6.75 ppm als Singulett.
Ein Vergleich mit den Shiftwerten der Methoxygruppen von 11 zeigt, dass im Spektrum von
12 ein Methoxysignal weniger auftritt. Es fehlt entweder die Methoxygruppe an C-6 oder C-8.
Das Signal bei 6 = 6.75 ppm is daher entweder dem H-6 oder dem H-8 zuzuordnen.

Tabelle 26: 'H-NMR Daten von Verbindung 20 (§ ppm (J in Hz), 600 MHz in CDCI;)

20 Literaturwerte nach [102]

Position 'H (J in Hz) 'H (J in Hz)

8 6.74 s 6.73

2 7.60 d (1.65) 7.59

5 6.94 d (8.25) 6.93

6’ 7.68 dd (8.25, 1.65) 7.67
3-OMe 3.87s 3.86
5-OMe 4.01s 4.00
6-OMe 3.97s 3.96
7-OMe 392s 3.91
OCH20O 6.06s 6.06

Eine Literaturrecherche in den Chemical Abstracts ergab, dass bisher sieben Flavonoide und
Isoflavonoide mit der Summenformel CoHigOg in der Natur gefunden worden sind (s.
Abbildung 166). [49] Fiinf dieser Verbindungen besitzen eine Methylendioxygruppe im
Molekiil, aber nur bei zwei dieser sieben Flavonoide konnen drei aromatische Protonen ein
ABX-Spinsystem aufbauen. Fiir diese beiden, aus Melicope triphylla isolierten, Verbindungen
mit den CAS-Nummern 569-18-6 (Meliternin) und 479-77-6 (Melisimplexin) wurden von Jong
und Wu (1989) die 'H-NMR Daten in CDCl3 und Benzol-ds verdffentlicht. Bei beiden

Verbindungen handelt es sich um Desmethoxyderivate des Melibentins (11), denen entweder
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die Methoxygruppe an C-6 (Meliternin) oder C-8 (Melisimplexin) fehlt. [102] Ein Vergleich
der in der Zeitschrift Phytochemistry verdffentlichten Daten mit den hier von 20 ermitteln
Shiftwerten zeigt, dass es sich bei 20 um das Melisimplexin mit einer 5,6,7-
Trimethoxysubstitution am A-Ring handeln muss (s. Tabelle 26 ). Das freie Proton am
Kohlenstoff C-6 des 5,7,8-trimethoxylierten Meliternins kommt wegen der Nachbarschaft der
Methoxygruppen am C-5 und C-7 bei 6 = 6.41 ppm etwas hochfeldverschoben zur Resonanz.
Die Signale der Methoxygruppen an C-8 bei Meliternin und an C-6 bei Melisimplexin

unterscheiden sich dagegen kaum. [102]

Melisimplexin wurde erstmals im Jahre 1950 aus Melicope simplex isoliert und identifiziert
(Briggs et al, 1950). Daneben wurde dieses Flavonoid in fiinf weiteren Species, Melicope
broadbentia, M. octandra, M. triphylla, M. ternata und M. subunifoliata nachgewiesen
[75,102,106,107,136]. Melisimplexin, das auch hinsichtlich seiner pharmakologisch-
biologischen Eigenschaften getestet wurde [105,106], wurde hier erstmals aus M. barbigera

isoliert, die damit die siebte Species ist, in der diese Verbindung gefunden wurde.
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89029-10-7 771531-46-5

.
569-18-6 (Meliternin) 943724-06-9 (Glaziovianin A)

479-77-6 (Melisimplexin)

Abbildung 166: Natiirlich vorkommende Flavonoide mit der Summenformel C20H50s
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CDCls)

244



Ergebnisse der phytochemischen Untersuchungen

2.14 Verbindung 21 und 22

Bei der Uberpriifung des Methanolextraktes auf weitere hydrophilere Flavonoidaglyka wurden
die Verbindungen 21 und 22 als Gemisch aus der Subfraktion MB.M.IV in einer Ausbeute von
3,5 mg isoliert. Wie sich spéter bei der Auswertung der NMR-Spektren herausstellte, war
Verbindung 21 als Hauptkomponente zu etwa 15 % mit Verbindung 22 verunreinigt. Im
HRESIMS Massenspektrum fand sich nur ein Molekiilion [M+H]" bei m/z = 595.1448
(C31H23N409) woraus geschlossen werden konnte, dass es sich um zwei massengleiche, isomere

Verbindungen handeln musste.

Die endgiiltige Aufkldrung der Strukturen von 21 und 22 gelang mit Hilfe der NMR
Spektroskopie (Abbildung 170, bis Abbildung 178 und Tabelle 27 fiir 21). Im 'H NMR
Spektrum von 21 fanden sich die Signale fiir 26 Protonen, die in einigen Fillen von den
kleineren Signalen der Nebenkomponente 22 flankiert wurden. In anderen Fillen {iberlagerten
sich die Signale der Haupt- und Nebenkomponente, was am etwas grofleren Integral erkannt
werden konnte, das sich aus der Addition der beiden Signale ergab. Aufgrund dieser
Verhiltnisse konnte ermittelt werden, dass 21 zu 15 % mit 22 verunreinigt vorlag. Zwei
Protonensignale bei ca. 3.1 und 4.1 ppm wurden durch einen kleinen Riickstand von Methanol
verursacht und nicht weiter beachtet. [137] Sieben der 26 Protonen besal3en keine Korrelation
mit einem Kohlenstoff im HSQC-Spektrum (Abbildung 174), weshalb sie als
Hydroxylprotonen erkannt wurden. Bei den Signalen bei 6 = 12.57, 10.85 und 10.16 und 10.01
ppm handelt es sich um Singuletts, was diese Hydroxylgruppen in Verbindung mit dem
charakteristischen Shiftbereich als phenolische OH-Gruppen identifiziert. Die drei {ibrigen
Hydroxysignale bei 6 = 5.45, 5.23 und 5.18 ppm spalten jeweils zum Dublett auf, was sie als
sekunddre aliphatische Alkohole ausweist. Die zugehorigen Methinprotonen finden sich in
einem sehr engen Shiftbereich bei 3.26, 3.22 und 3.18 ppm als Multiplett fiir jeweils ein Proton.
Aufgrund der Korrelationen dieser OH- und Methinprotonen mit den Kohlenstoffsignalen in
den HSQC- und HMBC-Spektren (Abbildung 174 und Abbildung 175) wird deutlich, dass es
sich um drei nebeneinanderliegende hydroxylierte Kohlenstoffe eines Zuckermolekiils handeln
muss. Weitere Korrelationen zu einem direkt neben einem der Hydroxysignale liegenden
Dublett bei 6 = 5.45 ppm (3¢ = 100.95), bei dem es sich um das anomere Proton am C-1°° einer
Glucose handelt, einem Multiplett fiir ein Proton bei 6 = 3.38 ppm (dc = 74.22, C-5°‘) und zwei
Dubletts vom Dublett einer Methylengruppe bei & = 4.27 und 4.03 ppm (6c = 62.96, C-6°)
komplettieren die Signale der an einem Flavonoid gebundenen Glucose. Uber zwei der vier im
Spektrum vorhandenen Hydroxylsignale bei 6 = 12.57 (OH an C-5) und 10.85 ppm (OH an C-

7), sowie deren 2J und *J- Kopplungen im HMBC-Spektrum (Abbildung 175) lassen sich die
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Kohlenstoffe C-5 (6C = 161.15), C-6 (6c = 98.75), C-7 (6c = 164.15), C-8 (dc = 93.66) und C-
10 (6¢c = 103.86) eindeutig zuordnen. Die Protonen an C-6 (6 = 6.15) und C-8 (du = 6.38)
finden sich bei den typischen Shiftwerten fiir ein 5,7-dihydroxyliertes Flavonoid. Im Gegensatz
zu vielen zuvor beschriebenen Verbindungen findet sich kein ABX-System fiir die drei
Protonen des B-Rings. Stattdessen finden sich vier prominente Dubletts fiir je zwei Protonen,
die aufgrund der Kopplungen als zwei AA’BB*‘- Spinsysteme erkannt werden konnten. Dabei
gehoren die Signale bei 6 = 7.99 und 6.86 ppm zu einem 1,4-disubstituierten Aromaten,
wihrend die anderen zwei Dubletts je zwei dquivalente, aromatische Protonen eines zweiten
para-substituierten Phenylrings reprasentieren. Beide Aromaten tragen eine Hydroxylgruppe,
iiber deren Kopplungen im HMBC die benachbarten Kohlenstoffe zugeordnet werden konnen
(s. Abbildung 173, Tabelle 27 und Tabelle 29). So zeigt das OH-Proton bei 6 = 10.16 ppm eine
2J-Kopplung zum quartiren Kohlenstoff bei § = 159.99 ppm (C-4°) und eine *J-Kopplung zum
Signal der beiden dquivalenten, direkt benachbarten Kohlenstoffen bei 6 = 115.08 ppm (C-3°,
C-5°). Das zugehorige Dublett fiir zwei Protonen (H-3¢, H-5°) findet sich bei 6 = 6.86 ppm und
koppelt mit dem am weitesten tieffeldverschobenen Dublett bei 6 = 7.99 ppm (H-2¢, H-6°).
Dieses Signal zeigt neben dem Crosspeak zu C-4° ein weiteres Kreuzsignal im HMBC zum
quartidren Kohlenstoff bei 6 = 156.43 ppm, der aufgrund der charakteristischen Lage als C-2
eines Flavonols erkannt wurde. Die Zuordnung der Signale des anderen Aromaten lassen sich
iiber das H-4“* bei 6 = 10.01 ppm in gleicher Art zuordnen. Die Protonen H-2‘““und H-6°“¢,
deren Dublett bei § = 7.37 ppm registriert wurde, zeigen *J-Kopplungen zum Kohlenstoff C-
4 (0c = 159.79) und zum sp2-hybridisierten Kohlenstoff C-7°‘* der Seitenkette bei 6 = 144.60
ppm, dessen Proton (éu = 7.34 ppm) mit einer Kopplungskonstanten (J) von ca. 16 Hz mit
einem zweiten Proton (du = 6.11 ppm, H-8°‘‘) einer trans-konfigurierten Doppelbindung
koppelt. Sowohl H-7¢“‘ als auch H-8“‘ zeigen Kopplungen im HMBC mit dem
Carbonylkohlenstoff C-9°‘‘ (6c = 166.16 ppm), wodurch erkannt wurde, dass der zweite
Phenylring zu einer trans-4-Hydroxyzimtsdure gehort. Aufgrund der Korrelation zwischen den
beiden Protonen an H-6°¢ der Glucose und dem C-9°‘* der Zimtsdure konnte die Position des
Esters am C-6°‘ der Glucose eindeutig nachgewiesen werden. Der Zucker wiederum ist am C-
3-OH des Flavonols glykosidisch gebunden. Die zugehorige Korrelation zwischen dem
anomeren Proton der Glucose (6u = 5.45 ppm) und dem C-3 (¢ = 133.05 ppm) findet sich
ebenfalls im HMBC Spektrum.

Bei Verbindung 20 handelte es sich somit um das an C-4 der Glucose mit der trans-p-
Cumarsdure veresterte 3-O-Glykosid des Kédmpferols, welches man auch als Astragalin-6"-

trans-p-cumarat bezeichnen kann. Diese Verbindung ist auch unter dem Trivialnamen Tilirosid
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bekannt. Die Verbindung wurde bereit 1959 von [138] aus Tilia argentea isoliert und
identifiziert. Die Chemical Abstracts listet 929 Literaturstellen zum Stichwort trans-Tilirosid.
[49] Uber das Vorkommen in der Familie der Rutaceae und somit auch in der Gattung Melicope

wurde bisher nicht berichtet.

Wie bereits eingangs erwidhnt, war Verbindung 21 zu etwa 15 % mit einer sehr dhnlichen
Verbindung verunreinigt. In Abbildung 170 ist das 'H NMR von 21 erneut abgebildet,
beschriftet wurden dort jedoch die Signale der Nebenkomponente 22. Zielfiihrend fiir die
Aufklarung der Struktur, war das Dublett des H-7°““ bei & = 6.67 ppm, das mit einer um 3 Hz
geringeren Kopplung zum H-8“¢ registriert wurde. H-8°“¢ von 22 findet sich bei 6 = 5.46 ppm,
aber leider ist diese Signal mit den beiden Signalen von H-1°‘ von 21 und 22 iiberlagert vorlag.
Alle anderen Protonensignale waren nur geringfiigig verschoben, wobei die Shiftwerte der
Protonen des Cumaroylsubstituenten in 22 zu 21 am stédrksten verschoben vorlagen. Es war klar
zu erkennen, dass es sich auch in 22 um ein mit einer Glucose am C-3 verkniipftes Kdmpferol
handeln muss. Aufgrund der geringeren Kopplung zwischen den olefinischen Protonen H-
7¢““ und H-8““ der Signale von 22, war zu vermuten, dass es sich bei der in 22 am Zucker
gebundenen Zimtsdure um die cis-Cumarsdure handeln konnte. Diese Substanz wurde von
Timmers und Urban [139] zusammen mit Tilirosid (21) beschrieben. Die dort fiir cis-Tilirosid
veroffentlichten Protonendaten fiir stimmen sehr gut mit den von uns gefundenen Werten
iiberein (Abbildung 170 ). Wegen der Uberlagerungen und des geringen Anteils von 22 am
Gemisch der beiden Substanzen, wodurch nicht alle Kreuzsignale in den Korrelationsspektren
vorhanden waren, konnten wir nicht alle Kohlenstoffsignale eindeutig zuordnen. Die von uns
identifizierten Signale sind in Tabelle 29 aufgefiihrt und es besteht kein Zweifel daran, dass die
restlichen Signale unter den Signalen von 21 versteckt sind. Bei Verbindung 22 handelt es sich
somit um das Kidmpferol 3-O-(6"-O-cis-p-coumaroyl)-O-B-glucosid, das auch cis-Tilirosid
bezeichnet wird. Diese Verbindung wurde 1995 erstmals von Budzianowski und Skrzypczak
aus der weillen Taubnessel (Lamium album) isoliert. [140] Auch diese Substanz wurde bisher

noch nicht in der Familie der Rutaceae und damit auch nicht in der Gattung Melicope gefunden.
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2.14.1 Daten von 21 (trans-Tilirosid)

5

Intens. | +MS, 3.8-3.9min #227-236
x104]
1 595,1448
257
2.0
1.5
] 596.1489
1.04
057 5971516
504.6158 95.3713 5958734 ) 5965152 ,JL 597.5236 5985395 5991106
G.O T T Ll = T T T T T T T T T T T by L Y T
594 595 596 597 598 599 miz
Meas. miz # lon Formula miz err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
5951448 1 C31H23N409 5951460 19 307 1 8393 225 even
2 C30HZ7013 595.1446 -0.4 414 2 10000 175 even

Abbildung 169: HRESIMS von Verbindung 21 und 22
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Tabelle 27: 'H-und '*C-NMR Daten von Verbindung 21 (§ in ppm, 600/150 MHz in DMSO-

de

21 Literaturwerte nach [139]

Position 'H (J in Hz) 13C 'H (J in Hz) 13C

2 - 156.43 - 156.4

3 - 133.05 - 133.1

4 - 177.41 - 177.4

5 - 161.15 - 161.2

6 6.15d (2.1) 98.75 6.15d(2) 98.8

7 - 164.15 - 164.2

8 6.38 (2.1) 93.66 6.38 (2) 93.7

9 - 156.35 - 156.3

10 - 103.86 - 103.9

1 - 120.75 - 120.8

2’ 7.99 d (8.8) 130.9 7.98dd (9, 1.5) 130.9

3 6.86 d (8.8) 115.08 6.85dd (9, 1.5) 115.1

4’ - 159.99 - 160.0

5 6.86 d (8.8) 115.08 6.85dd (9, 1.5) 115.1

6’ 7.99 d (8.8) 130.82 7.98dd (9, 1.5) 130.9

1¢ 545d(7.5) 100.95 5.45d(7.5) 101.0

2¢¢ 3.22m 74.11 321 m 74.1

3¢ 3.26 m 76.21 3.24m 76.2

4¢ 3.18 m 69.94 3.16 m 69.9

5¢¢ 3.38m 74.22 3.37m 74.2

6° 4.03dd (11.9,6.4) 62.96 4.02 dd (12, 6.5) 63.0

4.27dd (11.9,2.2) 426 dd (12, 1.5)

1¢¢¢ - 124.92 - 124.9

2¢¢¢ 7.37d (8.7) 130.15 7.37 d (8.5) 130.2

R 6.78 d (8.6) 115.74 6.78 d (8.5) 115.8

4e¢¢ - 159.79 - 159.8

5¢¢¢ 6.78 d (8.6) 115.74 6.78 d (8.5) 115.8

(N 7.37 d (8.7) 130.15 7.37 d (8.5) 130.2

7¢¢¢ 7.34d (15.9) 144.60 7.34 d (16) 144.6

8¢ee 6.11d (15.9) 113.63 6.12d (16) 113.6

9eee - 166.16 - 166.2
5-OH 12.57 s - 12.58 s -
7-OH 10.85 s - 10.88 s -
4°-OH 10.16 s - 10.18 s -
2¢-OH 5.45d (4.7) - 5.48 d (4.5) -
3-OH 5.18d (4.9) - 5.19d (5.5) -
4¢-OH 5.23d (5.8) - 5.24d (4.5) -
4-OH 10.01 s - 10.05 s (br.) -
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Tabelle 28: 2D-HMBC-Korrelationen von Verbindung 21

H Korrelation mit
6 C-5,C-7,C-8, C-10,
8 C-6,C-7,C-9, C-10
2 C-2,C-4, C-6°
3’ C-1¢, C-4¢, C-5¢,
5 C-1¢, C-3¢, C-4¢
6 C-2,C-2¢,C-4¢
1¢ C-3,C-2¢
2 C-1°, C-3°, C4*
3 C-2, C4*, C-5
4 C-2,C-3", C-5°, C-6°
5 C-1°, C4*,
6 C-5°, C9°
2 C-3°, C4, C-5°%, C-6°, C-T°
3eee C-1¢¢, C-4°“¢, C-5¢
5ec¢ C-1°¢, C-3¢, C-4°,
6 C-2¢¢¢, C-3¢, C-4¢<¢, C-5°, C-T¢
7 C-2¢¢, C-6¢“¢, C-8°<¢, C-9“*
g C-1¢, C-9«
5-OH C-5,C-6,C-10
7-OH -
4¢-OH C-3¢,C-4 C-5¢
2¢-OH C-1¢, C-2¢¢, C-3¢
3¢-OH C-2¢¢, C-3¢, C-4¢
4¢-OH C-3¢,C-4, C-5¢
4¢“-OH C-3¢¢, C-4¢<¢, C-5¢¢
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Abbildung 170: 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 21 (600 MHz in DMSO-ds)
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Abbildung 171: Ausschnitte aus dem "H-NMR-Spektrum von 21 (600 MHz in DMSO-ds)
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2.14.2 Daten von 22 (cis-Tilirosid)

5m

Irilens. 1 M5, 3.5-3.9min $777-235
w103
1 LELRREE
254
207
1.5
i 53,1485
1 I:I:
0ag £97.1516
| g5 H154 953713 5as 5?3-1|I‘_ %96,5152 |L BOT XI5 GEESIAS  559.1106
Da 3 7 oy ¥ & il N alup. N r—
S 545 Gag 2=n ] 599 miz
Meas. miz # lon Formula miz em[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
5851448 1 C31H2Z3N4049 5951460 19 3T 1 8393 225 ewven ok
2 CIDH2TOA3 5351445 04 414 2 10000 17.5 even ok

Abbildung 177: HRESIMS von Verbindung 21 und 22
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Tabelle 29: 'H-und '*C-NMR Daten von Verbindung 22 (8 in ppm (J in Hz), 600/150 MHz in

DMSO-de)

22 Literaturwerte nach [139]
Position 'H (J in Hz) 13C 'H (J in Hz) 13C
2 - 156.4 - 156.5
3 - * - 133.1
4 - * - n.d.
5 - 160.8 - 161.1
6 6.20d (2.1) 98.8 6.17d (2) 98.5
7 - * - 164.3
8 6.35d (2.1) 93.7 6.32d (2) 93.5
9 - * - 156.4
10 - * - 103.7
I - * - 120.6
2’ 7.95d (8.9) 130.9 7.95d (9) 130.6
3’ 6.84 m"* * 6.84 d (9) 115.0
4’ - 159.85 - 159.7
5 6.84 m * 6.84 d (9) 115.0
6’ 7.95d (8.9) 130.9 7.95d (9) 130.6
1 5.40d (7.6) 101.0 5.40d (7.5) 101.5
2° 320 m * 320 m 73.8
3¢ 3.24 m * 324 m 75.9
4° 3.15m * 3.15m 69.7
5¢ 3.37m * 3.37m 74.2
6 4.07dd* 62.7 4.07 dd (11.0, 6.0) 63.0

4.15dd (11.9, 2.3) 4.15dd (11.0,2.0

1 - 125.2 - 125.4
24 7.54 d (8.7) 132.6 7.55d (8.5) 132.4
3¢ 6.69 d (8.7) 114.8 6.69 d (8.5) 114.6
4 - 158.8 - 158.8
5¢¢f 6.69 d (8.7) 114.8 6.69 d (8.5) 114.6
6" 7.54 d (8.7) 132.6 7.54 d (8.7) 132.4
7 6.67d (13.1) 143.8 6.67 d (12.5) 143.5
8 546d" 114.6 5.46d(12.5) 114.3
9t - 165.3 - 165.6
5-OH 12.55s - 12.55 -
7-OH - n.d. -
4‘-OH - 10.16 s (br.) -
2¢“-OH 5.40d (7.6) - 545d 4.5) -
3°“-OH 5.16 d (5.0) - 5.17d(5.0) -
4‘“-OH 5.21d(5.8) - 5.22d(5.5) -
4““-OH 9.88 s - -

* Die Signale konnten wegen der Uberlagerung mit 21 und der geringen Menge nicht
zweifelsfrei zugeordnet werden. )
# Kopplungskonstanten konnten wegen Uberlagerung nicht ermittelt werden
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Abbildung 178: Ausschnitte aus dem '"H-NMR-Spektrum von 21 (600 MHz in DMSO-d).
Beschriftet wurden die Signale der Nebenkomponente 22
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2.15 Verbindung 23 (2¢,3° Dehydromarmesin)

Verbindung 23 wurde als wei3-gelbliche, amorphe Substanz (Ausbeute 1,8 mg) aus der
Fraktion MB.D-VIII-6 isoliert. Die hochauflésende Massenspektrometrie (HRESIMS) zeigte
ein Quasimolekiilion [M+H]" bei 245.0809, woraus sich die Summenformel C4H204 fiir die
unprotonierte Substanz ergibt. Die Berechnung der Doppelbindungsédquivalente ergab die Zahl

8, sodass von 8 Doppelbindungen ausgegangen werden konnte.

Intens. ] +MS, 3.13.2min #183-192|
%109 [
84 245.0809 |

246,0841
o Sk . i : 247.0868 _
244.0 244.5 245.0 2455 246.0 246.5 2470 2475 248.0 2485  miz

Meas. miz # lon Formula miz err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
2450809 1 C14H1304 245.0808 0.4 7.8 1 10000 85 even ok

Abbildung 179: HRESIMS von Verbindung 23

Das bei der Aufnahme des HPLC-Chromatogramms mit Hilfe des Dioden-Array-Detektors
erhaltende UV-Spektrum zeigte zwei UV-Maxima bei 243.3 nm sowie 296.4 nm (Abbildung
180), wodurch sich diese Verbindung deutlich von den zuvor beschriebenen Flavonoiden mit
thren charakteristischen UV-Spektren unterschied. Daher konnte davon ausgegangen werden,

dass es sich um eine weitere Substanzklasse handelt.
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e -3 O O H
70.0 Peak#1 100% at 19.97 min

200 250 300 350 200 450

Abbildung 180: UV-Spektrum von Verbindung 23

Im Diinnschichtchromatogramm (DC-FlieBmittel DC-3) zeigte die Substanz einen die
Fluoreszenz des in der Platte befindlichen Indikators bei 254 nm 16schenden Substanzfleck bei
einem Rr Wert von 0,41. Mit Naturstoffreagenz A férbte sich die Substanz gelblich. Bespriihte
man die Platte allerdings mit Anisaldehyd, so reagierte sie unter Violettfirbung. (6.1.1)

Fir die Strukturaufkldrung von Verbindung 23 wurden 1D- und 2D-NMR Spektren in
deuteriertem Chloroform aufgenommen. Das 'H-NMR (Abbildung 181) zeigte, zusitzlich zum
Signal des Chloroforms bei 6 = 7.26 ppm, vier scharfe Singuletts, ein breites Singulett und zwei
Dubletts fiir insgesamt 12 Protonen. Bis auf das Signal bei 6 = 1.67 ppm, das aufgrund des
Integrals als Singulett fiir sechs Protonen zweier dquivalenter Methylgruppen erkannt wurde,
reprisentieren alle anderen Signale jeweils ein Proton, so dass fiinf Methinkohlenstoffe im
Molekiil vorhanden sein sollten. Die Signale bei 6 = 6.35 und 7.76 ppm zeigen eine
Kopplungskonstante J = 9.5 Hz, was in Kombination mit der Lage der Signale im Spektrum fiir
die olefinschen Protonen einer o,B-ungesittigten Carbonylstruktur spricht. Im '>*C-NMR
(Abbildung 182) konnten 13 Signale gefunden werden. Auch hier reprisentiert ein Signal die
beiden d&quivalenten Methylkohlenstoffe, was iiber das Kreuzsignal mit dem oben
angesprochenen Protonensingulett im HSQC Spektrum (Abbildung 183) eindeutig
nachgewiesen wurde. Somit entsprach die Anzahl der gefunden Kohlenstoffe und Protonen der
Summenformel, die mit Hilfe des hochauflosenden Massenspektrums errechnet wurde
(Abbildung 185). Neben den beiden Methylkohlenstoffen zeigten nur fiinf weitere Kohlenstoffe
eine direkte 'J-Kopplung zu den an ihnen gebundenen Protonen im HSQC-Spektrum, so dass
es sich bei den restlichen 7 der 14 Kohlenstoffe um quartire C-Atome handeln musste. Die
anschliefende Auswertung des HMBC-Spektrums, in dem auch die heteronuklearen
Kopplungen iiber zwei (*J) und drei (*J) Bindungen registriert wurden, fiihrte zur endgiiltigen

Aufkldrung der Struktur.

262



Ergebnisse der phytochemischen Untersuchungen

Wie bereits erwartet, zeigen die beiden olefinischen Protonen bei é = 6.35 (H-3) und 7.76 ppm
(H-4) Crosspeaks zu einem Carbonylkohlenstoff bei & = 161.33 ppm (C-2), dessen Lage im
Spektrum darauf hindeutet, dass es sich bei diesem Strukturelement von Verbindung 23 um ein
2-Pyrenon handelt. Bei Verbindung 23 konnte es sich demnach um ein Cumarin handeln. Dies
wurde iiber die zusitzlichen HMBC Kopplungen des Protons H-4 mit dem Methinkohlenstoffen
C-5 (8¢ = 119.69 ppm) und dem quartdren C-8a (dc = 152.08 ppm) bestdtigt. Auch das H-3
zeigt neben der 2J-Kopplung mit C-2, eine weitere Kopplung zu einem quartéiren Kohlenstoff
bei dc = 115.69 ppm, bei dem es sich um den zweiten Briickenkopf C-4a handelt. Dieser
Kohlenstoff ist wiederum Kopplungspartner der Protonen bei & = 7.4 ppm (*J, H-8), 6 = 7.58
(3], H-5) und 7.76 (*], H-4). Das Proton am C-5 besitzt insgesamt fiinf Kopplungspartner, es
finden sich Kreuzsignale zu den Signalen der Kohlenstoffe C-4a (6c = 115.69 ppm) und C-8a
(0c = 152.08 ppm), sowie zu drei weiteren Kohlenstoffsignalen bei 6c = 102.21, 126.06 und
156.52 ppm. Nur eines dieser drei Signale (dc = 102.21) zeigt eine Korrelation zu einem
olefinischen oder aromatischen Proton (6u = 6.61 ppm), die beiden anderen Signale gehéren zu
quartdren Kohlenstoffen. Da dieses Protonensignal seinerseits mit den beiden quartiren
Kohlenstoffen bei dc = 126.06 und 156.52 ppm koppelt, muss es sich um das Proton am zu C-
6 benachbarten Kohlenstoff eines an C-6 und C-7 annelierten Pyran- oder Furanrings handeln.
Der mit dem heterocyclischen Sauerstoff verbundene Kohlenstoff ist das C-7, dessen Signal
sich bei einem entsprechend charakteristischen Shiftwert (6c = 156.52 ppm) findet. Bei den
restlichen, bisher nicht zugeordneten drei Signalen des '*C NMR Spektrums, handelt es sich
um das Signal der zwei dquivalenten Methylkohlenstoffe (6c = 28.91 ppm) und die Signale von
zwei quartdren C-Atomen von denen das eine sp2-hybridisiert (0c = 165.63 ppm) und das
andere (0c = 69.52 ppm) hydroxyliert vorliegen muss. Aufgrund der Shiftwerte und der
Korrelationen im HMBC lésst sich folgern, dass es sich bei 23 um ein am C-2° substituiertes
lineares Furanocumarin handelt, dessen C-Atome C-2¢ (6c = 165.63) und C-1° (102.21)
zusammen mit C-6 und C-7 den Furanring bilden. Das quartire C-2° tragt einen Substituenten,
bei dem es sich um eine 1-Hydroxy-1-Methyl-ethyl-Seitenkette handelt, die hier aufgrund des
bei der Biosynthese vor SchlieBen des Furanrings am C-6 erfolgten Prenylierung als C-3¢, C-
4¢und C-5° bezeichnet werden. Die Protonen der beiden Methylgruppen (C-4‘ und C-5°) zeigen
Korrelationen mit C-3¢ (*J) und C-2¢ (°J) im HMBC-Spektrum, wodurch die Struktur bestitigt
wird. Es handelt sich demnach bei 23 um das 2-(1-Hydroxy-1-methylethyl)-7H-furo[3,2-
g|[1]benzopyran-7-one, das auch als 2'3’-Dehydromarmesin, Nodachenetin 2’-(2-
Hydroxyisopropyl)psoralen bezeichnet werden kann, wie eine Literaturrecherche ergab. [49]

Die hier gefundenen NMR-Daten (Tabelle 30) stimmen sehr gut mit den von Quader et al.
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(1992) fir das in der Gattung Phebalium (Rutaceae) gefundene 2°,3‘-Dehydromarmesin
veroffentlichten Daten iiberein. In unseren Spektren und in den Tabellen der Verbindungen 23
- 25 wurden die Substanzen anders beziffert, bedingt durch die biosynthetische Herkunft aus
am C-6 prenylierten Cumarinen. Auch die wesentlich spéter von Luz et al. [141] publizierten
13C NMR Daten sind weitgehend identisch, allerdings muss die von Luz et al. [141] getroffene
Zuordnung der Shiftwerte fiir C-3°(C-1°) (6c = 99.7, C-3° bei Luz et al.) und C-8 (¢ = 100.0)

aufgrund der hier gefundenen Korrelationen im HMBC getauscht werden.

2¢,3‘-Dehydromarmesin wurde auch in anderen Gattungen der Rutaceae gefunden. [142,143]
Diese Verbindung wurde hier erstmals als Inhaltsstoff von M. barbigera isoliert. Bereits 1974
haben Higa und Scheuer das 5-Methoxyderivat (sieche Verbindung 25) dieser Verbindung aus
M. barbigera, damals noch Pelea barbigera, isoliert. [5]
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Tabelle 30: 'H- und '*C-NMR Daten von 23 (8 in ppm 600/150 MHz in CDCl3)

23 Vergleich mit Literatur
Position 'H (J in Hz) BC 'H (J in Hz) 3C
23 23 [91] [141]

2 - 161.33 161.1

3 6.35d(9.5) 114.73 6.37d (9.5) 114.5

4 7.76 d (9.5) 144.31 7.78 d (9.5) 144.1

4a - 115.54 - 115.3

5 7.58 s 119.69 7.59s 119.5

6 - 126.06 - 125.8

7 - 156.52 - 156.3

8 7.40 s 99.96 7.42s 100.0

8a - 152.08 - 151.9

N 6.61 s 100.21 6.63 s 99.7

2¢ - 165.63 - 165.4

3’ - 69.52 - 69.3

4’ 1.67 s 28.91 1.69 s 28.7

5 1.67 s 28.91 1.69 s 28.7

OH an C-3’ 4.77 s - - -
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Abbildung 181: 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 23 (600 MHz in CDCl;)
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Abbildung 184: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 23 (600 MHz in CDCl3)
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2.16 Verbindung 24 (Marmesin)

Verbindung 24 wurde als gelblich-weile, amorphe Substanz aus der Fraktion MB.D-VIII-7-
mittels semipriparativer HPLC isoliert. Bei der DC zeigte die Substanz einen Rf-Wert von 0,35
(DC-3) mit einer Fluoreszenzldschung bei 254 nm. Nach Bespriihen mit Naturstoff-Reagenz A
farbt sich der Substanzfleck gelblich, mit Anisaldehyd violett (s. Kap. 6.1.1). Aufgrund der
Ahnlichkeiten zu 23, konnte bereits vermutet werden, dass es sich bei 24 ebenfalls um ein

Cumarin mit dhnlicher Struktur handeln konnte.

Intens{— 2 +MS, 2.5-2.5min #148-150]
¥1093
] 247.0966
2.5
2.0
154
1 {
I
1.04 |
0.5 268.1106 |
| 263 177 277.1069 3 174
ks . . s || W0 assams]
' 230 240 250 260 270 280 280 miz
Meas. m/z # lon Formula miz erf[ppm] mSigma # m3igma Score rdb e Conf N-Rule
2470968 1 C14H1504 247 0865 -0.3 71 1 100.00 7.5 even ok
2690782 1 C1l4H14NaD4 2B89.0784 0.4 2.0 1 100.00 7.5 even ok
2 C12H9NBO2 269.0781 0.7 4.1 2 9309 115 even ok
3 C1IH13NZ206 2600763 5.7 13.0 3 3817 65 even ok
4 C15H10N4Na 269.0798 53 15.3 4 IBAE? 125 even ok

Abbildung 185: HRESIMS von Verbindung 24

Bei der anschlieBend durchgefiihrten massenspektrometrischen Analyse fand sich ein
Quasimolekiilion mit der Masse m/z = 247.0966 [M+H]", woraus sich die Summenformel
Ci14H1404 ermitteln lieB3. Verbindung 24 war damit um zwei Masseneinheiten schwerer als 2°,3 -

Dehydromarmesin (23), so dass bereits jetzt zu vermuten war, dass es sich bei Verbindung 24
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um das 2,3-Dihydroverivat von 23 handeln konnte. In den zur weiteren Strukturautkldrung in
CDCl3 aufgenommenen ein- und zweidimensionalen NMR-Spektren war schnell zu erkennen,
dass es sich tatsdchlich um das Marmesin oder sein Enantiomer Nodakenetin handeln musste.
[144] Im 3C-NMR Spektrum (Abbildung 187) finden sich im Gegensatz zu 23 die Signale fiir
14 Kohlenstoffe, woraus folgt, dass die beiden Methylgruppen am C-3° nicht mehr chemisch
dquivélent sind. Die Signale fiir C-4° und C-5° finden sich im Spektrum von 24 bei & = 26.0
und 24.3 ppm. In Ubereinstimmung damit sind auch die Protonensignale, die sich iiber die
Crosspeaks im HSQC-Spektrum (Abbildung 189) leicht zuordnen lassen, bei unterschiedlichen
Shiftwerten zu finden (Tabelle 31). Die beiden Singuletts bei 6 = 1.37 (H-4°) und 1.24 ppm (H-
5°) zeigen im HMBC Kreuzsignale zum quartiren C-3° (¢ = 71.83 ;?J) und einem
Methinkohlenstoff bei 91.1 ppm (C-2°), dessen korrespondierendes Protonensignal bei  =4.74
ppm als Dublett vom Dublett auftritt (s. Abbildung 190 und Tabelle 31 ). Dieses Proton zeigt
zwel anndhernd groe Kopplungen zu zwei dicht nebeneinanderliegenden Protonensignalen bei
0 =3.19 und 3.23 (H-1’a und H-1"b, s. COSY-Spektrum, Abbildung 188), die am néchsten
Kohlenstoff des Dihydrofuranrings (C-1°; 6c = 29.65) gebunden sind. Beide Protonensignale
zeigen neben der jeweiligen vicinalen Kopplung zum H-2° und der geminalen Kopplung
zueinander in Hohe von etwa 16 Hz noch eine weitere kleine Kopplung (J = 1.3 bzw. 1.4 Hz),
so dass die Signale zum Dublett vom Dublett vom Dublett aufspalten (s. Abbildung 186). Dem
homonuklearen, zweidimensionalen COSY-Spektrum (Abbildung 188) ldsst sich entnehmen,
dass es sich dabei eine Kopplung zum aromatischen C-5 (6c = 123.56 ppm) handelt, das
seinerseits als verbreitertes Triplett bei 6 = 7.22 ppm auftritt. Ausgehend von diesem Proton
lassen sich wie bei 23 die Kohlenstoffe C-4 (8¢ = 143.82), C-7 (dc = 163.30) und C-8a (d¢c =
98.12) iiber ihre *J-Kopplungen im HMBC-Spektrum zuordnen. Uber die Kopplungen im
HSQC- und HMBC-Spektrum lassen sich auch alle anderen Protonen und Kohlenstoffsignale
zuordnen (Tabelle 31). Dies gilt auch fiir die quartdren Kohlenstoffe C-4a und C-8a, die beide
2J- bzw. 3J- Kopplungen mit den Protonen H-5 und H-8 zeigen. Da aber nur das Signal bei & =
112.96 ppm mit dem Proton bei 6 = 6.22 ppm (H-3) koppelt, konnte dies als das Signal von C-
4a nachgewiesen werden. Kim et. al. [145] und spiter auch Karakaya et al. [146]
verdffentlichten nahezu identische Werte. Auch die fiir das (R)-konfigurierte Nodaketin
angebenen NMR-Daten zeigen gute Ubereinstimmung [146], so dass es sich bei 24 um eine

dieser beiden Verbindungen handeln musste.

Zur Abklarung der Stereochemie am Chiralitdtszentrum C-2°¢ wurde eine 0,3-%ige Losung in

Methanol fiir Spektroskopiezwecke hergestellt und der optische Drehwert bestimmt. Der fiir 24
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gemessene Wert betrug [a]2s° ¢ (0,03) = + 27° und war damit mit dem fiir das S-(+)-Marmesin

gefundenen Wert vergleichbar. [145]

Marmesin wurde wesentlich hédufiger gefunden als das zuvor beschriebene achirale 2,3-
Dehydromarmesin (23). Erstmals beschrieben wurde das Vorkommen dieser Verbindung von
Chatterjee und Mitra (1949) in Aegle marmelos, der zur Familie der Rutaceae gehdrenden
Bengalischen Quitte. [147] Auch in der Gattung Melicope wurde die Verbindung in M. glabra,
M. lunu-ankenda, Melicope pteleifolia und in einigen ebenfalls zur Gattung Melicope
gerechneten Euodia species gefunden. [70,96,147-149] Uber das Vorkommen dieser
Verbindung in Melicope barbigera wurde bereits 1974 von Higa und Scheuer berichtet. [5]
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Tabelle 31: 'H- und '*C-NMR Daten von Verbindung 24 (§ in ppm, 600/150 MHz in CDCl5)

24 Literaturwerte nach [145]
Position 'H (J in Hz) 13C 'H (J in Hz) 13C
2 - 161.58 - 161.4
3 6.22d (9.4) 112.50 6.21d (9.6) 112.2
4 7.59d(9.4) 143.82 7.59d (9.6) 143.7
4a - 112.96 - 112.7
5 7.22t(1.4) 123.56 7.22t(1.2) 123.4
6 - 125.19 - 125.1
7 - 163.30 - 163.1
8 6.75 s 98.12 6.74 s 97.9
8a - 155.85 - 155.7
1¢ 3.19ddd (15.7; 9.2; 1.3) 29.65 [3.18 ddd (15.9;9.3; 0.9) 294
3.23 ddd (15.8; 8.4; 1.4) 3.25ddd (15.9; 8.4; 1.5)
2¢ 4.74 dd (9.2; 8.4) 91.25 4.74 dd (9.3; 8.4) 91.1
3 - 71.83 - 71.6
4 1.37s 26.27 1.39s 26.0
5 1.24 s 24.41 1.24 s 243
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Abbildung 188: 2D-H,H-COSY-Spektrum von Verbindung 24 (600 MHz in CDCls)
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Abbildung 189: 2D-HSQC-Spektrum von Verbindung 24 (600 MHz in CDClI3)
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Abbildung 190: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 24 (600 MHz in CDCI5)
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2.17 Verbindung 25 (5-Methoxy-2¢,3‘-Dehydromarmesin)

Die Verbindung 25 wurde aus der Fraktion MB.D-VIII-6 als gelblich-amorphes Pulver in einer
Ausbeute von 1,2 mg isoliert. Die hochauflosende Massenspektrometrie (HRESIMS) zeigte ein
Quasimolekiilion mit der Masse 275.0914 [M+H]", woraus sich die Summenformel C;sH ;405
errechnen lieB. Nach Berechnung der Doppelbindungsiquivalente konnte von acht

Doppelbindungen ausgegangen werden.

e

Intens, I +MS, 3.5-3 Bmin #211-228)
x104 |
G 275.0914
4
2
276.0948
0 A _._..._..._.TJL.... Ll .
274 275 276 277 278 279 280 miz
Meas. m/z # lon Formula miz em[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
2750914 1 C15H1505 275.0914 0.0 i 1 10000 8.5 even ok

Abbildung 191: HRESIMS von Verbindung 25

Im Diinnschichtchromatogramm konnte mit dem FlieBmittel DC-3 die Substanz durch
Loschung des Fluoreszenzindikators bei A = 254 nm detektiert werden. Besprithen mit
Naturstoffreagenz A und Anisaldehyd auf getrennten DC-Platten fiihrte zu einer Gelb- bzw.
Violettfarbung (s. Kap. 6.1.1). Insgesamt zeigte das chromatographische Verhalten von
Verbindung 24 groBe Ahnlichkeit mit den beiden zuvor beschriebenen Furanocumarinen. Ein
Vergleich der Summenformeln von 23 und 24 lie3 erkennen, dass 25 einen Kohlenstoff, zwei
Protonen und einen Sauerstoff mehr besitzt als 23, was auf eine Methoxylierung an einem der

Wasserstoff tragenden Kohlenstoffe von 23 hindeutet.
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Diese Annahme konnte durch die Auswertung der ebenfalls in deuteriertem Chloroform
aufgenommen 1D- und 2D-NMR Spektren von Verbindung 25 sehr schnell bestétigt werden.
Das '"H-NMR (Abbildung 192) zeigte wie bei 23 die Dubletts fiir je ein Proton bei § = 6.25 und
8.12 ppm, die den olefinischen Protonen am C-3 (8¢ = 112.72) und C-4 (¢ = 139.51)
zugeordnet werden konnen. Die Kopplungskonstante J liegt mit 9.8 Hz bei einem dhnlichen
Wert wie bei 23. Von den drei Singuletts der Protonen an C-5, C-8 und C-1° im Tieffeldbereich
des Spektrums von 1°,2°-Dehydromarmesin (22) fehlt das Signal bei ca. 7.5 ppm, das dem H-5
in 22 zugeordnet wurde. Stattdessen findet man im Spektrum von 25 ein zusitzliches 3-
Protonen Singulett bei 6 = 4.23 ppm (0c = 60.46) im fiir aromatische Methoxygruppen
typischen Shiftbereich (Tabelle 32). Das C-5, an dem der Methylether gebunden ist, findet sich
iiber die *J-Korrelation der Methoxyprotonen im HMBC-Spektrum (Abbildung 196) bei d¢c =
149.56 ppm. Die Position der Methoxygruppe an diesem Kohlenstoff wird durch eine zweite
Korrelation zwischen dem olefinischen H-4 und dem C-5 zusitzlich bestitigt, da bei einer
Methoxylierung an C-8 keine Korrelation zwischen diesen beiden Atomen mdglich wére. Das
Proton an C-8 tritt als verbreitertes Singulett bei 6 = 7.08 ppm auf. Im H,H-COSY Spektrum
(Abbildung 194) lasst sich erkennen, dass dieses Proton eine Fernkopplung in Hohe von ca. 1
Hz zum Proton bei 6 = 6.80 ppm zeigt, welches dem H-1° des Furanrings zuzuordnen ist. Von
dort lassen sich die Kohlenstoffe C-2¢ (6c = 163.32 ppm), und C-3° (6¢c = 69.50 ppm) eindeutig
zuordnen. Aufgrund der Korrelation des C-3° mit dem Singulett fiir sechs Protonen bei 6 = 1.67
ppm lésst sich die Position der beiden dquivalenten Methylgruppen (6c = 28.92 ppm) wie bei

22 am C-3° zweifelsfrei bestimmen.

Uber die restlichen in den Spektren gefundenen Signale (Abbildung 192, Abbildung 193,
Abbildung 194, Abbildung 195, Abbildung 196 und Tabelle 32), ldsst sich eindeutig erkennen,
dass es sich bei 25 um das 5-Methoxyderivat von 23 handelt. Diese Substanz wurde erstmals
von Higa und Scheuer (1974) aus Pelea barbigera, wie Melicope barbigera damals noch hief3,
isoliert und identifiziert. [S] Damit konnte das Vorkommen dieses Furanocumarins in der hier
untersuchten Pflanze bestétigt werden. Die damals von Higa und Scheuer (174) ermittelten
Protonendaten stimmen sehr gut mit den hier gefundenen Shiftwerten {iberein. Erstaunlich ist,
dass schon 1974 die Fernkopplung zwischen H-8 und H-1° bei einer Messfrequenz von nur 100
MHz mit dem Varian HA-100 zu erkennen war. Wihrend H-1° auch damals schon als Dublett
mit einer Kopplungskonstanten von 1 Hz beschrieben wurde, erkannte man das H-8 nicht als
breites Singulett, sondern als Multiplett [5]. Die Shiftwerte der Kohlenstoffe wurden damals
nicht publiziert und es gab auch keine zweidimensionalen Spektren. [5] Die Autoren die diese

Verbindung erstmals als Naturstoff beschrieben haben, nannten die Verbindung einfach
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Furocumarin, sie vergaben keinen Trivialnamen. Eine Literaturrecherche in den Chemical
Abstracts ergab [49], dass diese Verbindung mit der chemischen Bezeichnung 2-(1-Hydroxy-
I-methylethyl)-4-methoxy-7H-furo[3,2-g][ 1 [benzopyran-7-one bisher nur in zwei weiteren
Publikationen erwdhnt wurde. 1989 isolierten Goh et al. diese Verbindung neben anderen
Inhaltsstoffen, unter anderem auch Marmesin (24), aus den Rutaceen Euodia pilulifera und E.
latifolia. Durch diese Untersuchungen wurde die Re-Klassifizierung von Hartley [150], der die
meisten Euodia Species in die Gattung Melicope eingegliedert hatte, zusitzlich bestdtigt. Da
Goh et al keine weiteren NMR Daten angegeben haben, werden die Kohlenstoffdaten hier
erstmals veroffentlicht. [94] Dariiber hinaus gibt es noch einen Bericht von Du et al. (2018),
der diese Verbindung bei der Umwandlung von Pressriickstinden aus Zuckerrohr in
Brennstoffe durch Hydrothermale Karbonisierung, aber nur mittels GC/MS nachweisen konnte.

[151]

Kiirzlich ver6ffentlichten Xie et al. [152] den 3‘-Methylether von Verbindung 24 als neuen
Naturstoff aus Evodia lepta (Rutaceae). Die dort fiir dieses Derivat verdffentlichen 'H- und *C-
NMR-Daten, die wie bei uns iiber das HMBC-Spektrum zweifelsfrei zugeordnet werden

konnten, passen sehr gut zu den hier gefundenen Daten.
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Tabelle 32: 'H- und '*C-NMR Daten von Verbindung 25 (8 in ppm, 600/150 MHz in CDCl5)

25 Literaturwerte nach|5]
Position 'H (J in Hz) 13C 'H (J in Hz),
2 - 161.44
3 6.25 dd (9.8) 112.65 6.27 d (10)
4 8.12.d (9.8; 0.6) 139.44 8.14 dd (10, 0.65)
4a - 106.66 -
5 149.48 -
6 - 113.71 -
7 - 158.35 -
8 7.08 d (br.) 93.97 7.09 m
8a - 152.66 -
1¢ 6.80d (1.0) 98.72 6.84 d (1.0)
2¢ - 163.32 -
R} - 69.50 -
4 1.67 s 28.92 1.72 s
5 1.67 s 28.92 1.72 s
OCHs an C-5 4.23 s 60.30 4.27 s
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"H NMR-Spektrum von Verbindung 25 (600 MHz in CDCl;)
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Abbildung 193: '*C-NMR-Spektrum von Verbindung 25 (150 MHz in CDCl;)
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Abbildung 194: 2D-H,H-COSY -Spektrum von Verbindung 25 (600 MHz in CDCl3)
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Abbildung 195: 2D-HSQC-Spektrum von Verbindung 25 (600 MHz in CDCl5)
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Abbildung 196: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 25 (600 MHz in CDCl3)
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2.18 Verbindung 26 (Isopimpinellin)

Auch bei Verbindung 26, die als wei3-gelbliche, amorphe Substanz in einer Ausbeute von 1,6

mg aus der Fraktion MB.D-VI-5-3 isoliert wurde, konnte bereits aufgrund des Verhaltens im

DC und HPLC sowie der dabei erhaltenen UV-Daten (s. Kap. 6.1.1 und. 6.9.) davon

ausgegangen werden, dass es sich um ein Furanocumarin handelt. Im DC (FlieBmittel DC-3)

wies die Substanz einen R Wert von 0,55 auf. Bei 254 nm zeigte der Substanzfleck mit dem Rt

Wert von 0,55 eine Fluoreszenzloschung. Mit Naturstoffreagenz A reagierte die Substanz unter

Orangeféarbung (s. Kap. 6.1.1).

Aus dem in der hochauflésenden Massenspektrometrie (Abbildung 197) gefundenen
Quasimolekiilion bei m/z= bei 247.0604 [M+H]" konnte die Summenformel Ci3HioOs

errechnet werden.

Intens.

x105]

+M3, 3.2-3.4min #192-204

247.0604
248.0635
| 2490653
246 247 248 249 - 250 S 251 miz
Meas. m/iz # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
2470604 1 C13H1105 2470601 -1.4 124 1 10000 B85 even ok

Abbildung 197: HRESIMS von Verbindung 26

Vergleicht man die Summenformeln der bisher aus Melicope barbigera isolierten

Furanocumanrine 23-25 mit Verbindung 26, dann lisst sich folgern, dass 26 bei gleicher Anzahl

von Sauerstoffen zwei Kohlenstoffe weniger als 25 besitzt. Gegeniiber den am Phenylring
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unsubstituierten Cumarinen 23 und 24 fehlt ein Kohlenstoff, es ist aber ein Sauerstoff mehr
vorhanden. Daraus kann gefolgert werden, dass die bei 23-25 vorhandene hydroxylierte

Isopropylgruppe am Furanring in 26 verkiirzt vorliegt, oder ganz fehlt.

Zur weiteren Strukturaufkldrung wurde die Substanz in deuteriertem Chloroform geldst und
anschliefend ein und zweidimensionale NMR Spektren aufgenommen. Das Protonenspektrum
von 26 (Abbildung 203) zeigte sechs Signale fiir die erwarteten 10 Protonen. Zwei dicht
nebeneinander auftretende Singuletts fiir jeweils 3 Protonen bei 6 = 4.170 und 4.173 ppm
sprachen aufgrund der Lage im Spektrum fiir zwei aromatische Methoxygruppen. [153] Die
zugehorigen Kohlenstoffe wurden mit Hilfe des HSQC-Spektrums (Abbildung 201) bei 6 =
61.89 und 61.01 ppm gefunden. Bei den iibrigen 4 Signalen im 'H-NMR-Spektrum handelte es
sich um Dubletts, von denen jeweils zwei, aufgrund der Kopplungskonstanten und der Cross-
Peaks im H,H-COSY-Spektrum (s. Abbildung 200), als zueinander benachbart erkannt wurden.
Wie bei den Verbindungen 23-25 traten im gleichen Shiftbereich des Spektrums zwei Dubletts
mit einer Kopplungskonstante von J = 9.8 Hz auf, die dem H-3 (6u = 6.29; 6c = 113.07 ppm)
und H-4 (0u = 8.13; dc = 139.55 ppm) des a,B-ungesittigten 2-Pyrenonringes der
Cumarinstruktur zuzuordnen waren. Die beiden anderen Dubletts bei ou = 7.00 und 7.63 ppm
mussten daher von einem in Verbindung 26 vorhandenen Furanring stammen, was gleichzeitig
bewies, dass die bei 23-25 vorhandene Seitenkette am C-2° in Verbindung 26 fehlt. Da diese
Substanz daher nicht mehr als prenyliertes Cumarin gesehen werden kann, dndert sich hier die
Bezeichnung der Ringatome. Der Sauersoff des Furanrings erhélt die Nummer 1°, wodurch die
beiden Kohlenstoffe des Furanrings die Bezeichnung C-2¢ und C-3° erhalten. Aufgrund der
Anzahl der Kohlenstoffatome, deren Signale sich nur iiber die zwei dimensionalen Spektren,
leider im in CDCls aufgenommenen '*C-NMR-Spektrum, eindeutig zuordnen lieBen, und der
Protonensignale war klar, dass es sich bei 26 um ein an C-5 und C-8 zweifach methoxyliertes
einfaches, lineares Furanocumarin, das 5,8-Dimethoxypsoralen handeln musste. Zu dieser
Verbindung, die auch Isopimpinellin genannt wird, fanden sich 'H- und '3C-NMR-Daten bei
Waight et al., allerdings haben die Autoren die Shiftwerte fiir die beiden Methoxygruppen nicht
zugeordnet. [154] Bereits acht Jahre zuvor verdffentlichten Elgamal et al. (1979) nur '*C-NMR-
Daten fiir das Isopimpinellin in CDCl3 und DMSO-ds. [155] Aufgrund des von uns gemessenen,
schlechten Kohlenstoffspektrums von 26 haben wir einen zweiten Satz Spektren in DMSO-ds
aufgenommen (Abbildung 198, Abbildung 199, Abbildung 201, Abbildung 202 und Tabelle
33). Durch den Vergleich der so ermittelten Shiftwerte mit den von Elgamal et al. (1979)
verOffentlichten Daten, konnte eindeutig festgestellt werden, dass es sich bei 26 das

Isopimpinellin handelt. [155] Die Protonendaten von 26 in DMSO-ds wurden erstmals von
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Ngwendson et al. verdffentlicht. [156] Die von dieser Arbeitsgruppe gemessenen Werte
stimmen insgesamt gut mit unseren Daten {iiberein, allerdings ist die Zuordnung der
Methoxygruppen an C-5 und C-8 vertauscht worden. Betrachtet man unsere Spektren, so kann
die Zuordnung von C-5 bzw. C-8 nur an der *J-Korrelation des H-4 mit dem die Methoxygruppe
tragenden C-5 festgemacht werden. Die zweite mogliche *J-Korrelation zwischen H-3° und C-
5 konnte im HMBC in beiden Losungsmitteln nicht nachgewiesen werden (Abbildung 202).
Aufgrund der Struktur des Isopimpinellins besitzt das C-8 keinen *J-Korrelationspartner, so
dass die Korrelation zwischen H-4 und C-5 eigentlich ausreichend sein sollte. Da es aber auch
eine *J- Kopplung zwischen H-4 und C-8 gibt, ist die Zuordnung von C-5 und C-8, sowie den
an diesen Kohlenstoffen gebundenen Methoxygruppen nicht ohne weiteres moglich. Abhilfe
schaffen, konnte ein NOESY-Spektrum, mit dessen Hilfe sich die Nachbarschaft der
Methoxygruppe an C-5 mit H-4 bzw. H-3° nachweisen lassen sollte. Ein Vergleich der
Kohlenstoffshifts des 5- bzw. 8-Methoxypsoralens, die von Waight et al. (1987) ebenfalls aus
Skimmia laureola isoliert wurden, zeigt allerdings die richtige Zuordnung der aromatischen
Kohlenstoffe C-5 und C-8 in 26. [154] Wihrend das C-5 im 5-Methoxypsoralen bei 6 = 149.6
ppm zur Resonanz kommt, findet man den methoxylierten Kohlenstoff C-8 im 8-
Methoxypsoralen bei 6 = 132.4 ppm. Beide Kohlenstoffshifts liegen nur wenige ppm von den
fiir die methoxylierten Kohlenstoffe in 26 gefunden Werten entfernt. Da Waight et al. offenbar
keine long-range Korrelationsspektren zur Verfligung hatten, haben sie die Methoxysignale bei

0 =159.3 und 61.5 ppm ebenfalls nicht zugeordnet.

Bei Kenntnis der Kohlenstoffshifts von C-5 und C-8 ist die Zuordnung aber iiber die *J-
Kopplungen zwischen den Methylprotonen und C-5 bzw. C-8 im HMBC eindeutig moglich (s.
Tabelle 33 und Abbildung 202)

Isopimpinellin (26) ist ein sehr hiufig gefundener Natursoff, der auch in vielen Rutaceen und
insbesondere auch in der Gattung Melicope schon gefunden wurde. [157-161] In Melicope

barbigera wurde diese Verbindung bisher noch nicht nachgewiesen.

Tabelle 33: 'H- und *C-NMR Daten von Verbindung 26 (§ in ppm, 600/150 MHz in CDCl;)

26 Literaturwerte nach [154]
Position 'H (J in Hz) 13C 'H (J in Hz) 13C
2 - 160.45 - 160.7
3 6.29d (9.8) 113.07 6.2d d (9.5) 112.9
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4 8.13d (9.8) 139.55 8.08 d (9.5) 139.3
4a - 107.66 - 107.1
5 - 144.22 144.4
6 - 114.80 - 114.9
7 : 149.89 i 149.9
8 - 128.41 1283
8a - 143.61 - 143.7
2 7.63d (2.3) 145.29 7.59d (2.2) 146.0
3 7.00 d (2.4) 105.24 6.96 d (2.2) 105.1

OCH; an C- 417 s 61.01 410 59.3
5

OCH; an C- 417 s 61.89 4.14's 61.5
8
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Abbildung 202: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 26 (600 MHz in CDCl3)
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Tabelle 34: 'H- und '*C-NMR Daten von 26 (8 in ppm , 600/150 MHz in DMSO-ds)

26 Vergleich mit Literatur
Position 'H (J in Hz) 13C H (J in Hz) 13C
[162] [155]
2 - 159.58 - 159.4
3 6.35d(9.8) 112.56 6.36d (9.8) 112.3
4 8.19d (9.8) 139.75 8.15d (9.8) 139.5
4a - 106.82 - 106.7
5 - 144.32 - 144.2
6 - 114.40 - 114.3
7 - 149.41 - 149.2
8 - 127.19 - 127.1
8a - 143.09 - 142.9
2¢ 8.09d (2.3) 146.35 8.07d (2.3) 146.1
3 7.39d(2.3) 105.70 7.37d(2.2) 105.5
OCHs an C-5 4.17s 60.81 4.01s 60.6.
OCHs an C-8 4.03 s 61.28 4.18s 61.1
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Abbildung 203: 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 26 (600 MHz in DMSO-ds)
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Abbildung 206: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 26 (600 MHz in DMSO-ds)
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2.19 Verbindung 27 (Evolitrin)

Verbindung 27 wurde in einer Ausbeute von 1,2 mg als weilliche, amorphe Substanz aus der
Fraktion MB.D-VII-9-4 isoliert. Im Diinnschichtchromatogramm (DC-FlieBmittel DC-3)
zeigte die Substanz eine Fluoreszenzldschung bei 254 nm bei einem R¢ Wert von 0,31(s. Kap.
6.1.1). Mit Naturstoffreagenz A erhielt man im Gegensatz zu den Flavonoiden keine
Verdnderung der Farbe im Tageslicht bzw. keine Fluoreszenz im UV-Licht (366 nm). Nach
dem Besprithen der DC-Platte mit Anisaldehyd/Schwefelsdure-Reagenz resultierte eine

Violettfarbung. (s. Kap. 6.1.1)

Das bei der HPLC mit dem Dioden-Array-Detektor erhaltende UV-Spektrum (s.u.) bestétigt,
dass es sich bei 27 nicht um ein Flavonoid handeln sollte, da die langwellige Bande im

Spektrum fehlt.

Peak #2 100% at 27.50 min
%

Bei der hochauflosenden Massenspektrometrie mit Hilfe der Elektrospray-lionisation bilden
sich Quasimolekiilionen durch Anlagerung eines Protons, wodurch das detektierte Molekiilion
[M+H]" eine ungerade Masse besitzt, wenn es nur aus Kohlenstoff-, Sauerstoff- und
Wasserstoffatomen zusammengesetzt ist. Die Molmasse solcher Verbindungen ist dann
geradzahlig und durch 2 teilbar. Befindet sich ein Stickstoff im Molekiil, dann resultiert ein
ungerades Molekulargewicht, dessen Quasimolekiilion durch die Protonierung geradzahlig ist.

Verbindung 27 zeigte sein Molekiilion [M+H]" bei m/z=230.0815, was darauf hindeutet, dass
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es sich um ein Alkaloid mit der molekularen Masse von 229 u handeln konnte. Die durch die
genaue Massenmessung errechnete Summenformel Ci3Hii1NOsz fiir die unprotonierte
Verbindung Dbestitigte diese Annahme. Aus der Summenformel lassen sich neun

Doppelbindungsdquivalente errechnen.

Intens.] +MS, 2.9-3.0min #173-179
x109
230,0815
57
4
37
2]
1 231.0845
5 L JL 232.0868
229 230 231 232 233 234 mz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
2300815 1 C13H12NO3 230.0812 -1.3 127 1 10000 85 even ok

Abbildung 207: HRESIMS von Verbindung 27

Zur weiteren Strukturaufkldrung wurden die 1D- und 2D NMR Spektren von 27 in DMSO-de
aufgenommen. Das '"H-NMR Spektrum (Abbildung 210 und Tabelle 35) zeigte sieben Signale
fiir insgesamt 11 Protonen. Aus den Integralen der beiden Singuletts bei 6n = 4.03 ppm und
4.58 ppm, ging hervor, dass es sich um die Signale von jeweils drei &dquivalenten
Methylprotonen handeln musste. Aufgrund der Lage im Spektrum sollte es sich um zwei
Methylether handeln. Die zugehorigen Kohlenstoffe fanden sich iiber das HSQC-Spektrum
(Abbildung 212) bei 6c = 55.39 und 59.39 ppm im Shiftbereich aromatischer Methoxygruppen.
Die anderen 5 Protonensignale traten alle im Tieffeldbereich des Spektrums auf, es handelte
sich daher hochstwahrscheinlich um aromatische Protonen. Drei der fiinf Signale, zwei Dubletts
bei ou =8.11 (J =9.2 Hz) und 7.27 (J = 2.5 Hz) ppm sowie ein Dublett vom Dublett bei on =
7.13 (J =9.2 und 2.5 Hz) ppm, zeigten das typische Aufspaltungsmuster eines ABX-Systems,
das trisubstituierte Aromaten charakterisiert. Die beiden anderen Dubletts bei 6n = 7.96 und
7.43 ppm konnten aufgrund der Kopplungskonstanten als zweites Spinsystem ausgemacht

werden.

Im '3C-NMR (Abbildung 211), fanden sich neben den Signalen fiir die beiden bereits

angesprochenen Methylkohlenstoffe der Methoxysubstituenten am Aromaten, die Signale fiir
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elf weitere Kohlenstoffe, von denen sechs aufgrund fehlender Korrelationen im HSQC-
Spektrum (Abbildung 212) als quartire Kohlenstoffe erkannt wurden. Die fiinf protonierten C-
Atome korrespondieren zu den oben angesprochenen aromatischen Protonen (Abbildung 210
und Tabelle 35). Aufgrund der Korrelationen im HSQC-Spektrum ist zu festzustellen, dass alle
Protonen an Kohlenstoffe gebunden sind. An Sauerstoff bzw. Stickstoff gebundene Protonen
treten im 'H-NMR-Spektrum von 27 nicht auf. Da es bei Verwendung von DMSO-d¢ im
Gegensatz zu CDCl3; oder CD30D nicht zum Austausch von Wasserstoff gegen Deuterium
kommen kann, muss Verbindung 27, entsprechend der errechneten Summenformel C13H11NO3
neben den beiden Methoxysauerstoffen einen dritten heterozyklisch gebundenen Sauerstoff
besitzen, vermutlich wie bei den Verbindungen 23-26 in Form eines Furanrings. Auch der
Stickstoff muss heterocyclisch gebunden sein. Das Ringsystem wird daher von elf
Kohlenstoffen, einem Sauerstoff und einem Stickstoff gebildet. Es konnte sich, unter
Berticksichtigung der errechneten 9 Doppelbindungsidquivalente, um ein trizyklisches
Ringsystem handeln, das aus einem Benzol-, einem Pyridin- und einem Furanring besteht,
wodurch 3 Ringe und sechs Doppelbindungen im Ringsystem vorhanden wéren. Abbildung
208 zeigt eine Auswahl von moglichen trizyklischen Ringsystemen mit 9

Doppelbindungsédquivalenten.

— ——

X X

/ / N
N
II
I
\ /
(0)
III v

Abbildung 208: Beispiele fiir Trizyklen mit 9 Doppelbindungsédquivalenten und zwei
Heteroatomen

Alle Ringsysteme besitzen einen auflen liegenden Benzolring, dessen Protonen durch eine zu

den Briickenkopfkohlenstoffen meta-angeordnete Methoxygruppe ein ABX-System bilden
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konnten. Bei einem auflen liegenden Pyridin wére das nicht moglich. Sowohl die linear als auch
angular angeordneten Ringsysteme besitzen 4 quartire Kohlenstoffe, die jeweils zu zwei
benachbarten Ringen gehoren. Zwei weitere quartdre Kohlenstoffe entstehen durch den
Austausch zweier Protonen durch die beiden Methoxygruppen. Die Auswertung des HMBC-
Spektrums (Abbildung 217) zeigt, dass die beiden OCH3-Gruppen an den aromatischen,
quartiren Kohlenstoffen bei 6c = 160.45 und 156.50 ppm gebunden sind. Beide Kohlenstoffe
zeigen eine Korrelation zum Dublett bei dy = 8.11 ppm, wodurch die Positionen der
Methoxygruppen am C-4 und C-7 des Grundgeriistes III (Abbildung 213) angeordnet sein
missen. Weitere Korrelationen zu den Protonen des ABX-Systems beweisen die Position der
Methoxygruppe an C-7 (du 3.90; 6c 55.39 ppm). Alle iibrigen Korrelationen belegen die
Struktur von 27 als 4,7-Dimethoxyfuro[2,3-b]quinoline, ein Furanochinolinalkaloid, dessen

Vorkommen unter den Namen ,,Evolitrin‘ bereits mehrfach beschrieben wurde. [49]

~

O
0]
/
N 0)
Evolitrin Ptelein

0)

o
~ X \
N/
Kokusaginin

Abbildung 209: Evolitrin und einige seiner Derivate aus Comptonella sessiliflora [163]

Eine Arbeitsgruppe um den Franzosen Jacques Pusset verdffentlichte die 'H- und '*C-NMR-
Daten von Evolitrine in CDCI3; zusammen mit denen seiner Derivate Pteleine und Kokusaginine
(Abbildung 209) und weiteren anders substituierten Alkaloiden. [163] Die Autoren wiesen in
ihrem Paper bereits daraufhin, dass die Zuordnung der Kohlenstoffe aufgrund der groBen
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Anzahl an quartidren Kohlenstoffen schwierig sei, weshalb man von Pteleine und Kokusaginine
heteronuclar-single bond und long-range C-H-Korrelationsspektren aufgenommen hat. Um
sicher zu sein, dass die hier ermittelte Struktur richtig ist, wurden weitere Spektren in CDCI3
von 27 aufgenommen (s. Tabelle 36 und Abbildung 214 bis Abbildung 217). Im Gegensatz zu
Pusset et al., die die Zuordnung der Kohlenstoffe nur indirekt iiber den Vergleich zu Pteleine
und Kokusaginine vorgenommen haben, standen uns hier auch die HSQC- und HMBC-
Spektren in CDCl; zur Verfiigung. [163] Wihrend es bei den Protonendaten nur geringe
Abweichungen gibt, geben Pusset et al. (1991) fiir die Kohlenstoffe von Evolitrinzum Teil
abweichende Werte an, die wegen des Fehlens der Korrelationsspektren moglicherweise

revidiert werden miissen.

Furanochinolinalkaloide sind typische Inhaltsstoffe der Rutaceae. Das Evolitrin (27) wurde
bereits in einigen Melicope Arten gefunden. [70,164,165] Uber das Vorkommen dieser

Substanz in Melicope barbigera wird hier zum ersten Mal berichtet.
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Tabelle 35: 'H- und '*C-NMR Daten von 27 (8 in ppm, 600/150 MHz in DMSO-de)

Position 'H (J in Hz) 13C
1 - 147.05
2 - 164.13
3 - 101.78
4 . 156.50
5 8.11d(9.2) 123.42
6 7.13 dd (9.2; 2.5) 116.28
7 - 160.45
8 727d(2.5) 106.07
9 - 112.70
10 7.43 d (2.78) 105.54
11 7.96 d (2.7) 14330

OCH3 an C-4 443 s 59.39

OCHj3 an C-7 3.90s 55.39

307



Ergebnisse der phytochemischen Untersuchungen

19000000
-—18000000
--17000000
15000000
-—15000000
14000000
-—13000000
-—12000000
-—11000000

[~ 10000000
000000
8000000

- 7000000

[F-1000000

.

3
c
m
f E N
Q
80
c
m -
] ——
o
Q
O
© E- |7
R
oW -
=
o ~
‘_i: F-
= w
= ~
:§ w =~
o @ - F
L ‘C_’ -
.
~
il —
— -
R
M~
= -
- 3
(-]
o
10 F~ s

Abbildung 210: 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 27 (600 MHz in DMSO-ds)
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Abbildung 211: 3C-NMR-Spektrum von Verbindung 27 (150 MHz in DMSO-dy)
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Abbildung 212: 2D-HSQC-Spektrum von Verbindung 27 (600 MHz in DMSO-de)
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Tabelle 36: 'H- und '*C-NMR Daten von 27 (8 in ppm (J in Hz), 600/150 MHz in CDCl3)

27 Literaturwerte nach [163]

Position 'H (J in Hz) 13C 'H (J in Hz) 13C
1 - 142.56 - 142.5

2 - 161.28 - 161.3

3 - 102.76 - 102.2

4 - 161.28 - 157.3

5 8.20d (9.3) 124.40 8.15d(9.3) 116.8

6 7.19dd (9.3;2.3) | 118.74 | 7.09 dd (9.3; 2.6) 123.6

7 - 163.70 - 147.7

8 7.77d (2.3) 101.75 7.33d (2.6) 106.0

9 112.59 - 113.6

10 7.17d(2.5) 105.63 7.05d (2.8) 104.9

11 7.67d(2.5) 143.45 7.57d(2.8) 142.5
OCHj3 an C-4 4.56 s 60.06 4.43 s 59.0
OCHs an C-7 4.01s 55.10 395s 55.5
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Abbildung 217: 2D-HMBC-Spektrum von Verbindung 27 (600 MHz in CDCI5)



Nachweis von Flavonoiden im Blattmaterial von M. barbigera mithilfe der HPLC im qualitativen Mafistab

3 Nachweis von Flavonoiden im Blattmaterial von Melicope barbigera mit

Hilfe der HPLC im qualitativen Mal3stab

Ein Ziel der hier durchgefiihrten Identifizierung von Inhaltsstoffen aus den Blittern der
hawaiianischen Melicope barbigera war es, Kenntnisse zu den Flavonoiden in dieser Species
zu erhalten. Flavonoide sind aufgrund ihres ubiquitdren Vorkommens in Landpflanzen wichtige
chemotaxonomische Marker, mit deren Hilfe sich infragenerische Unterschiede zwischen
einzelnen Species erkennen lassen, so dass Aussagen zu den Verwandtschaftsbeziehungen
zwischen einzelnen Arten innerhalb einer Gattung moglich sind. [166,167] Auch bei der
Unterscheidung von Unterarten und chemischen Rassen ist die Kenntnis des Flavonoidmusters
sehr hilfreich. [166,167] Da es sich bei den Hawaiianischen Melicope-Arten um endemische
Species handelt und spéter Pflanzenmaterial von verschiedenen Standorten, das nur in geringer
Menge zur Verfligung steht, miteinander verglichen werden soll, ist es notwendig die Analyse

mit Proben, die nur aus 1 — 2 g getrockneten Blittern gewonnen wurden, durchzufiihren.

Im Laufe der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 14 Flavonoide isoliert und identifiziert.
Bei den meisten dieser Verbindungen handelt es sich um relativ lipophile, mehrfach
methoxylierte Flavonole, es wurden aber auch Verbindungen mit Methylendioxygruppen und
prenylierte Derivate gefunden. Die beiden Isomere trans- und cis-Tilirosid (21) und (22) waren
die einzigen glykosidierten Flavonoide, die im Rahmen dieser Arbeit gefunden wurden. Nach
weiteren Flavonoidglykosiden, die in anderen, nicht untersuchten Fraktionen des
Methanolextraktes aus den getrockneten Bléttern enthalten sein konnten, wurde in Rahmen

dieser Arbeit nicht gesucht.

Da die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Flavonoide teilweise nur in sehr geringen
Mengen isoliert und identifiziert werden konnten, war es notig zu iiberpriifen (Abbildung 218),
welche der hier gefundenen Substanzen sich bereits in einem mit einfachen Mitteln
hergestellten Blattextrakt wiederfinden lassen. Mithilfe einer Literaturrecherche wurde nach
geeigneten Analysemethoden gesucht. 1998 verdffentlichte eine franzdsische Arbeitsgruppe
um Pierre Mouly eine HPLC-Methode zur simultanen Bestimmung von Flavanonglykosiden,
polymethoxylierten Flavonen und Flavonolen aus Zitrusfruchtsiften, insbesondere Orange,
Mandarine und Grapefruit, deren Stammpflanzen, wie die Gattung Melicope, zur Familie der

Rutaceae gehoren. [168]

Mouly et al. (1998) verwendeten als stationédre Phase eine HPLC-Saule (250x4.6 mm) gepackt
mit Altima C18 (5 um) Material der Firma Alltech (Paris, Frankreich), ein in Bezug auf

Retention und Selektivitit klassisches Reverse-Phase-Saulenmaterial.
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OH O OH O
9 10 . 11
Chemical Formula: CyoH450q Chemical Formula: C4gH+gOg Chemical Formula: C24H300q
Exact Mass: 402,0951 Exact Mass: 372,0845 Exact Mass: 416,1107

OH O OH O
12 13 14
Chemical Formula: C51H5,0g9 Chemical Formula: CygH5qOg Chemical Formula: CyoH40g
Exact Mass: 418,1264 Exact Mass: 388,3680 Exact Mass: 432,1420

OH O OH O
15 16 17
Chemical Formula: C5gH590g Chemical Formula: C5gH590g Chemical Formula: C4gHgOg
Exact Mass: 404,1107 Exact Mass: 404,1107 Exact Mass: 374,1002

18 19 20
Chemical Formula: C47H407 Chemical Formula: C2,H2,07 Chemical Formula: Cz0H10s
Exact Mass: 330,2889 Exact Mass: 398,1366 Exact Mass: 386,1002

Abbildung 218: Aus M. barbigera isolierte polymethoxylierte Flavonoide

Als mobile Phase verwendeten sie einen Gradienten aus Acetonitril und einem Wasser-
Essigsduregemisch (96:4), beginnend mit 100 % Wasser-Essigsdure und Zugabe von
Acetonitril mit drei Steigerungsraten bis zu maximal 70 %. Die Probenvorbereitung gestaltete

sich relativ einfach, weil es sich um Sifte aus den Friichten der genannten Pflanzen handelte

und nicht um Blattmaterial. [168]
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Mouly et al. (1998) versuchten mit Hilfe der von ihnen entwickelten HPLC-Methode sowohl
sehr hydrophile, als auch lipophile Verbindungen nachzuweisen. Der von ihnen verwendete
Konzentrationsgradient der eingesetzten Fliefmittel war dementsprechend abgestimmt. Da im
Rahmen dieser Arbeit nur die methoxylierten Flavonoidaglyka bestimmt werden sollten, wurde
das FlieBmittel und der Gradient diesen Bediirfnissen angepasst. Die von Mouly et al. als
FlieBmittel A verwendete 4 %-ige wissrige Essigsdurelosung wurde hier durch eine 0.1 %-ige
Losung von Ameisensdure in Wasser ersetzt. Da Mouly et al. (1998) bei ihren Analysen
Retentionszeiten fiir die die methoxylierten Flavonole zwischen 50 und 60 Minuten fanden,
wurde die Chromatographie, zur Verkiirzung der Analysezeit, hier bereits mit einem Zusatz
von 10 % Acetonitril begonnen. Auch der Gradient wurde steiler eingestellt, in dem die
Konzentration von Acetonitril im FlieBmittelgemische pro Minute um 3 % erhoht wurde

(Tabelle 37)

Fiir die Analyse wurden, wie oben erwéhnt, nur 1,5 g der getrockneten Blétter von Melicope
barbigera verwendet. Das Blattmaterial wurde zunéchst in einer Miihle zerkleinert und mittels
Soxhlet-Extraktion fiir 5 h mit Petrolether extrahiert. Nach Entfernen des Petrolethers im
Vakuum wurde der erhaltende Extrakt (351,53 mg) in Methanol (HPLC-Grade) aufgenommen
und filtriert. Die so resultierende Losung entsprach einer Konzentration von 1mg Extrakt pro

Milliliter. 20 pl dieser Losung wurden anschlieBend in die HPLC injiziert.

Tabelle 37: HPLC Gradient zum Nachweis der in M. barbigera enthaltenen Flavonoide

Zeit [min] [%] A [%] B
0 90 10
20 30 70
25 30 70
30 0 100

A: 0,1% Ameisensaure in Wasser (v/v); B: Acetonitril (v/v)
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Abbildung 219: HPLC Chromatogramm des Extraktes aus 1.5 g getrockneten Bléttern
von M. barbigera

Abbildung 219 zeigt das, mithilfe des DAD bei A = 254 nm erhaltene, HPLC-Chromatogramm.
Die Signale der isolierten Flavonoide wurden im Bereich von 15 bis 20 Minuten detektiert.
Obwohl hier keine Reinigung des aus der geringen Blattmenge hergestellten Extraktes erfolgte,
sind die Flavonoide deutlich zu erkennen. Dennoch wire fiir spétere Analysen hilfreich zu
untersuchen, ob eine schnelle Aufreinigung des Extraktes, z.B. {iber eine kurze Sephadex LH-
20 Séule, einige der hier storenden Substanzen aus der Probe entfernen kdénnte. Um zu
iberpriifen, ob die Peaks im Retentionsbereich der zum Vergleich eingespritzten, aus M.
barbigera isolierten Flavonoide auch tatsdchlich diesen Verbindungen zugeordnet werden
konnen, wire es wiinschenswert gewesen, die Massenspektren durch direkte Kopplung mit
einem Massenspektrometer zu erhalten, das moglichst iiber eine genaue Massenmessung
verfiigt, so dass auch die Summenformel der jeweiligen Verbindung ermittelt werden kann.
Dadurch konnte ausgeschlossen werden, dass andere, bisher nicht charakterisierte Stoffe, mit
zufdllig gleicher Masse, fiir die hier gesuchten Flavonoide gehalten werden konnten. In
Ermangelung eines solchen Gerites in unserem Institut, wurde der Kontakt zu Dr. Tommes
vom ,,Center for Molecular and Structural Analytics (CeMSA) der Heinrich-Heine-Universitét

gesucht, der liber ein solches Gerét verfiigt.
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Da an der externen, hochauflosenden (UHP) LC/HRESIMS aufgrund der Gerédtekonfiguration
keine Saule mit unseren Konditionen, sondern nur eine sehr kurze Siule verwendet werden
kann, war die von uns entwickelte Trenntechnik mit der HRESIMS gerétebedingt nicht direkt
kombinierbar. Deshalb haben wir uns dazu entschlossen, Fraktionen nach Trennung des
Extraktes mit dem von uns verwendeten HPLC-Gerét zu bilden. Im Retentionsbereich der
Flavonoide zwischen 16 und 21 Minuten wurden die Eluate jeweils iiber eine Minute lang
aufgefangen. Die folgende Abbildung zeigt den Ausschnitt des HPLC-Chromatogramms und
die fiinf gebildeten Fraktionen A16 bis A20.

Diese Fraktionen (A16-A20), wurden anschlieBend mit dem hochauflésenden
Massenspektrometer untersucht, um die hochauflosenden Massenspektren ser Flavonoide, die

in diesen Fraktionen enthalten sein mussten zu bekommen.

Tabelle 38: In den jeweiligen Fraktionen identifizierte Flavonoide

Verbindung Masse Retentionszeit Enthalten in Bemerkung
Nr. [g/mol] [min] Fraktion
9 402 20,47 A20
10 372 20,12 A20 10 im Gemisch mit 9
11 416 18,63 Al18
12 418 19,75 A19
13 388 19,60 Al19 13 im Gemisch mit 12
14 432 17,54 Al7
15 404 17,27 Al6
16 404 17,27 Al6 16 im Gemisch mit 15
17 374 16,84 Al7
18 330 14,24 n.d.
19 398 22,27 n.d.
20 386 16,66 Al6/17

n.d. nicht detektiert

321



Nachweis von Flavonoiden im Blattmaterial von M. barbigera mithilfe der HPLC im qualitativen Mafistab
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Abbildung 220: Ausschnitt vom 15,5 — 21,5 min des o. g. Chromatogramms

Insgesamt konnten 8§ der 10 isolierten Flavonoiden mittels der angepassten Mouly-Methode und

der darauffolgenden (UHP)LC/HRESIMS identifiziert werden. (Tabelle 38).

Bei den Verbindungen 185, 16, 17 und 20 war zu erwarten, dass diese sowohl in den Fraktionen
A16 als auch in A17 enthalten sein miissten. Leider konnten diese Verbindungen mittels
UHPLC-ESIMS nicht in jedem Fall in beiden Fraktionen nachgewiesen werden, sondern
manchmal fanden wir die Verbindungen nur in einer Fraktion. Dies war der geringen Menge

geschuldet, die bei Verteilen auf mehrere Fraktionen dann unter die Nachweisgrenze abfiel.

Bei den vier nicht nachweisbaren Flavonoiden, konnte entweder die RT nur als Gemisch

ermittelt werden oder die Nachweisgrenze in dieser Methode (Rohextrakt) war zu gering.
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Abbildung 221: HPLC-Chromatogramm der Fraktion A16

Identifizierte Flavonoide in der Fraktion A 16

HRESIMS [M+H]" | Summenformel | Retentionszeit [min] | Gefundene Flavonoide
387.1074 C20H130g3 4,0 20
405.1193 C20H2109 4.5 15/16
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Abbildung 222: HPLC-Chromatogramm der Fraktion A17

Identifizierte Flavonoide in der Fraktion A 17

HRESIMS [M+H]" | Summenformel | Retentionszeit{min] | Gefundene Flavonoide
375.1075 Ci19H190s 2,6 17
386.1088 C20H210s 4,0 20
433.1495 C22H2509 4.4 14
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Abbildung 223: HPLC-Chromatogramm der Fraktion A18

Identifizierte Flavonoide in der Fraktion A18

HRESIMS [M+H]" | Summenformel | Retentionszeitimin] | Gefundene Flavonoide

417.1176 C21H2109 4.7 11
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Abbildung 224: HPLC-Chromatogramm der Fraktion A19:

Identifizierte Flavonoide in der Fraktion A 19:

HRESIMS [M+H]" | Summenformel Retentionszeit[min] | Gefundene Flavonoide
12

419.1340 C21H2309 5,1
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Abbildung 225: HPLC-Chromatogramm der Fraktion A20

Identifizierte Flavonoide in der Fraktion A 20

HRESIMS [M+H]" | Summenformel | Retentionszeitimin] | Gefundene Flavonoide

403,1005 C20H1909 5.5 9

Die Ergebnisse zeigen, dass der Nachweis der Flavonoide auch in einer kleinen Menge
Blattmaterial moglich ist. Die Methode sollte aber weiter verfeinert werden, um den Nachweis
der Flavonoide auch iiber normale analytische Daten, wie z.B. iiber die Retentionszeit in
Verbindung mit einem bei der HPLC aufgenommenen UV-Spektrums, oder in Verbindung mit
einer normalen LC-MS ohne Hochaufldsung zu fiihren. Dazu ist es natiirlich notwendig, dass

alle anderen Stoffe, die im gleichen Retentionsbereich stdren, zunichst entfernt werden.
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4 FErgebnisse der Untersuchungen zur Zytotoxizitit der isolierten

Verbindungen
Am Institut fiir pharmazeutische Chemie der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf, im
Arbeitskreis von Prof. Dr. Kassack, wurden die zytotoxischen Eigenschaften der aus Melicope
barbigera isolierten Acetophenonderivate 1 — 7, der Flavonoide 9, 11,12, 14,15, 17-19 und der
Furanocumarine 23, 25 und 26 sowie des Alkaloides 27 an der Ovarialkarzinomzelllinie A2780
untersucht (s. Kap. 6.7, Exp. Teil). Das Acetophenon 8, das Flavonoid 20 und das
Furanocoumarin 24 wurden erst nach Abschluss der pharmakologischen Untersuchungen
isoliert und identifiziert, weshalb diese Verbindungen nicht getestet wurden. Bei den
Flavonoiden wurden auch die Gemische getestet. Aufgrund der geringen Aussagekraft der
Aktivititen der nur im Gemisch vorliegenden Verbindungen 10, 13, 16, 21 und 22 wurden die

erhaltenen Ergebnisse aber nicht weiter beriicksichtigt.

Tabelle 39: Getestete Verbindungen aus Melicope barbigera

Acetophenone Flavonoide Furanocumarine Alkaloide
Verb.-Nr. Code Verb.-Nr. Code V:rb._ Code Verb.-Nr. Code
1 KL-18 9 KL-2 23 KL-9 27 KL-7
2 KL-19 9+10 KL-4 24 -
3 KL-16 11 KL-1 25 KL-10
4 KL-17 12+13 KL-3 26 KL-8
5 KL-20 14 KL-24
6+7 KL-6 15 KL-23
8 KL-21 15+16 KL-5
17 KL-25
18 KL-13
19 KL-12
20 -
21422 KL-11

Die Apoptose ist die wichtigste Form des programmierten Zelltods und ein energieabhiangiger
zelluldarer Mechanismus, der die Aktivierung von Signaltransduktionswegen erfordert.
[169,170] Im Gegensatz dazu ist die Nekrose eine zufillige, unkontrollierte und
energieunabhingige Form des Zelltods, die zu einem unkontrollierten Abbau von

Zellbestandteilen fiihrt. Dadurch ist die Integritit der Zellmembran aufgehoben und es kommt
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zu einer Freisetzung von Zellbestandteilen in den extrazelluliren Raum, was wiederum zu
Entziindungsprozessen fiihrt. Die Auslosung von Nekrosen durch Naturstoffe als potenzielle
zytotoxische Therapeutika ist daher absolut unerwiinscht. Therapeutika, die z.B. bei
Tumorerkrankungen zur gezielten Zerstorung von Tumorzellen fiihren sollen, sollten die Zelle
bevorzugt in die Apoptose fiihren. Bei Sdugetieren gibt es verschiedene Signalwege, die eine
Apoptose auslosen konnen. Als Hauptwege sind der extrinsische und der intrinsische Weg
bekannt, letzteren bezeichnet man auch als mitochondrialen Weg. [171] Extrinsisch wird die
Apoptose liber die Bindung von Liganden an Rezeptoren in der Zellmembran, die so genannten
Death-Rezeptoren ausgelost, also durch Signale von auflen, die {iber die Rezeptoren in das

Zellinnere weitergeleitet werden. [172,173]

Ein Beispiel fiir solche Liganden ist der TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), es gibt
aber auch andere dhnliche Proteine sowie einige Zytokine, die alle von Immunzellen, z.B. von
aktivierten Makrophagen, freigesetzt werden. [172] Im Gegensatz dazu wird der intrinsische
Signalweg durch intrazelluldre Stressbedingungen ausgeldst, z. B. durch Induktion von DNA-
Schiden oder oxidativem Stress. [174] Beide Signalwege hingen von der Aktivierung
proteolytischer Enzyme ab, bei denen es sich um Cysteinproteasen handelt, weil sie einen
Cysteinrest im aktiven Zentrum besitzen. Diese Enzyme werden als Caspasen bezeichnet, weil
sie Proteine hinter einem Aspartatrest spalten (Cystein Aspartat Proteasen). [175] Caspasen
befinden sich im Cytoplasma der Zelle in Form ihrer als Pro-Caspasen bezeichneten Vorstufen.
[176] Binden Liganden an den extrazelluliren Death Rezeptor, induziert dies eine
Konformationsdnderung und ermdglicht die Anlagerung von weiteren Rezeptoren,
Adapterproteines und den Initiatorcaspasen. [177] Dieser Komplex wird als DISC (,,Death-
Inducing-Signaling-Complex*) bezeichnet. Dadurch dimerisieren die Pro-Caspasen, wodurch

sie sich selber spalten kdnnen, was zur Aktivierung der Effektor-Caspasen fiihrt. [178,179]

Der intrinsische Weg verlauft iiber die Freisetzung mitochondrialer Proteine zur Anlagerung
von Caspasen und dem Protein Apaf-1(Apoptotic-Protease-Activating Factor-1). Dieser
Proteinkomplex (Apoptosom) fiihrt die Zelle durch Aktivierung proteolytischer Caspasen in
den programmierten Zelltod. [178]

Wenn sich eine Zelle im Stadium der Apoptose befindet erfolgt eine Reihe morphologischer
Veridnderungen. Zu diesen morphologischen Verdnderungen zdhlen unter anderem auch das

Schrumpfen der Zellkerne, dass auf einer Abnahme des Zellvolumens beruht und als Indikator
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fiir die Apoptoseinduktion dienen kann [180]. Tayeh et al. (2018) [181] konnten diese
Schrumpfung der Zellkerne fiir das aus den Bléttern von Rhodomyrtus tomentosa isolierte
Acylphloroglucinolderivat Rhodomyrtone nachweisen. Nach Anfiarben der DNA mit dem
fluoreszierenden  Farbstoff Hoechst-33342 (= (2'-(4-Ethoxyphenyl)-5-(4-methyl-1-
piperazinyl)-2,5'-bi-1H-benzimidazol  trihydrochlorid)  kann  dieser = Prozess im
Fluoreszenzmikroskop detektiert bzw. visualisiert werden. Bei der Schrumpfung der Zellkerne
durch Einwirken der Testsubstanzen verringert sich das Volumen der Kerne, wodurch sich die
Fluoreszenz der angefdarbten DNA intensiviert (Abbildung 233 und Abbildung 234). Zur
Analyse der Zytotoxizitdt der in dieser Arbeit isolierten und identifizierten Verbindungen
wurde daher ein ,,Nuclear Shrinkage Assay* an der humanen Ovarialkarzinom Zelllinie A2780

durchgefiihrt (s. Kap. 6.7). [182]
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Abbildung 226: Strukturen der getesteten Phloroglucinderivate (Acetophenone/Chromene)
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Die Ovarialkarzinomzelllinie A2780 wurde fiir 72 Stunden mit den in Abbildung 227
aufgefiihrten Phloroglucinderivaten in einer Konzentration von 10 pM und 100 uM inkubiert.
Diese spezielle Zelllinie wurde aufgrund der bisher in der Arbeitsgruppe von Prof. Kassack
gemachten Erfahrungen im Screening von Naturstoffen ausgewéhlt. [183-185] Als
Negativkontrolle diente Kulturmedium, als Positivkontrolle wurde Cisplatin in einer
Konzentration von 100 pM fiir 24 Stunden inkubiert. Das Ausmal} der Substanz-induzierten
Kernschrumpfung als MaB fiir die Zytotoxizitit wurde mit dem Array Scan XTI High Content
Screening System (HCS) der Firma Thermo Scientific (Wesel, Germany) (Abbildung 233 und
Abbildung 234). Die Abbildung 227 zeigt das Ergebnis des Nuclear Shrinkage Assays fiir die
Verbindungen 1 — 8. In diesem Diagramm sind normalisierte Werte dargestellt, die dadurch
erhalten wurden, dass die Werte fiir die Negativ- und Positivkontrolle auf 0 % bzw. 100 %

gesetzt wurden.
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Abbildung 227: Normalisierte Toxizitdtswerte(Mittelwerte + Standardabweichung (n > 3)) der
Verbindungen 1 - 8 im Nuclear Shrinkage Assay, * (p < 0,05); ** (p <0,01) ;
***(p< 0,001) , ns (= nicht signifikant) adaptiert nach Le et al. 2021 [186]

Die Verbindungen =zeigten mehr oder weniger starke zytotoxische Effekte an der
Ovarialkarzinom-Zelllinie A2780 [186]. Die hochste zytotoxische Aktivitdit wurde fiir die
Verbindungen 2 und 5 ermittelt, sodass fiir diese beiden Verbindungen eine Bestimmung der
ICso-Werte durchgefiihrt wurde. Da das ebenfalls recht aktive Gemisch von 6 und 7 bei 10 und
100 uM etwa die gleiche Toxizitdt aufwies, war fiir dieses Gemisch kein ICso-Wert bestimmbar.
Verbindung 2 wies mit einem ICso von 30.0 uM die hdchste zytotoxische Potenz auf, wahrend.

Verbindung 5 eine 2,5-fach geringere Zytotoxizitit zeigte (ICso = 75.7 uM). Zur
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Charakterisierung des antiproliferativen Effektes, wurde fiir Verbindung 2 ein MTT-Assay
durchgefiihrt (Abbildung 228). Der antiproliferative Effekt war allerdings sehr gering
ausgeprigt, erkennbar an einem ICso-Wert grofBer 100 pM. Vielleicht liegt das daran, dass die
generelle Zytotoxizitit von 2 relativ gering ist und so ein lingeres Uberleben der Mitochondrien
sowie deren Regeneration, was im MTT-Assay gemessen wird, mdglich ist. Offenbar kommt
es in Gegenwart von 2 eher zu einer Beeinflussung der Zellkerne als der Mitochondrien. Da
keines der Acetophenone 1-8 in einer Konzentration von 10 uM eine hdhere Zytotoxizitét
aufwies, wurden niedrigere Konzentrationen gar nicht gemessen. Die Ergebnisse bestitigen

jedoch die bisher gefundenen Zytotoxizititen anderer Acetophenone. [187,188]
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Abbildung 228: Zytotoxizitdt von 2 im Nuclear Shrinkage (A) und MTT-Assay (B) [186]

AnschlieBend wurde mit einem Caspase-3/7-Assay analysiert, ob die substanzinduzierten
Effekte im Nuclear Shrinkage Assay auf eine Auslosung der Apoptose zuriickgefiihrt werden
konnen. In Abbildung 229 ist der Effekt der im Nuklear Shrinkage Assay aktiven Verbindungen
auf die Aktivierung der Effektor-Caspasen 3/7 [189] dargestellt. Fiir die Verbindungen 2 und 5
konnte gezeigt werden, dass sie die Caspase 3/7 signifikant beeinflussen, wenn auch in

wesentlich geringerem Ausmal} als Cisplatin.
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Caspase-3/7-Aktivierung
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Abbildung 229: Beeinflussung der Caspase 3/7 durch 2, 5 und 6+7 im Vergleich zu

Cisplatin. * (p < 0,05); ** (p < 0,01); ***(p< 0,001), ns (= nicht signifikant)
adaptiert nach Le et al. 2021 [186]

Tabelle 40 Ergebnisse der Caspase 3/7 Aktivierung der Acetophenone in %

Verbindung 10 pM 100 pM
2 6,92 20,47
4 0 0
5 0 3,49
6+7 3 0

Insgesamt gesehen zeigen die hier erhaltenen Ergebnisse aber, dass die Acetophenone aus
Melicope barbigera vergleichbare Ergebnisse liefern, wie sie fiir &hnliche Verbindungen in der

Literatur beschrieben wurden. [188,190,191]

Dariiber hinaus konnten wir feststellen, dass prenylierte Acetophenone stirker zytotoxisch
wirken, als vergleichbare Verbindungen ohne dieses Strukturelement. Dies wurde bereits zuvor
fiir Pflanzen der Gattung Acronychia gezeigt [69,70,84,187,192] und wir konnten dies in
unserer Arbeitsgruppe an der Zunahme der Toxizitidt filir prenylierte Flavonoide und

Isoflavonoide aus der Gattung Erythrina ebenfalls zeigen. [193—195]

Neben den Acetophenonen und Chromenen wurden auch die Flavonoide 9 — 22 aus den
Extrakten von Melicope barbigera in unterschiedlicher Konzentration und Reinheit isoliert und
identifiziert. Auch diese Stoffe mit Ausnahme, der nur im Gemisch vorliegenden Verbindungen
10, 13, 16, 21 und 22 wurden hinsichtlich ihrer Zytotoxizitdt mit Hilfe des ,,Nuclear Shrinkage
Assay* bestimmt (s. Tabelle 39, Abbildung 234). Abbildung 231 zeigt die Balkendiagramme
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(Mittelwerte = Standardabweichung (n > 3)) fiir die Verbindungen 9 — 19 ebenfalls in
normalisierter Darstellung bezogen auf Cisplatin (100%-Hemmung) und Medium (0%-

Hemmung).
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10 H H OCH;
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15 H OCH; | CHs H
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R
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Abbildung 230: Strukturen der in M. barbigera gefundenen Flavonoide, die mit Ausnahme
von 10, 13, 16, 20 und 22 im Nuclear Shinkage Assay getestet wurden
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Abbildung 231: Normalisierte Toxizitdtswerte der Flavonoide im Nuclear Shrinkage Assay,
*(p <0,05); ** (p <0,01); ***(p< 0,001), ns (= nicht signifikant)

Von den getesteten Flavonoiden zeigten die meisten Verbindungen entweder keine
zytotoxischen Eigenschaften oder die normierte Zytotoxizitét lag unter 20 % im Vergleich zu
Cisplatin. Eine Ausnahme stellten die Verbindungen 15 und 17 dar, deren Hemmwerte in der
Konzentration von 10 pM zwischen 53,2 % fiir 17 und 60,9 % fiir 15 lagen.
Uberraschenderweise zeigten beide Verbindungen genauso wie das Gemisch der Verbindungen
6 und 7 keine konzentrationsabhiangige Toxizitdt im Nuclear-Shrinkage Assay (Abbildung 227),
weshalb auch fiir diese beiden aktiven Flavonoide kein ICso-Wert bestimmt wurde. Da es sich
im Gegensatz zu den Acetophenonen und Chromenen um bekannte Substanzen handelt, wurde

diesem Sachverhalt nicht weiter nachgegangen.
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Caspase-3/7- Aktivierung
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Abbildung 232: Beeinflussung der Caspase 3/7 durch 15 und 17 im Vergleich zu Cisplatin.
signifikanter Unterschied mit p = 0,05 im Vergleich zur Kontrolle, * (p <0,05);
** (p<0,01); ***(p< 0,001), ns (= nicht signifikant)

Tabelle 41 Ergebnisse der Caspase 3/7 Aktivierung der Flavonoide in %

Verbindung 10 pM 100 pM
15 29,19 26,97
17 26,50 27,67

Wie bei den Acetophenonen wurde auch mit den Flavonoiden 15 und 17 ein Caspase-3/7-Assay
durchgefiihrt, um festzustellen, ob auch bei diesen Verbindungen der Effekt im Nuclear

Shrinkage Assay auf eine Auslosung der Apoptose zuriickgefiihrt werden kann.

Fiir beide Verbindungen konnte gezeigt werden, dass sie die Caspase 3/7 in einer Konzentration
von 10 puM signifikant beeinflussen (15 = 29,2 %, 17 = 26,5 % im Vergleich zu Cisplatin =
100%, siehe (Abbildung 232).

Uber die zytotoxischen Eigenschaften von Verbindung 15 wurde bereits in vielen Publikationen
berichtet. So zeigte dieses Flavonoid im MTS Assay nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden
toxische Eigenschaften gegeniiber epidermalen Karzinomzellen des Nasopharynx (KB-Zellen)
und Tumorzellen der promyeloischen Leukdmie (HL-60) mit ICso-Werten von 8§ nM bzw. 50
nM. [196,197] Wihrend an den KB-Zellen hauptsichlich der antiproliferative Effekt
nachgewiesen werden sollte, dienten die Versuche mit den HL60-Zellen dem Nachweis einer
Aktivitdt gegeniiber der Caspase-3/7. [196,197] Dariiber hinaus wurde auch untersucht
inwieweit die Testsubstanzen die Polymerisation des Tubulins und damit den Autbau des
Spindelapparates hemmen [196,197]. Der ICso-Wert der hier isolierten Verbindung 15 lag bei
1.3 uM. [196,197] Die Verbindung war dabei etwa doppelt so stark wirksam wie
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Deoxypodophyllotoxin (DPPT), ein ebenfalls natiirlich vorkommendes Lignan, das in vielen
ethnopharmakologisch interessanten Pflanzen gefunden wurde. [198] Neben der Verbindung
15 testeten Lewin et al. auch Verbindung 17, die sich durch das Fehlen der Methoxygruppe an
C-6 von 15 unterscheidet. [197] In allen Testsystemen fanden sie eine um etwa den Faktor 10
geringere Aktivitdt. Im Nuclear Shrinkage Assay ist die 6-Methoxygruppe fiir die Aktivitit der
Flavonoide offenbar nicht so wichtig, denn hier war 17 nur um den Faktor 1,4 weniger aktiv als
15. Verbindung 16 unterscheidet sich von 15 durch die Substitution des B-Ringes. Wihrend es
sich bei 15 um einen 3‘-Hydroxy-4‘-Methoxy-Flavonolmethylether handelt, ist bei 16 die
Hydroxylgruppe an C-3° methyliert, es handelt sich daher um einen 4‘-Hydroxy-3‘-Methoxy-
Flavonolmethylether. Im hier durchgefiihrten Nuclear Shrinkage Assay geht die Aktivitit dabei
verloren (s. Abbildung 231), obwohl 16 zu etwa 20 Prozent mit 15 verunreinigt ist. Verbindung
16 wurde neben 15 von Lichius et al. (1994) auch aus der Rutaceae Acronychia porteri isoliert
[196]. Die Autoren dieser Arbeit gaben fiir 15 einen ICso-Wert von 0,04 M gegeniiber KB-
Zellen an. [196] Der nur aus der Literatur iibernommene, wesentlich schlechtere Wert fiir 16
(0,2 uM) [196], kann nicht liberpriift werden, weil die zitierten Arbeiten [199,200], entweder
gar keine Toxizitdtsdaten enthalten [199], bzw. die Toxizitdt gegeniiber KB-Zellen mit 2,0 x
10! ohne Angabe der Einheit ebenfalls nur aus der Literatur entnommen haben. [200] Bei den
dort zitierten Arbeiten handelt es sich einmal um eine in Cancer Chemother. Reports unter der
Autorenbezeichnung Anon. fiir ,,Anonymus‘ gekennzeichnete, unauffindbare Verotfentlichung
aus dem Jahre 1962 und um eine zweite Arbeit, die 1969 von Hartwell und Abbott veroffentlicht
wurde [201]. Unsere Ergebnisse bestétigen die Befunde von Shi et al. aus dem Jahr 1995, der
die beiden isomeren Verbindungen 15 und 16 aus Polanisia dodecandra isoliert und deren
Aktivitit gegeniiber sechs verschiedenen Tumorzelllinien bestimmt hat [129]. Wahrend
Verbindung 15 in allen Testsystemen stark zytotoxische Eigenschaften zeigte, war 16 in allen
Testsystemen bis auf eines inaktiv. [129] Die Aktivitit gegeniiber epidermalen Tumorzellen
des Nasopharynx (KB-Zellen) wurde auch bestimmt, fiir 16 fanden Shi et al. einen ECso-Wert
von 8,4 uM. [129]

Fiir Verbindung 19 konnte keinerlei Zytotoxizitdt ermittelt werden, was vermutlich an der zu
geringen Substanzmenge lag. Da andere prenylierte Flavonoide bereits hdufig als zytotoxische
Substanzen nachgewiesen werden konnten, wére auch hier eine Zytotoxizitit zu erwarten
gewesen. [193-195]

Die {ibrigen im Rahmen dieser Arbeit isolierten Cumarine und Alkaloide 23 - 27 wurden
ebenfalls getestet, keine dieser Verbindungen zeigte eine Aktivitit im Nuclear Shrinkage Assay

bei einer Testkonzentration von 10puM.
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Tabelle 42: Normalisierte Toxizititswerte in % der getesteten Verbindungen aus M. barbigera
im Nuclear Shrinkage Assay gegen A2780

Verbindungen 10 pM 100 pM
1 7,65 10,28
2 14,44 84,90
3 0,00 3,48
4 0,00 17,66
5 15,29 58,73
6/7 30,54 42,79

9 10,48 46,07
11 0,60 18,55
12 11,63 12,11
14 11,72 17,88
15 60,98 56,39
17 53,24 40,29
18 18,80 19,03
19 0,00 0,00
22 0 0
24 0 8,98
25 0 0
26 0 0
27 0 0

In der folgenden Abbildung wurden die Bilder wahrend des Nuclear Skrinkage Assays im High
Content Screening des Array Scan XTI aufgenommen. Auf der linken Seite der Abbildung ist
jeweils die Kontrolle und auf der rechten Seite die betreffende Verbindung mit der jeweiligen

gemessenen Konzentration in pM dargestellt.
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Abbildung 233: Zytotoxische Aktivitit der Acetophenone 2, 5 und Gemisch von 6 und 7.
Représentative Fluoreszenz Imaging Aufnahmen von Verbindungen mit

signifikanten Effekt auf die A2780-Zelllinie. Der Mafstab, der fiir die
Kontrolle angegeben wird, gilt fiir alle Abbildungen.
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Konirolle 10 pM (17)

Konirolle 100 pM (17)

Abbildung 234: Zytotoxische Aktivitit der Flavonoide 15 und 17.
Représentative Fluoreszenz-Imaging Aufnahmen von Verbindungen, mit
signifikanten Effekt auf die Zelllinie A2780. Der Mafstab, der fiir die
Kontrolle angegeben wird, gilt fiir alle Abbildungen.
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5 Diskussion

Die Gattung Melicope umfasst nach den Angaben von Ahmadpourmir et al. (2024) ungefahr
250 Arten. [202] In der Tabelle 43 sind 247 dieser Species aufgefiihrt, basierend auf der
Veroffentlichung von Hartley zur Taxonomie und Biogeography der nahe verwandten
Gattungen Euodia und Melicope (Rutaceae) [203], ergénzt durch einige weitere Arbeiten von
Hartley et al. und Appelhans et al. [30,32,204] Die Gattung ist insgesamt fiir den
Naturstoffchemiker schwer zu iiberblicken, weil Ergdnzungen und Reduktionen der Species mit
den verwandten Gattungen Fuodia und Pelea mehrfach durchgefiihrt wurden. [30,32,204],
wobei die von den Botanikern verwendeten Zeitschriften nicht immer zugénglich sind.
Zusitzlich erschwert wird die Suche nach bereits in Melicope gefundener, pflanzlicher
Sekundérstoffe dadurch, dass die verwandte Gattung Euodia, aus der eine gewisse Anzahl von
Species in die Gattung Melicope iiberfiihrt worden ist, bis zum Ende der 1950er Jahre fehlerhaft
Evodia genannt wurde. [203] Es ist daher moglich, dass Verdffentlichungen von
Untersuchungen an ein- und derselben Species unter der Gattungsbezeichnung Evodia, Euodia

und Melicope publiziert wurde [143,153,205-210].

Hartley hat bereits vor mehr als 20 Jahren in seiner Arbeit dargestellt, dass die in dieser ganz
aktuellen Publikation erwihnte Evodia lepta, die eigentlich Euodia lepta heilen miisste, als
Melicope pteleifolia zur Gattung Melicope gehort. [203,211] Leider ist das offenbar nicht alle
Autoren bekannt, so dass sich Arbeiten zu allen drei Bezeichnungen dieser Species finden, was

die Suche nach Inhaltsstoffen enorm erschwert.

Die Problematik besteht bis heute, z.B. erschien in diesem Jahr eine Arbeit zur Nephrotoxizitét
des Evodiamins bei der Verwendung der als Fructus Evodiae in der traditonellen chinesischen
Medizin bekannten Friichte von Evodia rutaecarpa. [212] Bei dieser Pflanze handelt es sich
jedoch um eine Euodia-Art, die heute zur Gattung Tetradium gehort, wie die Publikation von
Na et al. zur antibakteriellen Wirkung von Tetradium ruticarpum Friichten zeigt, die ebenfalls

als Evodiae fructus bezeichnet werden. [213]

Hartley (2001) teilt die Gattung Melicope in die vier Sektionen Melicope, Vitiflorae, Pelea und
Lepta ein und beschreibt, dass 38 Arten die Sektion Melicope bilden, nur 8 Arten zur Sektion
Vitiflorae gehoren, 85 Arten in die Sektion Pelea eingeteilt werden und dass die Sektion Lepta

mit 112 Arten die groflte Gruppe darstellt. [203]
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In seiner im Februar 2001 erschienen Arbeit zur Taxonomie und Biogeographie der Gattungen
Euodia und Melicope schreibt Hartley, dass bisher nur eine Euodia Species (E. hortensis) und
insgesamt nur 17 Melicope-Arten phytochemisch untersucht worden sind. [203] Hartley bezieht
sich dabei auf eine von ihm als Co-Autor mitverfasste Arbeit von Ng et al. aus dem Jahr 1987.
[214] Von den dort gelisteten 17 Melicope-Species, werden zwei Arten heute unter einem
anderen Namen gefiihrt, Melicope perspicuinervia heiit heute Melicope reticulata und

Melicope sarcococca wird heute Melicope durifolia genannt. [203,214]

Eine Literaturrecherche in den Chemical Abstracts mit dem Stichwort ,,Melicope* lieferte im
Juli 2024 insgesamt 353 Treffer, inklusive unserer eigenen Publikation zu den Acetophenonen
von Melicope barbigera und deren Zytotoxizitit. [49,186] Wenn man davon ausgeht, dass
Hartley nur die Literatur bis einschlielich 2000 zur Verfiigung stand, reduziert sich die Anzahl
der Paper auf 81, wovon etwa 60 die Isolierung und Identifizierung von Verbindungen aus den
Stoffgruppen der Alkaloide, Flavonoide, Acetophenone, und Cumarine beschreiben. Dabei
hitte man mit M. hayesii, M. erromagensis, M. micrococca und M. pteleifolia vier weitere
Melicope species finden kdnnen, so dass die Anzahl der bis 2000 phytochemisch untersuchten
Arten auf 21 erhoht werden miisste. Weitere 21 Melicope Arten aus Tabelle 43, inklusive der
in dieser Arbeit untersuchten Melicope barbigera, wurden seit der Jahrtausendwende
phytochemisch untersucht, wobei neben Alkaloiden, Flavonoiden und Acetophenonen auch das
dtherische Ol untersucht wurde. Weitere Inhaltsstoffe waren Cumarine, Furanocumarine und
Lignane. [215] Abziehen muss man eventuell die Arbeit zu M. quercifolia, bei der es sich nach
Hartley um M. denhamii handelt [36]. Gemessen an der groen Anzahl an Species in der
Gattung Melicope, zu der auch noch weitere in Tabelle 43 noch nicht aufgefiihrte Arten
hinzugefiigt wurden, ist der Anteil der untersuchten Arten mit 41 oder 42 von insgesamt liber
200 Species immer noch sehr gering. Wie bereits in der Einleitung zu dieser Arbeit erwéhnt,
wurden in den untersuchten Arten der Gattung Melicope Alkaloide, Acetophenone, Cumarine
und Flavonoide gefunden. In anderen Arbeiten wurde iiber die Zusammensetzung des
dtherischen Ols berichtet [216] und es wurden auch andere, eher ubiquitire Inhaltsstoffe
erwéhnt, wie z.B. das -Sitosterol. [63] Leider ist bei vielen Publikationen zu den Inhaltsstoffen
von Melicope nicht klar, ob das Auffinden von Sekundirstoffen aus einer bestimmten
Inhaltsstoffgruppe darauf zuriickzufiihren ist, dass speziell und nur danach gesucht wurde, oder
ob die ausschlieBliche Isolierung von einer Gruppe bedeutet, dass andere Stoffe nicht oder nur
in so geringer Menge enthalten waren, dass sie nicht isoliert werden konnten. Betrachtet man

die vier Sektionen, die Hartley gebildet hat, so ldsst sich feststellen, dass Species aus jeder der
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Sektionen phytochemisch untersucht wurden [36]. Aus der Sektion Melicope (Tabelle 43) sind
mit M. broadbentiana, M. contermina, M. indica, M. mantellii, M. patulinervia, M. reticulata,
M. simplex, M. ternata und M. xanthyloides insgesamt neun Arten untersucht worden.
Alkaloide wurden nur in M. indica, M. reticulata und M. xanthoxyloides gefunden [114,214],
nur M. indica enthédlt auch Flavonoide. [217,218] Acetophenone wurden jedoch bisher in keiner

dieser Arten gefunden.
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Tabelle 43: Melicope Arten und deren Einordnung in unterschiedliche Sektionen [30,32,203,204]

I. Sektion Melicope III.  Sektion Pelea I\A Sektion Lepta
1 M. aequata 66 | M. fatuhivensis 132 | M. accendens 201 | M. micrococca
2 M. balgooyi 67 | M. feddei 133 | M. acuminata 202 | M. mindorensis
3 M. broadbentiana 68 M. fulva 134 | M. affinis 203 | M. moluccana
4 M. burttiana 69 | M. glaberrima 135 | M. alpestris 204 | M. monticola
S M. carrii 70 | M. haleakalae 136 | M. anomala 205 | M. neglecta
6 M. contermina 71 M. haupuensis 137 | M. balankazo 206 | M. nishimurae
7 M dicksoniana 72 M. hawaiensis 138 | M. bakeri 207 | M. obscura
8 M. evansensis 73 M. hiiakae 139 | M. belahe 208 | M. obtusifolia
9 M. flaviflora 74 | M. hivaoaensis 140 | M. benguetensis 209 | M. obtusifolia ssp. gigas
10 M. goialensis 75 M. hosakae 141 | M. blancoi 210 | M. obtusifolia ssp. gigas var. brachypoda
11 M. homoephylla 76 M. inopinata 142 | M. bonwickii 211 | M. obtusifolia ssp. gigas var. cuneifolia
12| M. indica 77 | M. kaalensis 143 | M. borbonica 212 | M. obtusifolia var. arborea
13 M. jugosa 78 M. kavaiensis 144 | M. borbonica var. acuminata | 213 | M. obtusifolia var. inaequalis
14| M. longior 9 | M. knudsenii 145 | M. buennemeijeri 214 | M. pachyphylla
15 M. lucida 80 M. lamii 146 | M. burmahia 215 | M. pachypoda
16 | M. macgregorii 81 M. lasioneura 147 | M. buwaldae 216 | M. pahangensis
17 | M. mantellii 82 | M. lauterbachii 148 | M. calycina 217 | M. palawensis
13 M. mucronata 83 M. lobocarpa 149 | M. celebica 218 | M. pauciflora
19 | M. novoguineensis 84 | M. lydgatei 150 | M. chapelieri 219 | M. pendula
20 M. oblanceolata 85 M. macrophylla 151 | M. chapelieri var. sessilis 220 | M. peninsularis
21 M. patulinervia 86 | M. macropus 152 | M. chunii 221 | M. pergamentacea
22 M. perryae 87 M. makahae 153 | M. clemensiae 222 | M. pteleifolia
23 M. petiolaris 88 M. molokaiensis 154 | M. coodeana 223 | M. pulgarensis
24 | M. phanerophlebia 89 | M. mucronulata 155 | M. confusa 224 | M. quadrilocularis
25 M. pubifolia 90 M. munroi 156 | M. corneri 225 | M. ramuliflora
26| M. reticulata o1 M. nealae 157 | M. cornuta 225 | M. remyi
27 M. ridsdalei 92 M. nubicola 158 | M. cornuta var. decurrens 227 | M. rhytidocarpa
28 M. robusta 93 M. nukuhivensis 159 | M. crassifolia 228 | M. rigoensis
29 | M. sororia 94 | M. oahuensis 160 | M. crassiramis 229 | M. rostrata
30 M. simplex 95 M. obovata 161 | M. cravenii 230 | M. rubra
31 M. stellulata 9% | M. orbicularis 162 | M. crispula 231 | M. sambiranensis
32 | M. suberosa 97 M. ovalis 163 | M. cucullata 232 | M. schraderi
33 | M. sudestica 98 | M.ovata 164 | M. decaryana 234 | M. segregis
34 | M. tahitensis 99 | M. pallida 165 | M. denhamii 235 | M. semecarpifolia
35 | M. taveuniensis 100 | M. paniculata 166 | M. discolor 236 | M. sessilifoliola
36 | M. ternata 101 | M. pedicellata 167 | M. doormani-montis 237 | M. spathulata
37 | M. trachycarpa 102 | M. peduncularis 168 | M. dubia 238 | M. steenisii
38 | M. woitapensis 103 | M. perlmanii 169 | M. elleryana 239 | M. stonei
39 | M. xanthoxyloides 104 | M. polyadenia 170 | M. eriophylla 240 | M. subunifoliolata
IL Section Vitiflorae 122 AA;[ ponagensz:s 1;; M. euneura zz; M. tir(zorensis
. pseudoanisata M. exuta M. trichanta
40 | M. bracteata 107 | M. puberula 173 | M. fatraina 243 | M. trichopetala
41 M. capillacea 108 | M. quadrangularis 174 | M. fellii 244 | M. tsaratnanensis
42 | M. erromangensis 109 | M. radiata 175 | M. floribunda 245 | M. villosa
43 | M. laevis 110 | M. reflexa 176 | M. forbesii 246 | M. viticina
44| M. littoralis | M. retusa 177 | M. glabella 247 | M. zambalensis
45 | M. margaretae 112 | M. revoluta 18 | M. glabra
46 | M. polybotrya 13 | M. richii 179 | M. glomerata
47 | M. vitiflora 114 | M. robbinsii 180 | M. grisea
. 15 | M. rotundifolia 181 | M. hayesii
LG S IR 16 | M. saint-johnii 182 | M. hiepkoi
48 | M. aberrans U7 | M. sandwicensis 183 | M. hookeri
49 | M. adscendens 18 | M. savaiensis 184 | M. idiocarpa
50 M. alba 19 | M. sessilis 185 | M. incana
51 M. albiflora 120 | M. sterrophylla 186 | M. improvisa
52 | M. aneura 121 | M. sulcata 187 | M. irifica
53 M. anisata 122 | M. tekaoensis 188 | M. jonesii
54 | M. balloui 123 | M. triphylla 189 | M. kainantuensis
55 M. barbigera 124 | M. vatiana 190 | M. kjellbergii
56 | M. boweriana 125 | M. versteeghii 191 | M. kostermansii
57 | M. brassii 126 | M. viellardii 192 | M. latifolia
58 | M. christophersenii 127 | M. vinkii 193 | M. laxa
59 | M. cinerea 128 | M. volcanica 194 | M. lunu-ankenda
60 | M. clusiifolia 129 | M. waialealae 195 | M. macrocarpa
61 M. conjugata 130 | M. wawraeana 196 | M. madagascariensis
62 | M. cruciata 131 | M. zahlbruckneri 197 | M. magnifolia
63 | M. degeneri 198 | M. maliliensis
64 | M. durifolia 199 | M. maxii
65 200

M. elliptica

M. megastima
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Diese Stoffgruppe konnte bisher in M. broadbentiana, M. patulinervia, M. simplex und M.
ternata, fast immer zusammen mit Flavonoiden, nachgewiesen werden. [75,112,214,219] In M.
mantellii wurden nur Flavonoide zusammen mit Furanocumarinen gefunden, die bisher aus

keiner weiteren Art der Sektion Melicope isoliert werden konnten. [214]

Von M. contermina wurde nur das itherische Ol untersucht. [220] Aus der Sektion Vitiflorae
wurden drei Arten auf Inhaltsstoffe untersucht. M. vitiflora enthdlt Acetophenone und
Alkaloide [214], M. erromagensis nur Acetophenone. [221] Auch aus der Sektion Pelea, zu der
die in dieser Arbeit untersuchte Melicope barbigera gehort, und die nach Hartley 85 Arten
umfasst (Tabelle 43) [203], wurden mit M. anisata, M. durifolia, M. lasioneura und M. triphylla
nur vier Species auf ihre Inhaltsstoffe untersucht. Im M. anisata wurden nur Cumarine gefunden
[222], M. triphylla enthdlt Cumarine, Alkaloide und Flavonoide [102,111,125,214,223-228],
wiahrend M. lasioneura nur Alkaloide und M. durifolia (friiher M. sarcococca) nur Flavonoide
enthilt. [214] Die Sektion, zu der die groBte Anzahl an Melicope-Arten gehort ist die Sektion
Lepta. Aus dieser Gruppe wurden bereits 23 Arten phytochemisch analysiert. Die am besten
untersuchte Species ist M. pteleifolia. [50,51,88,90,229-235], in der Alkaloide, Acetophenone
und Flavonoide gemeinsam gefunden wurden. Grund fiir das grof3e Interesse an M. pteleifolia
ist die Verwendung der Blétter dieser Pflanze in der traditionellen chinesischen Medizin und in
der Naturheilkunde anderer asiatischer Lander. [236] Sekundirstoffe aus diesen drei
Substanzgruppen wurden auch in M. elleryana gefunden. [131,237-239]. In M. denhamii und
M. lunu-ankenda fand man zusitzlich Cumarine. [70,224,240] Diese beiden Arten sind, neben
der hier untersuchten M. barbigera, die einzigen Species der Gattung Melicope aus denen
Substanzen aus allen vier gattungstypischen Stoffgruppen bekannt sind. M. borbonica und M.
latifolia enthalten Acetophenone und Cumarine [94,157,241-245] sowie zusétzlich Flavonoide

(M. borbonica) [61] und Alkaloide (M. latifolia). [157]

Aus den anderen untersuchten Arten der Sektion Lepta, ist bisher nur das Vorkommen von
Substanzen aus der einen oder der anderen dieser drei dominierenden Stoffgruppen bzw. aus
zwei dieser Stoffgruppen gemeinsam in einer Pflanze beschrieben worden. So wurden in M.
bonwickii, M. confusa, M. euneura und M. moluccana nur Alkaloide [55,62,214,237] in M.
obtusifolia var. arborea und M. viticina nur Acetophenone [86,246,247]) und in M. hookeri
und M. subunifoliolata nur Flavonoide gefunden [105,247,248] Wiahrend aus M. coodeana und
Acetophenone und Flavonoide bekannt sind [34,53,117,148,157,243,249,250], enthalten M.

accendens und M. madagascariensis und M. micrococca Alkaloide und Flavonoide
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[59,76,205,251] M. belahe enthdlt Cumarine und Alkaloide [206], M. glabra Cumarine und
Flavonoide [134,207,242,248,252,253] Dariiber hinaus wurden in einigen Species dtherisches

Ol und Furanocumarine nachgewiesen. [70,220]

Die in dieser Arbeit prasentierten Untersuchungen zur Isolierung und Identifizierung von
Sekundirstoffen aus den Bléttern von Melicope barbigera aus der Sektion Pelea (Rutaceae),
lieferten erst zum vierten Mal phytochemische Ergebnisse aus dieser Sektion innerhalb der
Gattung Melicope. Insgesamt gesehen ist M. barbigera die 43. Species der artenreichen
Gattung, liber deren Inhaltsstoffe berichtet wird. Es konnten insgesamt 8 Acetophenone und
Chromene, 14 Flavonoide, 4 Furanocumarine und 1 Alkaloid isoliert und identifiziert werden
(s. Kap.2.1 — 2.19 und Experimenteller Teil Kap. 6). Die meisten dieser Verbindungen wurden

auch auf ihre Zytotoxizitdt gegeniiber humanen Krebszellen untersucht.
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5.1 Acetophenone

Acetophenone sind phenolische Naturstoffe, die in vielen Familien des Pflanzenreichs und auch
in Pilzen gefunden wurden. Eine Ubersicht iiber natiirlich vorkommende Acetophenone und
deren pharmakologische Eigenschaften gibt eine in diesem Jahr ganz aktuell erschienene
Ubersichtsarbeit von Ahmadpourmir et al. (2024), in der der auch die bereits vor einigen Jahren

veroffentlichten Teilergebnisse aus der hier vorgelegten Arbeit beriicksichtigt wurden. [202]

Bei Acetophenonen handelt es sich streng genommen um phenolische Substanzen, die neben
einer Acetylgruppe eine oder mehrere phenolische Hydroxylgruppen an einem Phenylring
aufweisen. Wie bei vielen anderen pflanzlichen Sekundirstoffen auch, konnte mit einigen
Acetophenonen gezeigt werden, dass sie eine dkologische Bedeutung fiir die produzierende
Pflanzen besitzen und diese z.B. vor Fral} durch Insekten schiitzen. [202]

Einige Acetophenone wie z.B. das Apocynin aus der Picrorhiza kurroa, einer aus dem
Himalaya stammenden, in der Ayurveda-Medizin Indiens verwendeten Lamiaceae, sind wegen
ithrer antiinflammatorischen Wirkung auch pharmakologisch interessant. [254] Gleiches gilt fiir
den Methylether des Apocynins, das Paeonol aus der einkeimbléttrigen Dioscorea japonica
(Discoreaceae), dem antimutagene Eigenschaften nachgewiesen werden konnten [255],
Ahmadpourmir et al. listet in seiner Publikation insgesamt 252 verschiedene Substanzen, deren
Struktur von ganz einfachen Verbindungen, wie dem Apocynin, iiber prenylierte Verbindungen
bis hin zu Substanzen mit komplexen polycyclischen Grundgeriisten reicht, deren biogenetische
Herkunft nicht sofort erkennbar ist. [202]

Ihr Hauptvorkommen haben die Acetophenone in der Familie der Rutaceae, zu der auch die
Gattung Melicope gehort. Nach Angaben von Ahmadpourmir et al. wurden aus dieser Familie

bereits 124 verschiedene Substanzen isoliert und identifiziert. [202]
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1. Melicope broadbentiana [75,219] 11. Melicope borbonica [241]
OR o OR
H,CO.
HO OW H;CO OCH,4
OH
(¢]
#1 Melicopol (R = H) #3 Xanthoxylin (R = H)
#2 Methylmelicopol B (R= CH3) #4 Methylxanthoxylin

1I1. Melicope coodeana [53]

#5 Coodeanone A (R = 3-Methyl-2-butenyl)

#6 E-Coodeanone B (R= 3,7-dimethyl-8-hydroxy-2E,6E-octadienyl)
#7 Z-Coodeanone B (R= 3,7-dimethyl-8-hydroxy-2Z,6Z-octadienyl)
#8 Coodeanone C (R= 3,7-dimethyl-8-ox0-2E,6E-octadienyl)

1V. Melicope denhamii [136,225] V. Melicope elleryana [238]
o) OCH;
N H;CO
RO o) H;CO
OCH;
#10 Evodionol (R =H) #12 Evodione #13 Alloevodione
#9 Melicodenine B #11 Methylevodionol (R = CHz)

VI. Melicope erromagensis [221]

#14 Octandrenolone (R = H)

#15 O-Methyloctandrenolone (R=CH3)
#16 (+)-trans-3°"",4°’-Dihydro-3’"*,4°"’-dihydroxy-octandrenolone (R = H)
#17 (+)-trans-3°"",4”"’-Dihydro-3°"’,4°*’-dihydroxy-O-Methyloctandrenolone (R=CHj3)
#18 cis-3"’,4>’-Dihydro-3"""a,4’"’a -dihydroxy-octandrenolone (R = H)
#19 (+)-trans-3°’,4’’-Dihydro-3"’,4’’-dihydroxy-octandrenolone (R = H)
#20 (+)-trans-3°’,4’’-Dihydro-3"’,4’’-dihydroxy-O-methyloctandrenolone (R=CH3)
#21 cis-3"’,4”’-Dihydro-3"’ a,4”’ a dihydroxy-octandrenolone (R = H)

Abbildung 235: Acetophenone und Chromene aus Species der Gattung Melicope - Teil 1
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VII. Melicope latifolia [94,148,157,243]

OCH, 0 OCH,
H;CO. \ \
HO HO o H;CO 0
o 6]
#22 Amelicarin #23 Alloevodionol  #11 Methylevodionol ~ #15 O-Methyloctandrenolone

#24 Melifolione A #25 Melifolione B
VIII. Melicope lunu-ankenda [70,256] IX. Melicope obscura [246]
[0} OR o OH
R
W
HO )
OCH;
#26 Leptonol (R = H) #27 Melilunumane #28 2,6-Dihydroxy-4-geranyloxyacetophenone (R = H)
#12 Evodione (R = CHj3) #29 4-Geranyloxy-2,6,p-trihydroxyacetophenone (R = OH)
o) OR,
Rs /
R,0 OR,

Ry
#30 1-[2°,4’-dihydroxy-3’,5’-di(3’’-methyl-2"’-butenyl)-6’-methoxy]-phenylethanone (R1=H, R>=H, R3= isoprenyl; R«~=CHj3; Rs=H)
#31 4-Geranyloxy-3-prenyl-2,6,B-trihydroxyacetophenone (Ri1=H, Ro=geranyl, R3=H; R4=H; Rs=OH)

X. Melicope octandra [136] XII. Melicope obtusifolia ssp. obtusifolia var. arborea [246]

o OH
R
W
HO O

#14 Octandrenolone #32 2,6-Dihydroxy-4-geranyloxy-3-prenylacetophenone (R = H)
#31 4-Geranyloxy-3-prenyl-2,6,B-trihydroxyacetophenone (R=

Abbildung 236: Acetophenone und Chromene aus Species der Gattung Melicope — Teil 11
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XIII. Melicope patulinervia [215]

o

HO.
HO. OH

A

O

#33 Patulinone E

HO

#34 Patulinone F

OH

HO

X

OH
#35 Patulinone G

XIV. Melicope pteleifolia [50-52,88,90,229-232]

HO HoO

#36 Pteleifolol A (R= E-p-coumaroyl) #42 Pteleifolol E

#37 Pteleifolol B (R = Z-p-coumaroyl)
#38 Pteleifolol C (R = E-feruloyl)

#39 Pteleifolol D (R = benzoyl)

#40 2,4 ,6-trihydroxyacetophenone-
#41 3,5-di-C-glucopyranoside (R = H)

#45 Melicolone A (R; = 3-OH; R, =H)
#46 Melicolone B (R; = a-OH; R, = H)
#47 Melicolone G (R; = -OH; R, = isoprenyl)
#48 Melicolone I (R; = a-OH; R, = isoprenyl)

#52 Melicolone C

#53 Melicolone D

#49 Melicolone H (R; = B-OH; R, = a-CH3)
#50 Melicolone J (R = a-OH; R, = B-CH3)
#51 Melicolone K (R; = a-OH; R, = a-CH3)

(6]
OH

#55 Melicolone F

J K
o) iy,
OH

#54 Melicolone E

OH

Abbildung 237: Acetophenone und Chromene aus Species der Gattung Melicope — Teil 111

355



Diskussion

X1V. Melicope pteleifolia [51,52,88,90,229-232,234]

OH

#60 Melicoptelin A #61 Melicoptelin B #62 Melicoptelin C #63 Melicoptelin D

OCH;4

#64 Melicoptelin E #65 Isofuranoselwynone #66 5,5°-dimethoxy-alloagerasanin #67 Melifolin

)

HO

OH

#68 Melicospiroketal A (2°R,3°S,4°S,5’R) #15 O-Methyloctandrenolone
#69 Melicospiroketal B (2°R,3’S,4’R,5’R)
#70 Melicospiroketal C (2°S,3°R,4’S,5’R)
#71 Melicospiroketal D (2°’R,3°R,4’R,5’S)

#72 Melicospiroketal E (2°S,3’S,4’S,5°R) R R>
o . . #73 Leptin A OH OH cis
’ ‘ #74 Leptin B OH OCH; | trans

#75 Leptin C OC,Hs | OH cis

#76 cis-3,4-dihydroxy-5,7-dimethoxy- | OH OCH; | cis
6-acetyl-2,2-dimethylchroman

Abbildung 238: Acetophenone und Chromene aus Species der Gattung Melicope — Teil IV
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X1V. Melicope pteleifolia [51,52,88,90,229-232,234]

Ri R R3 R4
#26 Leptonol OH COCHj3 OCH; OCHj;
#77 Isoevodionol OH COCH3 OCH;s H
#78 8-Acetyl-5,7-dihydroxy-2,2-dimethyl-6-(3-methyl-2-butenyl)-2H-1-benzopyran OH prenyl H COCH3
#10 Evodionol OCH; | COCH3 OH H
#79 Acronyculatin G OCH; | COCH3 OH prenyl
#11 Evodionolmethylether OCH; | COCH3 OCH; H
#80 6-Acetyl-8-hydroxy-5,7-dimethoxy-2,2-dimethyl-2H-1-benzopyran OCH; | COCH3 OCH; OH
#12 Evodione OCH; | COCH3 OCHj; OCHj3
#81 7-Acetyl-6-Hydroxy-5,8-dimethoxy-2,2-dimethyl-2 H-1-benzopyran OCH; | OH COCHj3 OCHj;
#23 Alloevodionol OCH; | H OH COCH;
#82 Alloevodionolmethylether OCH; | H OCH; COCH3
#83 8-Acetyl-7-hydroxy-5,6-dimethoxy-2,2-dimethyl-2H-1-benzopyran OCHj; | OCH;3 OH COCH3
#13 Alloevodione OCH3 | OCH; OCHjs COCH;
#84 Leptol B OCH; | CH(OH)CH3 OCHj; H
#85 6-(1-Hydroxyethyl)-5,7,8-trimethoxy-2,2-dimethyl-2H-1-benzopyran OCH; | CH(OH)CH3 OCH; OCHj;
#86 Methylleptol B OCH; | CH(OCH3)CH;3 OCHj; H
#87 5,7,8-Trimethoxy-6-(1-methoxyethyl)-2,2-dimethyl-2H-1-benzopyran OCH; | CH(OCH3)CH3 OCH; OCHj;
#88 Ethylleptol B OCH3; | CH(OCH,CH3)CH;3 | OCH3 H
#89 5,7-Dimethoxy-2,2-dimethyl-6-[ 1-[[(2E,7R,11R)-3,7,11,15-tetramethyl-2-hexadecen-1- OCH3 | CH(OC20H39)CH3 OCH3 OCH;3;
ylJoxy]Jethyl]-2H-1-benzopyran
#90 5,6,8-Trimethoxy-7-(1-methoxyethyl)-2,2-dimethyl-2H-1-benzopyran OCHj; | OCH;3 CH(OCH3)CH3 | OCH;
#91 8-(1-Hydroxyethyl)-5,7-dimethoxy-2,2-dimethyl-2 H-1-benzopyran OCH; | H OCH; CH(OH)CH3
#92 5,7-Dimethoxy-8-(1-methoxyethyl)-2,2-dimethyl-2 H-1-benzopyran OCH; | H OCH; CH(OCH3)CHj3
#93 5,6,7-Trimethoxy-8-(1-methoxyethyl)-2,2-dimethyl-2 H-1-benzopyran OCH3 | OCH; OCHjs CH(OCH3)CH3
#94 8-Ethenyl-5,7-dimethoxy-2,2-dimethyl-2H-1-benzopyran OCH; | H OCH; CH=CH,
#95 Leptene A OCH; | CH=CH, OCH; OCH;
#96 Leptene B OCH3 | CH=CH» OCH3 H
#97 5,7-Dimethoxy-2,2-dimethyl-2H-1-benzopyran-8-ol OCH; | H OCH; OH

Abbildung 239: Acetophenone und Chromene aus Species der Gattung Melicope -Teil V
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XV. Melicope quercifolia [72]

H;CO, —

D #98 Meliquercifolin A (R = H)
T M R #99 Meliquercifolin B (R=OCH3)

H;CO

XVI. Melicope semecarpifolia [257]

HO.
OH (9}
R, OCH;
H,CO O
Ho OW o
R,
#100 2-(1°-Geranyloxy)-4,6-dihydroxyacetophenone (Ri= H; R, = Acetyl) (R = H)
#101 2-(1°-Geranyloxy)-4,6,B-trihydroxyacetophenone (Ri= H; R, = 2-Hydroxyacetyl)
#102 4-(1°-Geranyloxy)-2,6-dihydroxyacetophenone (R;= COCH,OH; R, = H)
#103 4-(1’-Geranyloxy)-2,6,B-trihydroxyacetophenone (R;= COCH,OH; R, = H)

#104 3-Acetyl-6-(1’-Geranyloxy)-2,4-dihydroxybenzoic acid (Ri= Acetyl; R, = COOH)
#105 3-Acetyl-4-(1’-Geranyloxy)-2,6-dihydroxybenzoic acid (R;= COOH; R, = Acetyl)

(o} OH
o OH
0 OW W
O &)
F
R

OH
#107 1-(5-(1’-Geranyloxy)-7-hydroxy-2,2-dimethyl-2H- #109 (R,E)-1-(5-(3,7-dimethylocta-2,6-dienyloxy)-3,7-
chromen-8-yl-ethanone (R = CH3) dihydroxy-2,2-dimethylchroman-8-yl)ethanone
#108 1-(5-(1’-Geranyloxy)-7-hydroxy-2-dimethyl-2(4-methyl-
pent-3-enyl)-2H-chromen-8-yl-ethanone
(R = 4-methylpent-3-enyl)

XVII. Melicope simplex [112]

OCH, 0 OCH;
pREES So¥
HO 0 H,CO 0
[¢]
#23 Alloevodionol #11 Methylevodionol

Abbildung 240: Acetophenone und Chromene aus Species der Gattung Melicope — Teil VI
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XVIII. Melicope stipitata [160]

o) OCH;

o] OCH;
X
N—Lon
RO O HO (@]
#10 Evodﬁonol (R=H) #111 Furostipitol
#11 Evodionolmethylether (R = CH3)
#110 Acronylin i Qs
OH
HO 0
0 OCH, QR
OH #114 5-Acetyl-6-hydroxy-2-(2-hydroxy-
isopropyl)-4-methoxy-2,3-dihydro-
benzofuran
H,CO
#112 6-Acetyl-3,4-dihydro-3f,40 -dihydroxy-5,7-dimethoxy-
2,2-dimethyl-2H-1-benzopyran (R = H)
#113 6-Acetyl-3,4-dihydro-4a-ethoxy-3B-hydroxy-5,7-
dimethoxy-2,2-dimethyl-2H-1-benzopyran (R = CH,-CH3)
XIX. Melicope ternata [112] XX. Melicope viticina [86]
OH
HO
[¢] [¢] (0]
o
OH
o o X
o
OH ;
#14 Octandrenolone (R = H) #115 Meliviticine A #116 Meliviticine B

#15 O-Methyloctandrenolone (R=CH3)

Abbildung 241: Acetophenone und Chromene aus Species der Gattung Melicope — Teil VII
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Weitere wichtige Quellen fiir Acetophenone sind die Asteraceae mit 31 Verbindungen gefolgt

von den Euphorbiaceae und den Asclepiadaceae. [202]

Eine Literaturrecherche in den Chemical Abstracts mit Hilfe von SciFinder® [49] im Friihjahr
2024 lieferte 34 Literaturstellen, auf die die Schliisselworte Melicope und Acetophenone
passen. Eine Suche mit den gleichen Stichworten bei https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov der
National Library of Medicine, Bethesda, USA, liefert 55 Treffer. Nicht alle diese ,,Hits* sind
verwertbar, weil sie, wie z.B. die beiden éltesten, in den Chemical Abstracts verzeichneten
Arbeiten aus den Jahren 1949 und 1966, nicht die Isolierung von Acetophenonen als
Inhaltsstoffe von Melicope ternata beschreiben, sondern nur die Synthese von in dieser
Melicope-Art enthaltenen Flavonoiden, die mit Hilfe von Acetophenonen als Ausgangsstoffen

synthetisiert werden kdnnen. [74,258]

Bei Durchsicht der Literatur ldsst sich aber erkennen, dass Acetophenone und Chromene bisher
in 20 Melicope Arten gefunden worden sind, die in der sich iiber mehrere Seiten ersteckenden
oberen Abbildungen aufgefiihrt sind. Ahmadpourmir et al. listen inklusive M. barbigera, die
als 21. Art in den Abbildungen oben fehlt, nur 14 Melicope-Arten, was moglicherweise an der
Komplexitit der botanischen Namen und der bereits oben angesprochenen Verschiebung von
Pflanzen zwischen den Gattungen Euodia, Pelea, Acronychia, Dinosperma und Medicosma
liegt. In einigen Fallen existieren unter verschiedenen Gattungsbezeichnungen unterschiedliche

Publikationen, deren Inhaltsstoffe dann letztlich einer Species zuzuordnen sind.

Auch in unserer Abbildung gibt es zwei problematische Arten. Bei Melicope octandra, die in
der Ubersichtsarbeit von Ahmadpourmir et al. nicht erwihnt wird [202], handelt es sich nach
heutiger Auffassung um eine Species der Gattung Acronychia (A. octandra) [203] und auch
Melicope stipitata, die allerdings auch bei Ahmadpourmir als Melicope-Art erwahnt wird [202]
gehort heute nicht mehr zur Gattung Melicope sondern wird als Dinosperma stipitata der
Gattung Dinosperma zugeordnet [203]. Wenn man diese zwei Species abzieht, dann ist
Melicope barbigera die 19. Melicope-Art, in der Acetophenone gefunden wurden. Wie man
anhand der o. g. Abbildungen erkennen kann, ist Vielfalt der in Melicope Arten gefundenen
Acetophenone in Bezug auf deren Struktur sehr gro3. Bei vielen Verbindungen, z.B. #1- #8,
#28- #33, #36-#41, #43-#44, #100-#105 sowie #110, handelt es sich um einfache offenkettige
Acetophenone mit einem unterschiedlich substituierten, aromatischen Ring. Viele der

Verbindungen sind am Sauerstoff prenyliert, d.h. mit einem 3-Methyl-3-butenylrest
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substituiert. Sie sind daher vermutlich enzymatisch mit einem Isopentenylpyrophosphat, also

einem Hemiterpen verbunden worden.

o OH

HO OH

#43

Korfekte Struktur von #33

Abbildung 242: Geranylsubstituierte Acetophenone aus M. patulinervia und M.pteleifolia

Neben der Substitution am Sauerstoff sind etliche Verbindungen auch am Phenylring des
Acetophenons mit einem Hemiterpen (Cs-Korper) substituiert (#5-#8, #30- #32, #44 und #110
in Abbildung 235) oder sie besitzen einen Cio-Korper (Monoterpen) nach enzymatischer
Substitution mit einem Geranylpyrophosphat. Die in Abbildung 242 dargestellten
Verbindungen #33 aus M. patulinervia und #43 aus M. pteleifolia sind dabei die einzigen bisher
in Melicope Arten gefundenen, am Phenylring mit einem Geranylrest substituierten,
offenkettigen Acetophenon-Derivate. Betrachtet man die Gesamtheit der einfachen,
monocyclischen Acetophenone (#1-#8, #28-#33, #36-#41, #43-#44, #100-#105 sowie #110)
aus der Abbildung 235 dann fillt auf, dass es sich bei allen Verbindungen bis auf # 34 um 4-
Hydroxyacetophenone handelt. Auch bei den Chromenen und Benzofuranen handelt es sich
ausnahmslos um bi- oder tricyclische Derivate des 4-Hydroxyacetophenons. Dieser Umstand
hat uns dazu veranlasst uns die Publikation von Vu et al. als aus dem Jahre 2021 einmal genauer

anzusehen. [215]

Die Autoren beschreiben dort die Isolierung und Identifizierung von 6 mg des neuen Naturstoffs
Patulinone E (Verbindung 5 in deren Arbeit), der Verbindung #33 in Abbildung 235. Die
Strukturaufklirung erfolgte mit Hilfe der IR- und UV-Spektren sowie mit 'H- und *C-NMR.
mit zusdtzlicher Auswertung von zweidimensionalen COSY, HSQC- und HMBC-Spektren.
Leider wurden die Spektren in CDCIl; aufgenommen, welches aufgrund seiner protischen
Eigenschaften das Proton der phenolischen OH-Gruppe mit einem Deuterium austauscht,

wodurch das Signal der Hydroxylgruppe nicht mehr im Spektrum auftritt. Wire hier z.B.
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deuteriertes Dimethylsulfoxid verwendet worden, dann wére das Protonensignal der
Hydroxylgruppe leicht zu erkennen gewesen, woriiber das hydroxylierte, aromatische C-Atom
(*J-Korrelation) und seine Nachbarn (*J-Korrelationen) eindeutig iiber das HMBC-Spektrum
zuzuordnen gewesen wéren. Im Fall der von Vu et al. (2021) publizierten Struktur hétte es
Korrelationen mit dem aromatischen Methinkohlenstoff C-2¢ und dem quartdren C-4¢, der den
Geranylsubstituenten tragt, gegeben. Im anderen Fall, bei dem sich die Hydroxylgruppe an C-
4° befindet, hitte man Korrelationen zum Methinkohlenstoff C-5° sowie zum quartiren, die
Seitenkette tragenden C-3° gefunden. Die korrespondierenden Protonen an C-5° und C-3¢
bilden aufgrund des 1,3,4-trisubstituerten Phenylrings mit dem H-6° ein ABX-System, weshalb
das Proton an C-2° aufgrund seiner Metastellung zum H-6° zum Dublett mit einer
Kopplungskonstanten J von ca. 2 Hz aufspaltet, wahrend die Kopplungskonstante des ebenfalls
zum Dublett aufgespaltenen Signals von H-5° bei ca. 8 Hz liegen sollte. Dadurch wire die
Position der Hydroxylgruppe an C-3° oder C-4° eindeutig bestimmbar gewesen. In dem zur
Strukturaufklarung des Patulinons verwendeten CDCIl3; kann dies nur iiber die Korrelationen
der beiden Protonen an der ersten Methylengruppe H-1 mit C-3°, C-4° und C-5°, bei der von
Vu et al. vorgeschlagenen Struktur als 3-Hydroxyacetophenon, oder mit C-2¢, C-3° und C-4°
bei einem 4-Hydroxyacetophenon, wie es sonst iiblicherweise gefunden wurde, erfolgen.
Umgekehrt muss das H-5¢, welches Vu et al. bei 6 = 6.87 ppm (d, J=8.5 Hz) gefunden haben,
einen Cross-peak zum Kohlenstoff C-1‘zeigen. [215] Im anderen Fall trife das auf das H-2¢
bei 6 = 7.73 ppm (d, J=2.0 Hz) zu. Vu et al. geben die Signale fiir das C-1° bei 6 =29.8 ppm
und H-1°“ bei 8 = 3,42 ppm (d, 3.42, J= 7.0 Hz) an. Um zu zeigen, dass die fiir das Patulinone
D angegebene Struktur richtig ist, geben Vu et al. ein Schaubild mit den im HMBC-Spektrum
gefundenen long-range Korrelationen an. [215] Fiir die beiden zum Dublett aufspaltenden
Protonen sind nur zwei Korrelationen zu C-3° und C-5° eingezeichnet. Schaut man in den zur
Publikation vorhandenen Appendix A mit dem ,,Supplementary data® so sieht man insgesamt
5 Cross-Peaks zwischen dem H-1°“ und benachbarten Kohlenstoffen. Bei der von Vu et al.
vorgeschlagenen Struktur wiren das die *J-Kopplungen zu den Kohlenstoffen C-3¢, C-5¢ und
C-3*“ sowie 2J-Kopplungen zum C-4¢, an dem der Geranylrest gebunden ist und zum C-2¢ in
der Seitenkette. Dies trifft allerdings nur fiir die Crosspeaks bei 6 = 120.7 ppm (H-1°°/C-2¢),
140.0 ppm (H-1°/C-3%%), 127.6 ppm (H-1°“/C-4°) und 6 = 160.2 ppm (H-1°‘/C-3%) zu.
Uberraschenderweise findet sich kein Cross-Peak zum Kohlenstoffsignal bei § = 116.2 ppm (C-
5°). Stattdessen findet man den fiinften Cross-Peak bei § = 130.4 aufgrund der *J-Kopplung mit
dem aromatischen Kohlenstoff C-2¢ der iiber die Korrelation mit dem Protonensignal bei & =

7.73 ppm (d, J=2.0 Hz) eindeutig zugeordnet ist. [215] Das bedeutet, dass die
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Geranylseitenkette am C-3° und nicht am C-4° gebunden ist. Man hétte den Fehler auch noch
an einer anderen Stelle bemerken konnen. Vu et al. haben die beiden am weitesten im tiefen
Feld liegenden Kohlenstoffsignale bei & = 196.9 und 160.2 ppm dem Carbonylkohlenstoff C-1
und dem hydroxylierten quartiren C-Atom des Phenylrings zugeordnet. Das ist korrekt,
allerdings kann die Position der Hydroxylgruppe und der Geranylseitenkette an C-3° oder C-4°
daraus nicht abgeleitet werden. Das Signal des hydroxylierten, quartiren, aromatischen
Kohlenstoffs C-3° oder C-4° besitzt insgesamt vier Kreuzsignale zu den Signalen der
Methylenprotonen H-1°“ bei & = 3.42 ppm der am Nachbarkohlenstoff gebundenen
Geranylseitenkette, sowie drei weitere gut erkennbare Crosspeaks zu allen drei aromatischen
Protonen 6 = 7.73 (H-2°), 7.71 (H-6°) und 6.87 (H-5°). Dies ist nur moglich, wenn die
Hydroxylierung am C-4° des Aromaten, in para-Stellung zur Acetylgruppe erfolgt ist. Bei eine
Hydroxylierung an C-3¢, meta zur Acetylgruppe wiirde das Kreuzsignal zwischen H-6° und C-
4¢ fehlen (Abbildung 243).

Abbildung 243: Vergleich der strukturbeweisenden Kreuzsignale der Verbindung #33 als
4-Hydroxyacetophenon (links, richtige Struktur) und 3-
Hydroxyacetophenon (rechts, falsch angegebene Strukur [215])

Dieser Umstand und das Fehlen des Kreuzsignals zwischen H-1¢“ und C-5° lassen eindeutig
erkennen, dass es sich bei dem Acetophenon #33 aus Melicope patulinervia um das 3-Geranyl-
4-hydroxyacetophenon handelt. Die Verbindung besitzt daher eine Hydroxylgruppe in para-
Stellung zur Acetylgruppe, wie alle anderen aus Melicope isolierten Acetophenone. Die von
Vuet al. vorgeschlagene Struktur ist zu revidieren. Die Zuordnung der Signale der Kohlenstoffe
C-3° und C-4° sind zu vertauschen. Auch wenn die Seitenkette und die OH-Gruppe vertauscht

werden, handelt es sich immer noch um einen neuen Naturstoff.

Neben den offenkettigen Acetophenonen enthalten viele Melicope-Arten auch 2,2-Dimetyl-

benzopyrane, auch Chromene genannt (Abbildung 244), die biosynthetisch vermutlich aus
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prenylierten 4-Hydroxy-bzw. 2,4-Dihydroxy- Acetophenonen durch Ringschluss entstanden

sind.

Abbildung 244: Strukturelle Beziehungen zwischen Acetophenonen, Benzopyranen und
Benzofuranen

Aus 2,4-Dihydroxychomenen konnen so neben den 6-Acetyl- auch 8-Acetylbenzopyrane
entstehen (Abbildung 245). Findet die Cyclisierung nicht zwischen dem phenolischen
Hydroxylsauerstoff und dem C-3° sondern dem C-2° der Prenylseitenkette statt, bilden sich
Benzofurane, die dann einen Isopropylsubstituenten am C-2 des Furanrings besitzen
(Abbildung 245). Sowohl Benzofurane als auch Chromene konnen weitere Prenylsubstituenten
besitzen, die dann einen weiteren Ringschluss zu einem Trizyklus ermdglichen. Ein Beispiel
dafiir ist das Octandrenolon aus Melicope octandra (Verbindung #14 in Abbildung 236).
Dariiber hinaus gibt es viele polyzyklische und oder rekombinierte Verbindungen mit
kompliziertem Grundgeriist, die meistens nur einmal gefunden wurden (Abbildung 245).
Bicyclische Chromene finden sich in M. denhamii, M. elleryana, M. latifolia, M. lunu-ankenda,
M. pteleifolia, M. semecarpifolia, M. simplex und M. stipitata, wahrend trizyklische Chromene
in M. erromagensis, M. latifolia, M. octandra und M. ternata gefunden wurden. Benzofurane
kommen nur in M. patulinervia, M. pteleifolia, M. stipitata und M. viticiana vor. Bis auf die

sechs Verbindungen #10-#12, #14, #15 und #23 wurden alle Derivate nur einmal gefunden.
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Abbildung 245: Acetophenone aus Melicope barbigera

Bei den in M. barbigera gefundenen 8 Acetophenonen (Abbildung 245) handelt es sich um
zwei einfache Acetophenone (1 und 2), drei bicyclische (3 - 5) und drei tetracyclische
Chromene (6 -8). Bei vier der sechs Chromene handelt es sich um 8-Acetylchromene, zwei

Verbindungen stellen 6-Acetylderivate dar.

Die beiden einfachen Acetophenone 1 und 2 konnten hier erstmals als natiirlich vorkommende
Substanzen isoliert und identifiziert werden. Bei 1 handelt es sich um das 2‘-Hydroxy- 4°,6°-
dimethoxy- 3°(2-hydroxy-3-methyl-3-buten-1-yl)acetophenon fiir das wir den Trivialnamen
Melibarbinon A vorgeschlagen haben. Diese Verbindung war bisher noch nicht beschrieben
worden. Melibarbinon B (2), iiber dessen natiirliches Vorkommen hier ebenfalls erstmals
berichtet wurde, war jedoch eine bereits bekannte Substanz, die als Zwischenprodukt bei der
Synthese von 4°-O-Methylxanthohumol anfiel und dort beschrieben wurde. [126] Bei den
Verbindungen 3 — S handelt es sich um einfache Benzopyrane, die alle drei 8-Acetyl-2,2-
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dimethyl-2H-bezopyrane sind. Wihrend das Alloevodionol (3), als eines der wenigen Ofters in
Melicope Species gefundenen Acetophenonderivate, bereits aus M. latifolia, M. pteleifolia und
M. simplex isoliert werden konnte, handelt es sich bei 4 und 5 um neue Naturstoffe. Die Struktur
von 4 wurde als 1-[7-hydroxy-5-methoxy-2-methyl-2-(4-methyl-3-pentenyl)-2 H-chromen-8-
yl]-ethan-1-on eindeutig bestimmt. Diese Verbindung war wie 2 bereits als Intermediat einer
chemischen Synthese beschrieben worden.[92] In diesem Fall ging es um das Boesenbergin A,
das sich von 4 dadurch unterscheidet, dass es anstelle der Acetylgruppe einen Cinnamoylresst
an C-8 tragt. Boesenbergin A ist eine natlirliche Verbindung aus Boesenbergia rotundifolia
(Zingiberaceae). [92] Da auch 4 erstmals als pflanzlicher Sekundérstoff isoliert und identifiziert

wurde, wurde der Trivialname ,,Melibarbichromen A* vorgeschlagen.

Bei allen aus M. barbigera isolierten Acetophenonen handelt es sich um Derivate des 1,3,5-
Trihydroxybenzols, des Phloroglucins. Solche Verbindungen werden auf dem Polyacetatweg
(Polyketidweg) gebildet, bei dem ein iiber die Bindung an Coenzym-A (CoA) aktiviertes
Acetatmolekiil an die aktivierte Methylengruppe eines Malonyl-CoA gebunden wird. Im ersten
Schritt entsteht dann nach Decarboxylierung Acetoacetyl-CoA. Diese Verbindung reagiert
dann erneut mit einem Malonyl-CoA, wodurch eine an CoA gebindene Oligoketosdure und
spater eventuell eine Polyketosdure entsteht, weshalb der Stoffwechselweg Polyacetat oder
Polyketidweg genannt wurde. [68] In Abbildung 246 ist der mogliche Biosyntheseweg der
Verbindungen 3 und 4 dargestellt. Aus einer Triketosédure, die sich aus drei Malonyl- und einem
Acetyl-CoA bildet, entsteht zuerst ein Acyl-Phloroglucin, das dann mit Hilfe eine Geranyl-
bzw. Prenyltransferase substituiert wird. Durch Reaktion einer phenolische OH-Gruppe mit der
Doppelbindung in der Prenyl- bzw. Geranylseitenkette konnten dann die Chromene 3 und 4 in

einer Cyclisierungsreaktion gebildet werden. (Abbildung 246)
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Abbildung 246: Moglicher Biosyntheseweg der Chromene 3, 4 und 5 iiber Acetophenone
angepasst nach [186]

Neben Alloevodionol (3) wurden in Melicope auch weitere dhnliche Chromene gefunden. Ein
solches Derivat ist der Alloevodiolmethylether (Verbindung 84 in Abbildung 239 ), der bisher
nur in Melicope pteleifolia gefunden wurde (Abbildung 239). Durch Anlagerung von Wasser
an die 2,3-Doppelbindung eines solchen 8-Acetyl-5,7-Diemethyoxy-2,2-Dimethyl-2H-
chromens kann formal das 8-Acetyl-3,4-dihydro-3-hydroxy-5,7-dimethoxy-2,2-dimethyl-2H-
chromen entstehen. Durch die Hydroxylierung entsteht eine chirale Verbindung, die wir als

racemisches Gemisch der R- und S-Enantiomeren isolieren konnten.

Die Annahme, dass die Biosynthese solcher Chromene aus den entsprechenden Acetophenonen
erfolgen konnte wurde zuvor schon von Schmidt et al. gemacht, die liber die offensichtliche
Bildung solcher Derivate am Beispiel der Empetrifranzinane A and B aus Hypericum
empetrifolium (Hypericaceae) berichteten. [97] Auch das tetracylische Ringsystem der
Melifolione und Empetrifranzinane konnte sich nach Schmidt durch die Reaktion eins
acetylierten Phloroglucinderivates (Acetopheneon), wie z.B. dem 1-(2,4,6-trihydroxy-
phenyl)ethan-1-one (Abbildung 247) nach Ankniipfung mit der Geranylseitenkette bilden. [68]
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Abbildung 247: Mogliche Biosynthese von 6 und 7 nach Schmidt et al. 2015 [97]
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Es kdme dann aber nicht zur einfachen Reaktion mit einer der phenolischen OH-Gruppen mit
der 2°,3°-Doppelbindung der Seitenkette, was in unserem Fall zu 4 fiihrt, sondern in einem
mehrstufigen Biosyntheseschema tiber ein 2°,3°-Epoxid zunéchst zur Bildung eines Pyranrings
mit einer der beiden im Molekiil vorhandenen Hydroxylgruppen. Die weiteren von Schmitt et
al. vorgeschlagenen Reaktionsschritte sind in Abbildung 247 dargestellt und fiihren zu den
Verbindungen 6 und 7.

Die beiden von Schmidt et al. identifizierten Empetrifranzinane A and B besitzen grof3e
Ahnlichkeit zu den hier gefunden Verbindungen 6 und 7. Statt der fiir die Verbindungen aus
Melicope Arten typischen Acetylgruppe tragen die Verbindungen aus Hypericum empetrifolium
eine Isobutylgruppe an der aromatischen Phloroglucinteilstruktur. Die Verbindungen 6 and 7,
wurden zuvor bereits von Goh et al. aus Melicope latifolia isoliert, die damals noch Euodia
latifolia hie}. Goh nannte die beiden Verbindungen Melifolione A und B und isolierte sie
ebenfalls nur als Gemisch. [94] Auch Schmidt konnte die beiden Empetrifranzinane nicht

einzeln isolierten. [97]

Verbindung 8 stellt ein Oxidationsprodukt von 7 dar. Am Anfang wurde vermutet, dass es sich
dabei um ein Artefakt handelt, das entweder durch die thermische Belastung bei der Soxhlet-
Extraktion oder den weiteren Aufarbeitungsschritten entstanden ist. Da ein entsprechendes
Produkt von 6 jedoch nicht gefunden wurde, sind wir der Frage weiter nachgegangen. Dabei
zeigte sich, dass Verbindung 7 unter normalen Bedingungen mit allen géngigen
Oxidationsmitteln nicht in 8 {iberfiihrt werden kann. Eine Artefaktbildung ist daher so gut wie

ausgeschlossen.

Wir konnten zeigen, dass die aus M. barbigera isolierten Acetophenone und Chromene 1 — 8
zytotoxisch gegentiber einer Zellinie des Ovarialkarzinoms (A2780) waren. Diese Zelllinie
wurde ausgewdhlt, weil wir bereits iiber Erfahrungen mit dieser Krebszelllinie bei der Testung
anderer Naturstoffe gesammelt haben und sich die Ergebnisse so besser einordnen lassen. [183—
185] Die Verbindungen 2 und 5 zeigten dabei zytotoxische Effekte, die dosisabhéngig waren.
Verbindung 2 zeigte dabei die grofere Aktivitdt und war bereits in einer 30.0 uM wirksam. Die
iibrigen Acetophenone zeigten keine Konzentrationsabhiangigkeit, so dass kein ICso-Wert
bestimmt werden konnte. Zusétzlich wurde tiberpriift, ob die Zytotoxizitdt der beiden aktiven

Substanzen die Caspase 3/7 beeinflussen, die bei der Auslosung und Durchfithrung der
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Apoptose von entscheidender Bedeutung ist. [189] Sowohl fiir 2 als auch fiir 5§ konnte gezeigt
werden, dass die Verbindungen die Caspase 3/7 aktivieren und so die Tumorzelle in die

Apoptose fiihren.

Unsere Befunde unterstiitzen damit die zuvor mit anderen Acetophenonen erhaltenen Daten.
[188,190,191,259] Zusitzlich konnen wir durch den Vergleich von 2 mit den anderen hier
isolierten Acetophenonen und Chromenen sagen, dass Verbindungen, die einen Prenylrest
tragen, verhéltnisméBig stirker zytotoxisch wirken als solche, denen dieses Strukturelement
fehlt. Dieser Befund zeigte sich auch in der Gattung Acronychia [84,187,192,260,261] und in
unsrere Arbeitsgruppe konnte dies zuvor auch schon an prenylierten Flavonoiden und

Pterocarpanen der Gattung Erythrina (Fabaceae) gezeigt werden. [78,193—195]

Im Jahre 2023 erschien eine Ubersichtsarbeit von Ahmed et al. iiber die volksmedizinische
Verwendung, die Phytochemie und die Wirkungen von Inhaltsstoffen aus Melicope Arten
gegeniiber Krebs [2], in der auch das aus dieser Arbeit resultierende Paper zu den
Acetophenonen und deren Zytotoxizitit zitiert wird. [186] In der Ubersichtsarbeit werden die
vier am hiufigsten gefundenen Stoffgruppen. die Acetophenone, Alkaloide, Cumarine und
Flavonoide neben einigen weiteren Stoffen aus insgesamt 11 verschiedenen Melicope Arten
und ihre Zytotoxizitdt zusammengefasst. [2] Als zytotoxische Acetophenone geben Ahmed et
al. nur die hier aus M. barbigera isolierten Verbindungen, insbesondere das in unseren Tests
aktivste Melibarbinon B (2) an. Leider verwechseln die Autoren in einer Ubersichtstabelle das
Melibarbinon mit dem Melibarbichromen B (5), das eine wesentlich geringere Aktivitét besal.
[2] Ein weiteres Acetophenon, das in der Ubersichtsarbeit aber als Sesquiterpen bezeichnet wird
ist das Amelicarin aus M. latifolia. Die Autoren bezeichnen diese Substanz als ein
Meroterpenoid, das aus einem Polyketid (Acetophenon) und Polyprenyl (Terpenoid) gebildet
wurde. Wegen der strukturellen Ahnlichkeit zum B-Caryophyllen, einem in sehr vielen Pflanzen
als Bestandteil des dtherischen Ols vorkommenden Sesquiterpen, gehen die Autoren davon aus,
dass die Verbindung aus einen prenylierten Acetophenon und diesem Sesquiterpen entstanden

ist. [243]
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Abbildung 248: Mogliche biogenetische Herkunft des Amelicarins aus M. latifolia

Bei den weiteren zytotoxischen Stoffen aus Melicope Arten handelt es sich um Alkaloide aus
M. xanthyloides, M. madagascariensis und M. triphylla, Quinolinone aus M. denhamii,
Flavonoide aus M. madagascariensis, M. glabra und M. triphylla, Cumarine aus M. lunu-
ankenda und M. quercifolia, ein Parachinon aus M. semecarpifolia und die 4-
Geranyloxyzimtsdure aus M. lunu-ankenda. [2] Von vier dieser Species (M. denhamii, M. lunu-
ankenda, M. quercifolia und M. semecarpifolia) ist bekannt, dass sie auch Acetophenone
enthalten, in allen Fillen wurden aber nur die beschrieben Substanzen isoliert und deren
Zytotoxizitdt in unterschiedlichen Bioassays bestimmt. In keinem Fall wurde eine iiber den
Zytotoxizitétstest gesteuerte Isolierung (,,bioguided fractionation*) durchgefiihrt, mit deren
Hilfe man auch andere aktive Stoffe héitte finden konnen. Es wire daher wiinschenswert, wenn

die Acetophenone aus diesen Pflanzen auch auf ihre Zytotoxizitét iiberpriift werden wiirden.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass wenig untersuchte und insbesondere endemische
Pflanzen, wie M. barbigera vielversprechende Quellen fiir weitere, umfangreichere
Untersuchungen sein konnen. AufBler in den oben dargestellten Melicope-Arten wurden
Acetophenone und Chromene auch in den nahe verwandten Gattungen Acronychia and
Medicosma gefunden. [260,262-266] Die Variabilitit der Verbindungen ist sehr grof3 und es
gibt eine ganze Reihe von Substanzen, die bisher nur in einer Art gefunden wurden.

Moglicherweise eignen sich diese Substanzen daher als Biomarker in der Chemotaxonomie.

Acetophenone und Chromene sind bisher inklusive der hier untersuchten M. barbigera in 20
Melicope Species gefunden worden, wenn man die beiden, oben erwéhnten, ausgegliederten
Species abzieht, dann verbleiben 18 Arten, die Acetophenone enthalten (s. Abbildung 235 bis
Abbildung 241). Gemessen an der Gesamtzahl der zur Gattung gehorenden Species sind das
weniger als 10 Prozent. Die Ergebnisse unserer Arbeiten zum Thema Acetophenone und deren
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Zytotoxizitdt wurden im Open Access Journal Molecules wurde am 28. Januar 2021
veroffentlicht. [186] Bei der Literaturrecherche Mitte 2020 haben wir nur 14 Melicope Arten
gefunden, in den Acetophenone isoliert und identifiziert wurden, [186] inzwischen sind ein paar
neue Arbeiten dazugekommen und einige Euodia Arten gehoren jetzt zur Gattung Melicope
(Abbildung 241). Das zeigt, dass das Interesse an der wenig untersuchten Gattung Melicope
und speziell auch an den Acetophenonen in den letzten Jahren grofer geworden ist. Das wird
in einer kiirzlich erschienenen Ubersichtsarbeit von Ahmadpourmir et al. zur Chemie und
Pharmakologie von natiirlich vorkommenden Acetophenonen deutlich, die zeigt, dass die
Anzahl der Publikationen zu Acetophenonen in den letzten 10 Jahren deutlich zugenommen

hat. [202]

Insgesamt wurden nur 8 Acetophenone und Chromene mehr als einmal in Melicope Arten
gefunden. Methylevodionol (#11) wurde bisher in vier Melicope species (M. denhamii, M.
latifolia, M. pteleifolia und M. simplex) gefunden. Das Vorkommen in M. stipitata wird nicht
mitgerechnet, da diese Pflanze inzwischen aus der Gattung Melicope entfernt wurde. Evodione
(#12), Octandrenolonmethylether (#15) und Alloevodionol (#23) wurden in drei Pflanzen
wihrend Evodionol (#10), Alloevodione (#13), Octandrenpolone (#14), Leptonol (#26) und
2,6-Dihydroxy-4-geranyloxy-3-prenylacetophenone (#32) nur aus zwei verschiedenen
Melicope Arten isoliert werden konnten. Bezogen auf die Melicope Species, ldsst sich sagen,
dass in M. denhamii und M. pteleifolia die Verbindungen #10 und #11 enthalten sind, dass M.
pteleifolia und M. elleryana die Chromene #12 und #13 enthalten und dass M. pteleifolia und
M. lunu-ankenda die Substanzen #12 und #26 gemeinsam sind. Diese vier Species gehdren
innerhalb der Gattung Melicope alle zur Sektion Lepta und sind daher eng miteinander
verwandt. Das Evodione (#12) ist in allen drei dieser vier Arten enthalten. Weitere Substanzen,
die in mehr als einer Art der Sektion Lepta gefunden wurden sind das Alloevodionol (#23) in
M. latifolia, M. pteleifolia und M. simplex und 2,6-Dihydroxy-4-geranyloxy-3-
prenylacetophenone (#32) in M. lunu-ankenda und M. obtusifolia var. Arborea. Das
Octandrenolone (#14) und sein Methylether (#15) wurden in M. ternata aus der Sektion
Melicope und M. erromagensis aus der Sektion Vitiflorae gefunden (Abbildung 235). Die
anderen drei untersuchten Arten aus der Sektion Melicope enthalten keine Substanzen, die auch
in anderen Melicope Arten gefunden wurden. Charakteristische prenylierte
Acetophenonderivate sind auch in der Gattung Acronychia gefunden worden. [261]
Moglicherweise konnten prenylierte Acetophenone und insbesondere solche Verbindungen, die

mit einem Geranylrest substituiert sind, als chemotaxonomische Marker auf Gattungs- und/oder
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Speciesebene verwendet werden. Die in der vorgelegten Arbeit untersuchte Melicope barbigera
ist die bisher einzige phytochemisch untersuchte Species aus der Sektion Pelea. Vergleicht man
die Acetophenone und Chromene, die hier aus M. barbigera isoliert werden konnten mit den
anderen Melicope species, dann fillt auf, dass Verbindung 3 (Alloevodionol, #23 Abbildung
235) die einzige mehrfach in Melicope gefundene Substanz ist. Alloevodionol wurde auch in
M. latifolia, M. pteleifolia und M. simplex gefunden, drei Species aus der Sektion Lepta, die
eigentlich nicht nah mit M. barbigera verwandt sind. Dennoch finden sich in M. latifolia auch
die beiden tetracyclischen Chromenderivate 6 und 7, die bisher in keiner anderen Melicope-Art
gefunden wurden. Was die anderen, insbesondere die offenkettigen prenylierten Verbindungen
angeht, besteht groBere Ahnlichkeit zu M. pteleifolia. Aus der Sektion Lepta wurden
Acetophenone und Chromene in 10 Species gefunden, wahrend M. barbigera die bisher einzige
untersuchte Art aus der Sektion Pelea ist, wire es wiinschenswert, dass weitere Arten auf das

Vorkommen von Acetophenonen untersucht werden.

Alloevodionol (3) kommt, wenn man seine Derivate mit einbezieht, in mindestens fiinf
Melicope Arten vor, die zu drei verschiedenen Sektionen gehdren und auch in Pflanzen der
Gattung Medicosma wurden solche Verbindungen gefunden. [220] Das zeigt ebenfalls, dass
mindestens einige Acetophenone und Chromene in Melicope und verwandten Gattungen
moglicherweise so hiufig vorkommen, dass sie fiir chemotaxonomische Uberlegungen nicht in
Frage kommen. Betrachtet man aber die Vielzahl an unterschiedlichen Strukturen, dann scheint
die Nutzung dieser Substanzgruppe fiir chemotaxonomische Uberlegungen, nach Gewinnung

weiterer Informationen zum Vorkommen, gut moglich zu sein.
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5.2 Alkaloide
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Abbildung 249: Alkaloide aus der Familie der Rutaceae [267]

Die 1-Benzyltetrahydroisochinolinalkaloide sind jedoch von Besonderer Bedeutung, dass sie
gehduft in den Taxa Zanthoxylum, Phellodendron, Toddalia, Fagaropsis und Tetradium
vorkommen und damit eine mdgliche evolutiondre Verbindung zu einfacheren
Pflanzenfamilien, wie der Berberidaceae und den Papaveraceae aufzeigen. [214] Gerade das
Vorkommen solcher Alkaloide, wie z.B. Berberin, kann dabei helfen Species der nah
verwandten Gattungen Euodia, Melicope und Tetradium genau zu platzieren. Wiahrend in der
Gattung Melicope bisher keine Isochinolin- und Indolopyridochinazolinalkaloide sowie keine

N-Butylamide gefunden worden sind, kommen diese in der Gattung Tetradium vor. Auf der
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anderen Seite wurden in den untersuchten Tetradiumarten bisher keine Acridone gefunden, die

in vielen Melicope Arten vorkommen. [214]

Das Auftreten bzw. die Abwesenheit der einen oder andere Gruppe von Alkaloiden kann also
dabei helfen, die Frage zu beantworten, ob eine Euodia-Species in die Gattung Melicope oder
die Gattung Tetradium eingeordnet werden sollte. [214] Voraussetzung dafiir ist natiirlich, dass
die in Frage kommende Species umfassend phytochemische untersucht wird. Neben den
Alkaloiden sind dabei auch die Acetophenone und Chromene sowie die Flavonoide von
Bedeutung. [214] Die nachfolgenden Abbildungen (Teil I — VIII) zeigt die Melicope Arten, in
den bisher Alkaloide gefunden wurden. Die Alkaloide der hier untersuchte Melicope barbigera
sind, wie bei den Stoffgruppen zuvor gesondert aufgefiihrt (Abbildung 258). Insgesamt fanden
sich 25 Species, deren Alkaloide entweder unter der Gattungsbezeichnung, Melicope, Euodia
(Evodia) oder Pelea publiziert wurden. Von den Euodia Arten wurden nur diejenigen
aufgefiihrt, die nach Hartley (2001) zur Gattung Melicope gehoren. [203] Unter diesen 25 Arten
befinden sich auch drei Melicope Species (M. fareana, M. leptococca und M. leratii), die von
Hartley als zur Gattung Medicosma gehorig bezeichnet wurden. [203] Die hier als M.

perspicuinervia bezeichnete Species heillit heute Melicope reticulata. [203]

Es sind daher 22 Arten auf ihre Alkaloidfiihrung untersucht worden (siehe nachfolgende
Abbildungen: Teil [-VIII). Insgesamt wurden 70 verschiedene Alkaloide isoliert. Gefunden
wurden nur Furochinoline, Furochinolone, Acridone und 2-Chinolone, deren gemeinsame
biogenetische Vorstufe die Anthranilsdure (2-Aminobenzoesdure) ist. [267] Bezogen auf die
vier Sektionen der Gattung Melicope [203] ist festzuhalten, dass in M. indica und M.
xanthoxyloides bisher nur in zwei Species aus der Sektion Melicope und in M. vitiflora nur in

einer Species aus der Sektion Vitiflorae Alkaloide gefunden wurden.

Melicope accendens [94]

R, OCH;
. R, R, R3
? 7 \ | #155 Evolitrine H H H
. | #156 Kokusaginine H OCH; | H
H;CO N o #157 Skimmianine H H OCH;
Rs #158 S-(+)-Platydesmine

375



Diskussion

Melicope belahe [206]
R, R,
#159 Dictamnine H H
#155 Evolitrine H OCH3;
#156 Kokusaginine OCH; OCH;

Melicope bonwickii [62]

R R,
#160 7-(2’Hydroxy-3’-chloroprenyloxy)-4-methoxyfuroquinoline | H A
#161 Epoxymelineurine (Anhydroevellerine) H B
#162 Evellerine H C
#156 Kokusaginine OCH; CH3;
OH OH
HC  _CH - H3(7\(|)>CH\ - HC /lﬂ\ s
A= C C B= C C C= C C
a”” | H, | H, o~ | H,
CH;4 CH, CH,4
Melicope confusa [268-270]
R R, R3
#163 Confusameline | H OH H
#155 Evolitrine H OCH; H
#157 Skimmianine H OCH; OCH;
#164 Heliparvifoline | OCH; OH H
#156 Kokusaginine OCH; OCH; H

Abbildung 250: Alkaloide aus Species der Gattung Melicope — Teil 1
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Melicope denhamii [56,58,61,63,72,271]

#165 Flindersine (R=H) #167 Melicodenine A #9 Melicodenine B
#166 Methylflindersine (R=CH3)
OCH; OCH;

‘‘‘‘‘

#176Melicodenine K

#177 Melicodenine L #178 Melicobisquinoline B

Abbildung 251: Alkaloide aus Species der Gattung Melicope — Teil 11
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Melicope elleryana [237]

OCH,
=
o R
0 \N 0
OH #162 Evellerine
R, R» R3
#163 Confusameline | H OH H
#157 Skimmianine H OCH; OCH3;
Melicope euneura [94]
OCH,
=4
H,CO \N o
OH
#155 Evolitrine #162 Evellerine
Melicope fareana |54,272]
o) OCH; o} OCH, o) OCH;4 OCH;  OCH,
o) OCH; OCHjy
=
L) Iy e [)
T © T o N OCH, H,CO \N 0
CH; OCH;4 CH; 0\/ (le3 OCH; OCH,4
#179 Melicopidine #180 Melicopine #181 Melicopicine #182 Acronycidine
Melicope indica [114]
OCH;
R

#159 Dictamnine | H
#155 Evolitrine OCH;

R, R, R3
#163 Confusameline H OH H
#155 Evolitrine H OCH; H
#157 Skimmianine H OCH; OCH;
#183 Haplopine H OCH; OH
#156 Kokusaginine OCH; | OCH; OCH;
#184 Melineurine H O-isoprenyl H
#185 7-(Isopentenyloxy)-y-fagarine | H O-isoprenyl OCH;

Abbildung 252: Alkaloide aus Species der Gattung Melicope — Teil 111
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Melicope latifolia [157]

#166 N-Methylflindersine

Melicope leptococca [273]

R R R;
#156 Kokusaginine H OCH; | H
#182 Acronycidine OCH; | H OCH3
#186 Acronydine
[0} OCH;4 (e} OCH;
(LD O,
T o N OCH,4
CH, OCH; lm OCH;
#179 Melicopidine #181 Melicopicine #187 Acronycine
O,
H,CO N—CH, H,CO. N—CH; H,CO. T—CH3
\ \ (|j]-[3 \ CH;
N N N
\ \ \
H H H
#188 Methyl-6-methoxy- #189 O-Methylbufotenine #190 3-Dimethylaminoacetyl-5

tetrahydro-p-carboline methoxyindol

Melicope leratii [94]

0 OCH, 0 OCHj,
o OCH,
l N l o I N l OCH,
OCH;4 1|z OCH,4 lH3
#157 Skimmianine #191 Xanthevodine (R=H) #192 1,2,3-Trimethoxy-10-
#179 Melicopidine (R=CH3) methylacridone

Abbildung 253: Alkaloide aus Species der Gattung Melicope — Teil IV
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Melicope lunu-ankenda [94,274,275]

R, OCHj,
Ry
=4
| N\
Ry \N 0
Ry
Ry R, R; R4 #193 Melicarpinone #194 Buchapine
#159 Dictamnine H H H H
#155 Evolitrine H H OCH; | H
#157 Skimmianine H H OCH; | OCH;
#156 Kokusaginine H OCH; | OCH; | H
Melicope macrocarpa [94]
R, OCH, . : R Ry Rs R4
#159 Dictamnine H H H H
Re = \ #155 Evolitrine H H OCH; | H
| #195 Pteleine H | OCH; | H H
R Xy o #156 Kokusaginine | H OCH; | OCH; | H
Ry
Melicope madagascariensis [276]
R, OCH, OCH,4
* 7 7
D o
R; \N 0 H,CO \N Y

7

4 OCH;

R, R, R; R4 #192 7,8-Dimethoxyplatydesmine
#159 Dictamnine H H H H
#155 Evolitrine H H OCH; | H
#163 Confusameline | H H OH H
#157 Skimmianine H H OCH; | OCH;
#195 Pteleine H OCH; | H H
#164 Heliparvifoline | H OCH; | OH H

Melicope micrococca [76]

(o} OH

I I OCH;
T OCH,4
¢

#196 Arborinine

H;

Abbildung 254: Alkaloide aus Species der Gattung Melicope — Teil V
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Melicope moluccana [55,277]

OCH;,
PP
)\/\
0 N 0
H
#197 Melimoluccanine #198 Leptanoine C (R=H)

#185 7-O-isoprenyl-y-fagarin (R==0OCH3)

Melicope pachyphylla [94]

R, OCH; R, R, R3 R4
R, #159 Dictamnine H H H H
- | \\ [ #155 Evolitrine H | H OCH; | H
X . #157 Skimmianine H H OCH; | OCH;
R N #156 Kokusaginine H OCH; | OCH; | H
Ry
Melicope perspicuinervia (M. reticulata) [237]
[¢]
N F
H
R, R, R; Acutine
#157 Skimmianine H OCHj; OCH;
#156 Kokusaginine OCH; OCH; H
#199 Halfordinine OCH; OCH; OCH;

Melicope pteleifolia [88,234,274]

~T~ocH;
OCH, o) g 0
= \ X OCH; X OCHj;
X | o
R N N ) ocH, T 0 ocH,
Rz OCHj; Ry OCH,4
R, R #200 Melicoptine A
#159 Dictamnine #201 Melicoptine B (R=H)

#155 Evolitrine #202 Melicoptine C (R=CH3)

#157 Skimmianine

CH,

#203 Melicobisquinolinone A #176 Melicobisquinolinone B #166 N-Methylflindersine

Abbildung 255: Alkaloide aus Species der Gattung Melicope — Teil VI
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Melicope semecarpifolia [60,257,268]

R, OCH, OCH,
- 7 7
= | éoﬁ
Ry \N o R; \N o
Ry R,
Ri R, R; R4 Rs R, R,
#204 2-Acetylpteleine | H OCH; | H H Acetyl || Platydesmine H H
#205 2-Acetylevolitrin | H H OCH; | H Acetyl || #192 7,8-Dimethoxyplatydesmine | OCH; | OCH;
#159 Dictamnine H H H H H #206 8-Methoxyplatydesmine H OCH;
#155 Evolitrine H H OCH; | H H ocn
#157 Skimmianine H H OCH; | OCH; | H :
#163 Confusameline H H OH H H
#183 Haplopine H H OH OCH; | H
#156 Kokusaginine H OCH; | OCH; | H H
#207 (3R)-3,4-Dihydro-5,8,9-trimethoxy-2,2-
dimethyl-2 H-pyrano[2,3-b]quinolin-3-ol
OCH; OCH,
H;CO N CHO N
H;CO H O H;CO T
OCH; CH; CHy OH
#208 Melisemine #209 Glycocitridine ~ #210 Edulinine

OCH;

H;CO

#158 Platydesmine (25)
#212 Isoplatydesmine (2R)

H;CO

H,CO

#213 Dutadrupine

#214 Semecarpine

#215 Dimethyl (Z)-rhoifolinate #216 Dimethyl (E)-rhoifolinate #217 Melicarpine
Melicope triphylla [225]
OCH, R 5 RS
R, / #159 Dictamnine H H H
[ [#195 Preleine OCH, |H | H
N \N o #155 Evolitrine H OCH; | H
’ #157 Skimmianine | H OCH; | OCH;
K #156 Kokusaginine OCH; | OCH; | H

Abbildung 256: Alkaloide aus Species der Gattung Melicope — Teil VII
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Melicope vitiflora [278]

Sers

H, OCH;

#187 Xanthevodine

Melicope xanthoxyloides [64,279,280]

OCH; OCH; OCH;
seslves: OH
CH; OCH; CHz OCH; OCH;
#218 Evoxanthine #179 Melicopidine (R=CH3) 1,3,4-Trimethoxy-N- #219 Melixyloidin
#191 Xanthevodine (R=H) methylacridone
0 OH
OCH;
l N l OCH;
N 3
#220 Xanthoxoline
OCH,
HO
0
OCH; OCH; OH OCH;4
#221 Anhydroevoxine #222 Evoxine #223 Evodine
OCH; OCH,
)\”/\ H,CO \N 0
OCH; OCH,4
#224 Evoxoidine #157 Skimmianine

Abbildung 257: Alkaloide aus Species der Gattung Melicope — Teil VIII
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In Pflanzen der Sektion Pelea ist das Vorkommen von Alkaloiden aus M. barbigera, M.
lasioneura und M. triphylla bekannt. Am besten untersucht ist die Sektion Lepta. Dort wurden
Alkaloide in insgesamt 16 Arten gefunden (M. accendens, M. belahe, M. bonwickii, M. confusa,
M. denhamii, M. elleryana, M. euneura, M. lafifolia, M. lunu-ankenda, M. macrocarpa, M.
madagascariensis, M. micrococca, M. molluccana, M. pachyphylla, M. pteleifolia und M.
semecarpifolia). Wie Waterman bereits 1975 bemerkt hat, sind die Furanoquinoline am
weitesten verbreitet. [267] Nur in 4 Species (M. denhamii, M. latifolia, M. micrococca, M.
vitiflora) wurden bisher keine Verbindungen dieses Typs gefunden (Abbildung 258). Wéhrend
in M. denhamii und M. latifolia (beide Sektion Lepta) nur 2-Chinolone gefunden worden sind,
enthalten M. micrococca (Sektion Lepta) und M. vitiflora (Sektion Vitiflorae) jeweils ein
Acridon-Alkaloid (s. Abb. 249 - 256). Furochinolone, wie z.B. das Platydesmine (#158;
Abbildung 256) wurden bisher nur in M. accendens und M. semecarpifolia. beide gehéren zur
Sektion Lepta, gefunden. Uber das Vorkommen der Alkaloide Kokusaginine, Isoplatydesmine
und (+)-Edulinine aus Pelea barbigera (heute Melicope barbigera) war bereits 1974 berichtet
worden. [6] Higa und Scheuer berichten dariiber, dass das Kokusaginine das Hauptalkaloid aus
den Blittern und Zweigen von Pelea barbigera (M. barbigera) ist. Bei den hier durchgefiihrten
Untersuchungen, die allerdings nicht auf die Gewinnung von Alkaloiden ausgerichtet waren,

konnte diese Verbindung nicht isoliert werden.

OCH; OCH;
H;CO - _
‘ \ ‘ II|||I---§OH
H,CO \N o \N 0
Kokusaginine (#156) Isoplatydesmine (#212)
OCHj, OCH,
= \ s
" .
H3CO N © Xy 0 bu
Verbindung 27 (Evolitrin (#155)) Edulinine (#210)

Abbildung 258: Alkaloide aus M. barbigera

Stattdessen fanden wir das Evolitrin, das sich vom Kokusaginine nur durch das Fehlen einer
Methoxygruppe unterscheidet. Die Struktur des hier isolierten Evolitrins wurde durch
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HRESIMS und NMR eindeutig aufgeklért. Higa und Scheuer (1974) haben die Identitét des
Kokusaginins seinerzeit nur durch Vergleich mit einer authentischen Probe der Substanz, die
von Werny und Scheuer im Jahre 1963 aus Platydesma campanulata isoliert worden war,
nachgewiesen. [281] In dieser Arbeit findet man, dass das Kokusaginine zuerst auskristallisiert
und danach der Schmelzpunkt (169.0 — 169.5 °C) bestimmt wurde. Mit Hilfe der
Elementaranalyse wurde die Summenformel aus dem prozentualen Verhiltnis der
bestimmbaren Atome ermittelt und anschlieend wurde der Schmelzpunkt des Pikrates mit
einer Probe Kokusagininepikrat, die von Dr. J.R. Price aus Melbourne zur Verfiigung gestellt
wurde, identifiziert. McKenzie und Price (1952) hatten die Struktur des Kokusaginins iiber die
prozentuale Verteilung der enthaltenen Atome aus der Elementaranalyse und DC-Vergleich mit
dem im gleichen Jahr aus Flindersia collina Anet et al. (1952) isolierten Kokusaginine
identifiziert. [208,282] Anet et al. bezogen sich wiederum auf Teresaka, der das Kokusaginine
1933 erstmals beschrieben hatte [283], und befanden gleiches Verhalten im UV und den
Nachweis funktioneller Gruppen nach chemischer Degradierung als ausreichend.
Massenspektrometrie oder NMR-Spektroskopie kamen nicht zum Einsatz, wodurch das
Vorkommen des Kokusaginine in M. barbigera wahrscheinlich, aber nicht zu 100% gesichert
ist. Dies ist insbesondere fraglich, weil Higa und Scheuer (1974) einen Schmelzpunkt des
Pikrates von 205-207 °C ermittelt haben. [6] Terasaka fand aber einen um mehr als 10 °C
hoheren Schmelzbereich (217-218 °C). [283] Rapoport und Hiem verdffentlichten 1960 die
Isolierung des Evolitrins aus Cusparia macrocarpa. [284] Auch diese Autoren stellten ein
Pikrat des isolierten Alkaloids her, dessen Schmelzpunkt mit 201-202 °C angegeben wurde.
Moglicherweise handelt es sich um eine Verwechslung zwischen Kokusaginine und Evolitrine.
Das Isoplatydesmine wurde in Pelea barbigera erstmals als Naturstoft isoliert. Die Struktur
wurde iiber die Behandlung des Platydesmins (#158, Abbildung 256) mit Methyliodid
charakterisiert. Das erhaltene Isoplatydesmine wurde dann mit dem erhaltenen
Syntheseprodukt verglichen. Bei der dritten Verbindung, dem Edulinine soll es sich nach
Ansicht der Autoren um ein Artefakt handeln. [6] Es scheint dringend geboten die vor 60 Jahren
durchgefiihrten Untersuchungen erneut zu iiberpriifen, um, abgesehen von Evolitrin, Klarheit

iber das Vorkommen der Alkaloide in M. barbigera zu erhalten.

Evolitrin wurde bereits auf seine Zytotoxizitit gegeniiber verschiedenen Tumorzellen getestet
[285] Dabei stellte sich heraus, dass das Alkaloid gegentiber resistenten KB-Zellen einen ECso-
Wert von 2,8 pg/ml aufwies, unabhingig von der gleichzeitigen Verwendung von Vinblastin.

Gegen Zellen eines humanen Mamma-Karzinoms war Evolitrin ebenfalls, aber um den Faktor 2
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schwicher, wirksam (ECsp = 5.8 pg/ml). [285] Gegen andere Tumorzellen (Lunge, Colon)
erwies es sich als nicht effektiv. [285] In dem von uns verwendeten Nuclear Shrinkage Assay

zeigte Evolitrin keine Aktivitit.
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5.3 Cumarine

Cumarine besitzen wie die Chromene ein Benzopyrangrundgeriist. Biosynthetisch leiten sie
sich jedoch nicht von prenylierten Acetophenonen, sondern von der ortho-Cumarsaure, der cis-
2-Hydroxyzimtsédure ab. Sie stammen daher aus dem Phenylpropanoidstoffwechsel und werden
iiber den so genannten Shikimisdureweg gebildet. [286] Wie in der Einleitung bereits erwahnt,
handelt es sich bei Cumarinen um fiir die Familie der Rutaceae typische Sekundérstoffe. [287]
In einer 2023 erschienen Ubersichtsarbeit iiber die Cumarine der Rutaceae, schreiben
Santos et al., dass es in Bezug auf die Struktur drei verschiedene Arten von Cumarinen gibt,
einfache Cumarine, Furanocumarine und Pyranocumarine. [286] In Abbildung 259 sind die
verschiedenen Grundgertiste zu sehen. Bei den Furano- und Pyranocumarinen, die durch einen
ankondensierten Furan- bzw. Pyranring ein trizyklisches Grundgeriist besitzen, kann zwischen
Verbindungen mit angularer bzw. linearer Struktur unterschieden werden. Der Furan- bzw.

Pyranring bildet sich nach Prenylierung eines einfachen Cumarin (Abbildung 259).

X

O o

Einfaches Cumarin Lineares Furanocumarin Lineares Pyranocumarin

Angulires Furanocoumarin Angulires Pyranocumarin

Abbildung 259: Strukturtypen von Cumarinen in der Familie der Rutaceae [286]
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Die bisher in der Gattung Melicope gefundenen Cumarine sind in der Abbildung 260 bis
Abbildung 264 (Teil 1 — 1IV) aufgefiihrt. Es handelt sich um insgesamt 39 verschiedene
Verbindungen, die in 14 Melicope Species gefunden wurden. Zwei dieser Substanzen, die aus
M. quercifolia isoliert wurden, gehdren wegen der darin enthaltenen Strukturelemente sowohl
zu den Cumarinen als auch zu den Acetophenonen. Von den 247 Species von Hartley genannten
Species (Tabelle 43) sind bisher in nur 11 Arten Cumarine bekannt. Aus der Sektion Melicope
fuhren mit M. mantellii und M. ternata zwei Arten Cumarine, aus der Sektion Vitiflorae nur die
namengebende Art, M. vitiflora und aus der Sektion Pelea ist es nur M. triphylla. Von diesen
vier Arten sind Acetophenone bisher nur in M. ternata gefunden worden. Aus der groB3en
Sektion Lepta wurden mit M. belahe, M. borbonica, M. denhamii, M. glabra, M. hayesii, M.
latifolia und M. lunu-ankenda bisher sieben Arten ausgemacht, die Cumarine fithren. Vier
davon (M. borbonica, M. denhamii, M. latifolia, M. Ilunu-ankenda) enthalten auch

Acetophenone.

Wie bei den Acetophenonderivaten gibt es auch unter den Publikationen zu den Cumarinen drei
Species (M. melanophloia, M. quercifolia, M. stipitata) [11,106,107109], die Hartley in seiner
Publikation (s.Tabelle 43) nicht als zur Gattung Melicope gehorig bezeichnet. [203] Dass M.
quercifolia nach Hartley mit M. denhamii identisch ist und M. stipitata zur Gattung Dinosperma
gehort [203], wurde bereits bei den Acetophenonen erwihnt, da in diesen beiden Pflanzen beide
Stoffgruppen gefunden wurden. Auch M. melanophloia gehdrt nach Hartley zur Gattung
Dinosperma (D. melanophloia). [203]

Die hier untersuchte M. barbigera ist der Einteilung von Hartley folgend, die 12. Melicope Art
die Cumarine fiihrt, im anderen Fall ist es die 15. Species. Im Gegensatz zu den Acetophenonen
ist M. barbigera hier nicht die einzige Species aus der Sektion Pelea, in der Cumarine gefunden
wurden, mit M. triphylla gibt es einen zweiten Vertreter aus dieser Sektion. In Bezug auf die
Strukturen gibt es bei den bisher in der Gattung Melicope gefundenen Cumarinen eine geringere
Vielfalt als bei den Acetophenonen (s. Abbildung 260 bis Abbildung 264).

Wie oben erwiéhnt, sind in der Familie der Rutaceae drei Strukturtypen typisch. [287] Das gilt
auch fiir die Gattung Melicope, in der einfache Cumarine und Furanocumarine in jeweils acht
Arten gefunden wurden (Abbildung 259). In sechs dieser Species finden sich beide
Strukturtypen. Bei der dritten Gruppe, den Pyranocumarinen sind es nur fiinf Arten. Nur in M.
glabra aus der Sektion Lepta und der moglicherweise nicht zur Gattung gehdrenden M. stipitata

finden sich alle drei Strukturtypen. Bei vier anderen Pflanzen aus der Sektion Lepta (M. belahe,

388



Diskussion

M. borbonica, M. latifolia, M. lunu-ankenda) sind einfache Cumarine gemeinsam mit

Furanocumarinen gefunden worden.

Melicope anisata [222]

OCH;

Ri Ro
N #119 Psoralen H H
#140 Xanthotoxin H OCHjs
H,CO © ° #141 Isopimpinellin OCHj3; | OCH3
#121 Limettine o
Melicope belahe [206]
HO.
A X
HO>||IIII>--
o 0 0 OHHO 0 )
#117 Marmesin #118 (-)-Peucedanol
Melicope borbonica [241,244,245]
Rl
R, \
Ry o 0
#119 Psoralene (R= H) Rs
#120 Bergapten (R=OCH3) R 5 a R

#121 Limettine OCH; | H OCHj3 H
#122 Scoparone H OCH; | OCH; H
#123 6,8-Dimethoxycoumarin | H OCH; | H OCHj;
#124 Prenyletinmethylether H OCHj3 | O-isoprenyl | H
#125 Cedrelopsin H OCH; | OH Isoprenyl

Melicope denhamii [224]

OCH;

H;CO, O""‘“-U OCH,4

ottt //,,,

OCHj o

b—/

—

#126 Melicodin C

Abbildung 260: Cumarine aus Species der Gattung Melicope — Teil 1
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Melicope glabra [207,242]

N - N
[} (0} o} Ry (¢} (o}
R3
C,0n #122 Scoparone Ri Ra R3
#128 Scopoletin OCH; | OH H
#127 Glabranin #129 Umbelliferon H OH H
#130 6,7,8-Trimethoxycoumarin OCH;3; | OCH; | OCH3

X
HO
0 0 0

#117 Marmesin

Melicope hayesii [71]

/@il /@il
HO 0 0 )\/\o 0 0

#129 Umbelliferon #131 O-Prenylumbelliferon #132 Methyl (2R)-2-hydroxy-2-methyl-4-[(2-
ox0-2H-1-benzopyran-7-yl)oxy]butanoate

Melicope latifolia [94,148]

R,

R, \
Ry o 0
OCH;,4 R,
Ry R2 R3 R4
#120 Bergapten #133 5,7,8-trimethoxycoumarin | OCH; | H OCH; | OCH;
#134 Fraxetindimethylether H OCH; | OCH3 | OCHj3

#135 Halfordin

Abbildung 261: Cumarine aus Species der Gattung Melicope — Teil 11
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Melicope lunu-ankenda [70,240]

X X X
HO -
> HO\)\/\ H,CO
0 0 o 0 o 0 0 o 0
o}

#117 Marmesin #136 Melilunumarin A #137 Melilunumarin B
/@il /@il
HO 0 o) HO\)\/\O o) 0
#129 Umbelliferon #138 6-Deoxyhaplopinol
Melicope mantellii [112]
OCH;,
#139 Xanthoxvletin
Melicope melanophloia [159,161]
Ri1 R2 N
#120 Bergapten OCH; | H N
#140 Xanthotoxin H OCHj3
#141 Isopimpinellin OCH3; | OCHj3 o 5 5
Hjf

#142 Alloxanthoxyletin

Melicope quercifolia [72]

—

H;CO,

#98 Meliquercifolin A (R = H)

H,CO

#99 Meliquercifolin B (R=OCH3)

Abbildung 262: Cumarine aus Species der Gattung Melicope — Teil 111
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Melicope stipitata [46]

Ri R2
#120 Bergapten OCH; | H
#143 Isopimpinellin OCH; | OCH3
#144 Imperatorin H O-isoprenyl
#145 Phellopterin OCH3s | O-isoprenyl
X
H;CO O o)
#146 Seselin #147 Osthol
Melicope ternata [74]
OCH,
#139 Xanthoxyletin
Melicope triphylla[223,224]
Ri R2
#144 Imperatorin H O-isoprenyl
#145 Phellopterin OCHj3 | O-isoprenyl
#148 8-Geranyloxy-5-methoxypsoralen | OCH3 | O-geranyl

OCH, OCH,

#149 Melicotriphyllin A (R=OH) #151Melicotriphyllin C (R=OH)
#150 Melicotriphyllin B (R=OOH) #152 Melicotriphyllin D (R=OOH)

Abbildung 263: Cumarine aus Species der Gattung Melicope — Teil IV
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Melicope vitiflora [278]

#131 O-Prenylumbelliferon #153 7-(3-Carboxybut-2-enoxy)coumarin

/@il
Hooc)\/\o O 0

#154 7-(3'-Carboxybutoxy)-coumarin

Abbildung 264: Cumarine aus Species der Gattung Melicope — Teil V

In M. hayesii (s. Abb. 260) fanden sich nur einfache Cumarine und in M. denhamii, beide
gehoren ebenfalls zur Sektion Lepta finden sich nur einfache bzw. besondere Cumarine
(Abbildung 260), die auch zu den Acetophenonen gehéren (M. denhamii). In den beiden zur
Sektion Melicope gehorenden Pflanzen (M. mantellii, M. ternata) sind bisher nur
Pyranocumarine gefunden worden und aus der einzigen, bisher untersuchten, zur Sektion
Vitiflora gehdrenden Species fanden sich nur einfache Cumarine, die allerdings an der
Hydroxylgruppe des Umbelliferons prenyliert sind (Abbildung 262 und Abbildung 263). In M.
barbigera haben wir vier Cumarine gefunden (Abbildung 265), bei denen es sich ausschlieSlich
um Furanocumarine handelt. Substanzen aus den beiden anderen Gruppen konnten hier nicht
isoliert werden. Das deckt sich mit den Cumarinen von M. triphylla, der zweiten aus der Sektion
Pelea untersuchten Species, die auch nur Furanocumarine enthélt. M. triphylla besitzt allerdings
nur Derivate des Psoralens (#119), die [soprenyloxy- oder Geranyloxysubstituenten tragen, die
Furanocumarine aus M. barbigera sind lediglich methoxyliert (Abbildung 260).
Moglicherweise ist das alleinige Vorkommen von Furanocumarinen aber dennoch ein
Charakteristikum flir die Sektion Pelea. In M. anisata (frither P. anisata), der dritten
untersuchten Species aus der Sektion Pelea sind mit Ausnahme von Limettine (#121) auch nur
methoxylierte Furanocumarine gefunden worden (Abbildung 260). Es wire wiinschenswert,
wenn weitere Arten aus dieser Sektion und auch aus anderen Sektionen auf das Vorkommen
von Cumarinen untersucht werden wiirden. In M. barbigera ist im Gegensatz zu M. triphylla
auch das Marmesin (24, #117 in Abbildung 260 bzw. Abbildung 261) enthalten, das sich auch
in drei Arten aus der Sektion Lepta findet (Abbildung 260). Die beiden anderen Verbindungen,
Dehydroderivate des Marmesins wurden in Melicope-Arten bisher noch nicht gefunden,

allerdings sind diese Verbindungen aus der Gattung Fuodia bekannt. [209]
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Das Isopimpinellin (26) gibt es auBBer in M. barbigera nur noch in M. melanophloia (Abbildung
262), bei der es sich nach Hartley aber um Dinosperma melanophloia handelt. [203]

OCH,

OCH,

23R=H
25 R=0OCH3 26

X
HO}IIH:----
0 0 0
24

Abbildung 265: Cumarine aus M. barbigera

Auch Cumarine sind Naturstoffe mit vielfaltigen pharmakologischen Wirkungen [120].
Substanzen aus dieser Stoffgruppe sind bereits antiphlogistische (Aeculetin,), spasmolytische
(Scopoletin), blutgerinnungshemmende (Dicoumarol), antibakterielle (Umbelliferon)
Wirkungen und Wirkung gegen die Psoriasis (Bergapten) nachgewiesen worden. [288] Dariiber
hinaus gibt es auch eine Reihe von Cumarinderivaten, die zytotoxische Aktivitit gegeniiber

Krebszellen gezeigt haben. [289,290]

Die im Rahmen dieser Arbeit isolierten Cumarine 23 - 26 wurden ebenfalls auf ihre mogliche
Zytotoxizitit getestet. Keine dieser Verbindungen zeigte jedoch eine Aktivitdt im von uns
verwendeten Nuclear Shrinkage Assay. In der Literatur finden sich jedoch auch Hinweise zur
Zytotoxizitit dieser Verbindungen. Dong et al. verdffentlichten 2018 in vitro und in vivo
Effekte von Marmesin (24) gegeniiber menschlichen Leukédmie-Zellen [291] und Wang et al.
fanden 2021 entsprechende Wirkungen gegeniiber Karzinomzellen des Osophagus. [292]
Offenbar ist die Datenlage aber nicht so klar, denn Dong et al. zogen ihre Arbeit von 2018 drei
Jahre spdter wieder zuriick. [293] Auch fiir Isopimpinellin (26) wurden Zytotoxizitdtsdaten
verdffentlicht, die Wirkung war aber weniger stark ausgeprégt als es fiir das 5-Geranyloxy-7-
methoxycoumarin der Fall war. [294] Weitere Untersuchungen sollten durchgefiihrt werden,

um das mdgliche Potential dieser Substanzklasse zu iiberpriifen. Wie bei den Acetophenonen
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scheinen die prenylierten Verbindungen besonders interessant zu sein, die in anderen Melicope
Arten vorkommen (Abbildung 261 bis Abbildung 264), in M. barbigera aber noch nicht

gefunden wurden.
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5.4 Flavonoide

Eine weitere fiir die Chemotaxonomie wichtige Stoffgruppe sind die Flavonoide. [295-297]
Auch fiir Gattungen der Rutaceae wurden, aufgrund des Vorkommens von Flavonoiden, bereits
taxonomische Uberlegungen durchgefiihrt. In einer im Jahre 1983 erschienen Arbeit zur
Chemotaxonomie der Flavonoide und Monoterpene der Gattung Acmadenia (Rutaceae), haben
Waterman et al. insgesamt 15 Species dieser Gattung hinsichtlich ihrer Flavonoide und
Terpenoide verglichen. [298] Als Waterman et al. ihre Arbeiten publiziert haben, gehorte die
Gattung Acmadenia innerhalb der Familie der Rautengewichse (Rutaceae) zur Unterfamilie
Rutoideae und darin zur Tribus Rutoideae.[298] Aufgrund neuerer Untersuchungen gehort die
Gattung in die Unterfamilie Zanthoxyloideae, in die auch die Gattung Melicope eingeordnet
wird. [299] Waterman et al. befanden die Flavonoide aus der Gattung Acmadenia fiir
chemotaxonomische Uberlegungen fiir wertvoller als die ebenfalls untersuchten Monoterpene.
[298] In der Auswertung konzentrieren sich die Autoren auf die Substitution des B-Rings, der
entweder einfach an C-4° hydroxyliert (Kédmpferolderivate), doppelt an C-3° und C-4°
hydroxyliert (Quercetinderivate) oder dreifach an C-3°, C-4° und C-5° hydroxyliert
(Myricetinderivate) vorgelegen hat. Nach Harborne ist das Vorkommen von Flavonoiden mit
einer Trihydroxylierung im B-Ring als urspriingliches Merkmal zu sehen, genauso wie das
Vorkommen von Flavonolen im Vergleich zu Flavonen. Im 1981 in zweiter Auflage von
Christian Czygan herausgegebenen Buch mit dem Titel ,,Pigments in plants®, verdffentlichte
Tony Swain seine Arbeit zu Flavonoiden als chemotaxonomische Marker in Pflanzen. [296] Er
beschreibt darin, dass die Anzahl der notwendigen Schritte in der Biosynthese eines Flavonoids
mit der Entwicklung der Pflanze einhergeht, in der diese Biosynthese moglich ist. Einfache
Flavonoide, wie das Flavonol Kidmpferol mit einer 3,5,7,4‘-Hydroxylierung dienen dabei
innerhalb der Gruppe der Flavonole als Ausgangsstoff fiir die weitere Biosynthese. [296] Durch
eine enzymatisch katalysierte Reaktion wird dann z.B. die 3°-Position im B-Ring hydroxyliert,
wodurch das ebenfalls noch hiufig vorkommende Quercetin entsteht (Abbildung 266). [296]

OH

C-3‘-Hydroxylierung
OH >

Abbildung 266: Biosynthetischer Zusammenhang zwischen Kdmpferol und Quercetin

396



Diskussion

Jede weitere Substitution erfordert weitere Enzyme zur Einfithrung weiterer Hydroxylgruppen
z.B. an C-6 und C-8. Nach Einfiihrung solcher phenolischer Hydroxylgruppen kénnen dann bei
Vorhandensein der entsprechenden Enzyme die Methylether biosynthetisiert werden oder es
kann zu einer Prenylierung kommen. Je komplexer das Substitutionsmuster ist, desto mehr
Enzyme werden bendtigt. Das Vorkommen solcher Flavonoide ist daher ein Anhaltspunkt

dafiir, dass diese Art entsprechend weit entwickelt ist. [296]

In den folgenden Abbildungen sind die, abgesehen von der hier beschriebenen M. barbigera
bisher untersuchten Melicope Species mit den in diesen Arten gefundenen Flavonoiden in
alphabetischer Reihenfolge aufgefiihrt. Bei der Mehrzahl der Substanzen handelt es sich um
Flavonole, die sich vom Kémpferol bzw. Quercetin ableiten. Insgesamt wurden in der uns zur
Verfiigung stehenden Literatur (Abbildung 266) iiber 100 verschiedene Flavonoide
beschrieben. Die Quercetinderivate stellen dabei etwas mehr als 75 % der Verbindungen, etwas
weniger als die Hélfte davon besitzen einen Methylendioxygruppe in 3°,4°-Position des B-
Rings. Circa 20 % aller bisher gefundenen Flavonoid sind prenyliert, die meisten davon am
Sauerstoff (Abbildung 269 und Abbildung 270). Daneben wurden auch 10 Kdmpferolderivate,
7 Flavone, 2 Isoflavonoide (#225 und #287) und je ein Flavanon (#227) und ein Flavanonol
(#286) als selten auftretende Verbindungen gefunden (Abbildung 270).

Aus der hier untersuchten M. barbigera konnten insgesamt 14 Flavonoide isoliert und
identifiziert werden. Zwolf dieser Verbindungen wurden als Quercetinderivate identifiziert
(Abbildung 275). Nur bei den Isomeren, im Gemisch isolierten Verbindungen 21 und 22
(cis- und trans-Tilirosid), die sich nur in der Konfiguration der an die Glucose gebundenen p-
Cumarsdure unterscheiden, handelt es sich um Derivate des Kadmpferols. Diese zwei
Verbindungen und die Verbindung 15 (5,3°-Dihydroxy-3,6,7,8,4‘-pentamethoxyflavon) sind
bisher nur im M. barbigera gefunden worden. Dies ist auch bei der iiberwiegenden Mehrzahl
der in Melicope-Arten gefundenen Flavonoiden der Fall. Nur etwa 20 Prozent der Stoffe wurde
bisher in mehr als einer Art gefunden (Abbildung 275). In Tabelle 42 sind die bisher mehrfach
im Melicope-Arten gefunden Flavonoide iibersichtlich dargestellt. Bis auf das
Kéampferolderivat Kumatakenin (#252) aus M. glabra und M. hookeri und das Isoflavonoid
Daidzein (#225) aus M. accendens und M. pteleifolia sind alle mehrfach gefundenen

Verbindungen Derivate des Quercetins.
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Melicope accendens [251]
OCH, OH
HO
HO. 0. =
OH
OH (0]

#225 Daidzein (LC/MS) #226 Nevadensin #227 Norkurarinol

HO o
OH
(0]
HO
OH
#228 5-Hydroxyauranetin (LC/MS) #229 Genkwanin 4'-O-B-D-rutinosid
Melicope borbonica [117]
Ri R:

#230 Isorhamnetin H H
#231 Quercetin 3’,4'-dimethylether H CH;
#232 Quercetin 3,3'-dimethylether CH; H
#233 Quercetin 3,3’,4'-trimethylether CH; CH;

#234 Melibentin

Melicope coodeana [249]

#235 5,7-Dihydroxy-3,8-dimethoxy- #237 5,7-Dihydroxy-3,6,8,3°,4’-  #232 Quercetin 3,3’-methylether (R = H)

3’,4'-methylenedioxyflavon (R = H) pentamethoxyflavon ) )
#238 Quercetin 3,6,3’-trimethylether (R = CH3)

#236 5,7-Dihydroxy-3,6,8-trimethoxy-
3’ 4’-methylenedioxyflavon (R = OCH3)

Abbildung 267: Flavonoide aus Species der Gattung Melicope — Teil VIII
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Melicope elleryana [131,239]

A:H3C\C/C\g/
L,
R, R,
#239 Pachypodol H CH;
#240 5,4'-Dihydroxy-3,8,3'-trimethoxy-7-prenyloxyflavon | H A
#241 Ternatin OCH; | CH;
Melicope glabra [134,148,242,248,253]
Ry R, R;3 R4
#242 Quercetin H H H H
#243 Quercetin 3-O-glucosid H Glc H H
#230 Isorhamnetin H H H CH;
#244 Quercetin 4’-methylether H H CH3; H
#232 Quercetin 3,3’-dimethylether H CH; H CH;
#245 Quercetin 3,4’-dimethylether H CH; CH; H
H
HyC C #239 Pachypodol CH3 CH3 H CH3
A \(I/ Ny #246 Pteleifolosin E A H H CH;
CH, #247 5,4'-Dihydroxy-3,3'-dimethoxy- A CH; H CH;
7-prenyloxyflavon
#248 Pteleifolosin C H CH; H

#249 Kampferol (R1,R,=H)

OCH;

#253 Isorhamnetin 3,5-dimethylether

#250 Kampferol 3-O-glucosid (R=H, R»=Glc)
#251 Kémpferol 3-O-glucuronid (R;=H, R,=Glu)
#252 Kumatakenin (R;,R,=CH3)

#254 Myricetin (R=H) #256 Meliglabrin
#255 Myricetin 3-O-glucosid (R = Glc)
OR,
Ry
R, R, R;
#258 5,3°,4’-Trihydroxy-6,7-dimethoxyflavon H H OH
#259 5,6,7,4’-Tetramethoxyflavon CH; CH; | H

OCH; O

OCH;

#257 Meliternatin

Abbildung 268: Flavonoide aus Species der Gattung Melicope — Teil 11
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Melicope hookeri [247]

R, R; R;
#260 Ombuin H CH; OH
#252 Kumatakenin | CHj; H H
#261 Ayanin CH; CH; OH

OR, 0
#234 Melibentin R, R,
#257 Meliternatin H CH;
#262 8-Methoxymeliternatin OCH; | CHs
Melicope latifolia [250]
H
N
H,
b,
R, R, R;
#240 5,4'-Dihydroxy-3,8,3'-trimethoxy-7-prenyloxyflavon A H CH;
#263 3'-Hydroxyflindulatin CH; CH; H
#264 5-Hydroxy-3,7,8,3’,4’-pentamethoxyflavon CH; CH; CH;

Melicope lunu-ankenda [33,63]

OH
OCH,4 O
o o
W/\/ O | OCH;4

OH (0] OH (0]

OH

#265 3,5,4’-Trihydroxy-8,3’-dimethoxy-7-isoprenyloxyflavon #230 Isorhamnetin

Melicope madagascariensis [205]

R R, R; #268 Retusin
#230 Isorhamnetin H H H
#266 Isorhamnetin 3-O-diglucosid H H Glc-Gle
#239 Pachypodol H CH; | CHs
#241 Ternatin OCH; | CH; | CH;s
#267 8-Methoxyisorhamnetin 3-O-diglucosid | OCH; | H Glc-Gle

Abbildung 269: Flavonoide aus Species der Gattung Melicope — Teil 11
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Melicope micrococca [76]

OCH;
W/\/O O 0 |
OH 0
#265 3,5,4’-Trihydroxy-8,3’-dimethoxy- #269 3,5,8,4’-Tetrahydroxy-7,3’-dimethoxy-
7-isopentenyloxyflavon 6-isopentenylflavon

R, R;
#243 Quercetin 3-O-glucosid Glc H
#270 Isorhamnetin 3-O-rutinosid Glc-Rha CHj;

#271 5-Hydroxy-3,6,7,8,3',4'-hexamethoxyflavon

Melicope patulinervia [113] O o>
T
¢}

[¢]

OCH;
H OCH;
H;C C
A= \T/ \Hz/ #257 Meliternatin (R=H)
CH, #262 8-Methoxymeliternatin (R=OCH3)
R R, R;
#272 5-Hydroxy-3,7,8-trimethoxy-3',4"-methylenedioxyflavon H H H
#273 5-Hydroxy-3,6,8-trimethoxy-7-isoprenyloxy-3',4'- A OCH; | H
methylenedioxyflavon
#234 Melibentin OCH; | OCH; | CHs
#274 5-Demethylmelibentin OCH; | OCH; | H

Abbildung 270: Flavonoide aus Species der Gattung Melicope — Teil IV

401



Diskussion

Melicope pteleifolia [142,210,230,231,252,270,300]

#276 Oroxylin (R,=H, R,=OCH3)
#277 Wogonin (R,=OCH3, R,=H)

Ry R, R; R4 Rs
#278 Kéampferol 3,4’-dimethylether H H CH; CH; H
#279 7,4’-Dihydroxy-3,5,3' -trimethoxyflavon H H CH; H OCH;
#280 Kéampferol 3,7-dimethylether H CH; CH; H H
#265 3,5,4’-Trihydroxy-8,3’-dimethoxy-7-isoprenyloxyflavon OCH; | A H H OCH;
#281 3,5,3’-Trihydroxy-8,4’-dimethoxy-7-isoprenyloxyflavon OCH; | A H CH; OH
#248 Ptelefolosin C H A H CH; OH
R R» R;
#282 Kaempferol 3-robinobiosid H H a-rha(1—6)B-gal
#283 Kaempferol 3-O-p-D-glucopyranosyl (1—2)- H H B-glu(1—2)a-xyl
a-D-xylopyranosid
#284 Tamarixetin CH; | OH H
#285 Tamarixetin 3-robinobiosid CH; | OH a-rha(1—6)B-gal

#286 Pteleifoside F

#253 Isorhamnetin #225 Daidzein (R=H)
(HOH 3,5-dimethylether #287 Formonetin (R=CH3)

OH OH
Abbildung 271: Flavonoide aus Species der Gattung Melicope — Teil V
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Melicope quercifolia (M. denhamii) [301]

OR,

R, R, R;
N #239 Pachypodol CH; H OCH;
’ #261 Ayanin CH; | CH; | OH
OH ©
Melicope simplex [112,302]
R O, Rl Rz R3
' > #288 Isokanugin H H CH;
H;CO o J #289 Melisimplin H OCH; | H
| #290 Melisimplexin H OCH; | CH;
. ot #291 5-Demethylmeliternin | OCH; | H H
’ ’ #292 Meliternin OCH; | H OCH;
OR; O
OH
OCH; O
H;CO o
O | OCH,
OR;
OH o
#241 Ternatin
Melicope subunifoliolata [106]
N 0
<0 O ° O O>
0 OCH,
OCH; ©
R, R; R4 #257 Meliternatin (R=H)
#288 Isokanugin H H CH; CH; ) )
#290 Melisimplexin H OCH; | CHs CH; #262 8-Methoxymeliternatin (R=OCHj3)
#274 5-Demethylmelibentin OCH; | OCH; | H CH3
#291 3-Demethylmelibentin OCH; | OCH; | CHj H
#234 Melibentin OCH3 OCH3 CH3 CH3

#293 Quercetin 3,5,7.3".4'-pentamethyl ether

Abbildung 272: Flavonoide aus Species der Gattung Melicope — Teil VI
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Melicope ternata [112]

R, R» R3
#288 Isokanugin H H CH;
#289 Melisimplin H OCH; | H
#290 Melisimplexin H OCH; | CHs
#292 Meliternin OCH; | H CH;
#274 5-Demethylmelibentin OCH; | OCH; | H
#234 Melibentin OCH; | OCH; | CHj

OCH;

OR, 0

R, R, R
#257 Meliternatin H CH; #239 Pachypodol | H
#294 5-Demethylmeliternatin | H H #241 Ternatin OCH;

Melicope triphylla [102,111,125,225,227,228,303]

S N N
CH CH, CH,
R; Ry R R4 Rs

#295 5,7-Dihydroxy-3-methoxy-3',4'-methylenedioxyflavon H H H H CH;
#296 3,5-Dihydroxy-7-methoxy-3',4’-methylenedioxyflavon H CH; | H H H
#297 7-Hydroxy-3,5-dimethoxy-3',4’-methylenedioxyflavon H H H CH; CH;
#298 5-Hydroxy-3,7-dimethoxy-3',4'-methylenedioxyflavon H CH; | H H CH;
#299 5-Hydroxy-7-Methoxy-3',4"-methylenedioxy-3-prenyloxyflavon H CH; | H H A
#288 Isokanugin H CH; | H CH; CH;
#300 3,5-Dimethoxy-3" ,4’ -methylenedioxy-7-[(2-hydroxy-3-methyl-3- | H C H CH; CH;

buten-1-yl)oxy]-flavon
#301 3,5-Dimethoxy-3',4'-methylenedioxy-7-(2,3-dihydroxy-3- H B H CH; CH;

methylbutoxy)-flavon
#289 Melisimplin H CH; | OCH; | H CH;
#290 Melisimplexin H CH; | OCH; | CH; CH;
#302 8-Hydroxy-3,7-dimethoxy-3',4'-methylenedioxyflavon OH CH; | H H CH;
#235 5,7-Dihydroxy-3,8-dimethoxy-3',4"-methylenedioxyflavon OCH; | H H H CH;
#303 7-Hydroxy-3,5,8-trimethoxy-3',4'-methylenedioxyflavon OCH; | H H CH; CH;
#304 3,5-Dihydroxy-7,8-dimethoxy-3',4"-methylenedioxyflavon OCH; | CH; | H H H
#272 5-Hydroxy-3,7,8-trimethoxy-3’,4"-methylenedioxyflavon OCH; | CH; | H H CH;
#292 Meliternin OCH; | CH; | H CH3 CH3
#305 5-Hydroxy-3,8-Dimethoxy-3',4"-methylenedioxy-7-prenyloxyflavon | OCH; | A H H H
#306 8-Methoxy-3',4"-methylenedioxy-7-prenyloxyflavon OCH; | A H H CH;
#307 3,5,8-Trimethoxy-3',4"-methylenedioxy-7-prenyloxyflavon OCH; | A H CH; CH;
#308 3,5,8-Trimethoxy-3’ ,4' -methylenedioxy-7-[(2-hydroxy-3-methyl- | OCH; | C H CH; CH;

3-buten-1-yl)oxy]-flavon
#274 5-Demethylmelibentin OCH; | CH; | OCHs | H CH;
#291 3-Demethylmelibentin OCH; | CH; | OCH;3 | CH; H
#234 Melibentin OCH3; CH; OCH3; CH; CH;

Abbildung 273: Flavonoide aus Species der Gattung Melicope — Teil VII
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Melicope triphylla [69,102,111,125,227,228,303]

. . R, R, #310 Melicophylline
#257 Meliternatin H CH;
#262 8-Methoxymeliternatin OCH; | CH;
#309 5-Hydroxy-3,8-dimethoxy-6,7;3’,4"-dimethylenedioxyflavon OCH; | H

a IO
I o
CH,
Ry R, R; R4 Rs
#232 Quercetin 3,3'-dimethylether H H H H CH3;
#311 Quercetin 3,5,3'-trimethylether H H H CH; CH;
#239 Pachypodol H CH3; H H CH3;
#312 Quercetin 3,5,7,3'-tetramethylether H CH; H CH; CH;
#313 4'-Hydroxy-3,5,3'-trimethoxy-7-prenyloxyflavon H A H CH; CH;
#314 7,4'-Dihydroxy-3,5,8,3'-tetramethoxyflavon OCH; | H H CH; CH;
#315 Gossypetin 3,8,3'-trimethyl ether OCH; | H H H CH;
#316 Gossypetin 7,8,3'-trimethyl ether OCH; | CH; H H H
#241 Ternatin OCH; | CH; H H CH;
#317 4'-Hydroxy-3,5,7,8,3'-pentamethoxyflavon- OCH; | CH; H CH; CH;
#318 5,4'-Dihydroxy-3,6,7,8,3'-pentamethoxyflavon OCH; | CH; OCH; | H CH;
OH OH

SN GNP G
CH, CH, CH,

R R» R; R4

#268 Retusin H CH; | H H
#319 3,5,7,3',4'-Pentamethylquercetin H CH; | H CH;
#320 3,5,3',4'-Tetramethoxy-7-prenyloxyflavon H A H CH;
#321 3,5,3',4'-Tetramethoxy-7-(2,3-dihydroxy-3-methylbutoxy)-flavon H B H CH;
#322 3,5,3',4'-Pentamethoxy-7-[(2-hydroxy-3-methyl-3-buten-1-yl)oxy]-flavon H C H CH;

#323 Gossypetin 3,8,3',4'-tetramethyl ether OCH; | H H H
#324 7-Hydroxy-3,5,8,3",4'-pentamethoxyflavon OCH; | H H CH;
#325 3,5,7,8,3',4’-Hexamethoxyflavon OCH; | CH; | H CH;
#326 3-Methoxynobiletin OCH; | CH; | OCH; | CH;
#327 3,5,8,3",4'-Pentamethoxy-7-prenyloxyflavon OCH; | A H CH;
#328 3,5,8,3',4'-Pentamethoxy-7-(2,3-dihydroxy-3-methylbutoxy)-flavon OCH; | B H CH;
#329 3.5.8.3".4'-Pentamethoxy-7-[(2-hydroxy-3-methyl-3-buten-1-yl)oxy]-flavon OCH; | C H CH;

Abbildung 274: Flavonoide aus Species der Gattung Melicope — Teil VI
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R, 0 R, R, R;
> 20 (#290) Melisimplexin H OCH; | CHs
H;co 0 d 9 (#274) 5-Demethylmelibentin | OCH; | OCH; | H
10 (#292) Meliternin OCH; | H CH;
11 (#234) Melibentin OCH; | OCH;3 | CH;
R; OCH,
OR, 0
OH
R,
R0 © H;C d
OCH; Al TN F N
|
Ry OR, CHj
OH 0
Ry R, R; R4
18 (#232) Quercetin 3,3’-dimethylether H H H CH;
19 (#247) 5,4’-Dihydroxy-3,3’-dimethoxy-7- H A H CH;
isoprenyloxyflavon
16 (#318) 5,4’-Dihydroxy-3,6,7,8,3'-pentamethoxyflavon OCH; | CH; OCH; | CH;
OCH,
R,
R,0 0
OH
Ry OR,
OH 0
R; R, R; R4
17 (#263) 3'-Hydroxyflindulatin OCH; | CH; H CH;
15 5,3'-Dihydroxy-3,6,7,8,4"-pentamethoxyflavon | OCH; | CH; OCH; | CH;
OCH;
R,
R,0 0
OCH;
R; OCH,
OR, o]
Ry R, R;
12 (#271) 5-Hydroxy-3,6,7,8,3',4"-hexamethoxyflavon | OCH; | CH; | OCH; | H
13 (#264) 5-Hydroxy-3,7,8,3’,4"-pentamethoxyflavon OCH; | CH; | H H
14 (#325) 3-Methoxynobiletin OCH; | CH; | OCH; | CHs o
OH
HO 21 trans-Tilirosid R= N
0
OR
A g
HO OH
OH o) ol
0 OH

Abbildung 275: Aus M. barbigera isolierte Flavonide
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Das Quercetin (#242) selber, welches ein in der Natur sehr weit verbreitetes Flavonol darstellt,
ist allerdings nur in M. glabra gefunden worden und auch sein 3-O-Glucosid (Isoquercitrin,
#243), kommt auBer in M. glabra nur noch in M. micrococca vor. Moglicherweise ist der Grund
dafiir, dass insgesamt noch zu wenige Arten beziiglich ihrer Inhaltsstoffe und insbesondere auch
beziiglich des Vorkommens von Flavonoiden untersucht wurden.

Das am Héufigsten gefundene Flavonoid ist das 3,5,6,7,8-Pentamethoxy-3°,4°-
methylendioxyflavon (Melibentin, #234). Es ist in vier der fiinf bisher untersuchten Arten aus
der Section Melicope enthalten (s. Tabelle 44). In den Species der Section Lepta ist es bisher
nur in M. subunifoliolata getunden worden.

In der hier vorgelegten Arbeit konnte Melibentin (11) aus M. barbigera auch isoliert werden.
In M. triphylla, der zweiten bisher aus der Section Pelea untersuchten Species, ist Melibentin
ebenfalls enthalten (s. Tabelle 44)

Mit Pachypodol (#239) und Meliternatin (#257) wurden zwei weitere Quercetinderivate jeweils
6-mal gefunden. Beide Verbindungen kommen in M. triphylla auch vor, konnten hier aus M.
barbigera jedoch nicht isoliert werden. Die Verbindungen Quercetin-3,3 ‘-methylether (#232),
Ternatin (#241), 5-Demethylmelibentin (#274) und Melisimplexin (#290) sind in fiinf Melicope
Species enthalten. Wihrend alle vier Verbindungen in M. triphylla nachgewiesen werden
konnten, ist Ternatin (#241) in M. barbigera nicht enthalten (s. Tabelle 44). Insgesamt sind 7
der in M. barbigera enthaltenen Flavonoide auch als Sekundirstoffe von M. triphylla
beschreiben worden (Tabelle 44), was sich durch die Zugehdorigkeit zur gleichen Section und
die dadurch bedingte nahe Verwandtschaft erkliren ldsst. Leider ist mit M. triphylla bisher nur

eine Pflanze aus dieser Sektion untersucht worden.

Die geringe Anzahl (20 von 247) der bisher hinsichtlich des Vorkommens von Flavonoiden
untersuchten Melicope Arten, macht chemotaxonomische Uberlegungen schwierig, da die
Datenlage dafiir sehr diinn ist. Hartley beschreibt in seiner im Jahre 2001 erschienen Arbeit,
dass sich die Arten der Section Melicope zuerst aus Euodia-dhnlichen Vorfahren entwickelt
haben. Die Section Vitiflorae erschien erst zu einem spiteren Zeitpunkt, gefolgt von den
jiingeren Sectionen Pelea und Lepta, die die jliingste Section darstellt. [203] Folgt man den
Ausfiithrungen von Waterman et al. (1983) zur Chemotoxonomie der Gattung Acmadenia, die
zur gleichen Unterfamilie der Rutaceae gehort wie die Gattung Melicope, dann wire das
Kampferol innerhalb der Flavonole die urspriingliche Verbindung aus der alle anderen
Flavonole nach Hydroxylierung und weiterer Substitution entstehen. [298] Durch eine

Hydroxylierung an C-3° entsteht das Quercetin und davon leiten sich dann alle anderen
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Quercetinderivate ab. In Tabelle 45 sind alle bisher auf Flavonoide untersuchten Melicope
species mit den darin gefundenen Flavonoid-Strukturtypen dargestellt. Dass aus der Section
Vitiflorae, der nach Hartley zweitéltesten Sektion, bisher keine dazugehorige Pflanze
untersucht wurde, ist fiir Uberlegungen zur Chemotaxonomie ein groBer Nachteil.
Quercetinderivate finden sich in Species aus allen bisher untersuchten Sektionen. In der Tabelle
43 sind die 6,7- bzw. 3‘4‘-Methylendioxyderivate unter der Bezeichnung
Methylendioxyflavonoide separat aufgefithrt. Da es sich dabei auch um Quercetinderivate
handelt, ist die Spalte nur dann markiert, wenn zusétzlich auch Quercetinderivate enthalten
sind, die keine Methylendioxygruppe im Molekiil enthalten. Alle sieben bisher untersuchten
Pflanzen aus den Sektionen Melicope und Pelea enthalten solche Methylendioxyderivate
(Tabelle 45), aber nur in zwei Arten aus der Sektion Melicope kommen auch die anderen
Quercetinderivate vor. In M. triphylla und M. barbigera sind Substanzen beider Strukturtypen
enthalten. In der Sektion Lepta ist das Verhéltnis umgekehrt. Bis auf Melicope accendens, deren
Flavonoide aber auch nur mit Hilfe der LC/MS nachgewiesen wurden enthalten alle Species
»hormal® substituierte Quercetinderivate, nur in M. coodeana, M. glabra und M.

subunifoliolata sind Methylendioxyderivate des Quercetins enthalten.
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Tabelle 44: Mehrfach in Melicope-Arten gefundene Flavonoide

Iso
Kiimp- -
ferol- Quercetin-Derivate fla
Derivate vo-
noi
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T TT7T
#252 #232 #234 #235 #239 #241 #243 #2247 #248 #257 #261 #262 #263 #264

Section Melicope
M. broadbentia
M. indica

M. patulinervia

M. simplex

M. ternata
Section Vitiflorae

Section Pelea

M. barbigera

M. triphylla

Section Lepta

M. accendens

M. borbonica

M. coodeana

M. denhamii

M. elleryana

M. glabra

M. hookeri

M. latifolia

M. lunu-ankenda

M. madagascariensis

M. micrococca

M. obscura

M. pteleifolia

M. subunifoliolata
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Tabelle 45: Bisher auf Flavonoide untersuchte Melicope-Arten und darin gefundene

Strukturtypen
Kimpferol Quercetin Methylen- Flavanone Flavan- Isopren- Flavone Isoflavo-
derivate derivate dioxy- onole Derivate noide

flavonoide

Section Melicope
M. broadbentia
M. indica

M. patulinervia

M. simplex

M. ternata

Section Vitiflorae

Section Pelea

M. barbigera
M. triphylla

A S —
Section Lepta

M. accendens
M. borbonica
M. coodeana
M. denhamii
M. elleryana
M. glabra

M. hookeri
M. latifolia

M. lunu-ankenda

M. madagascariensis

M. micrococca

M. obscura
M. pteleifolia
M. subunifoliolata

Die Sektion Lepta weist weitere Besonderheiten auf, denn nur in Pflanzen dieser Gruppe
wurden vereinzelt Flavanone, Flavanonole, Flavone und Isoflavonoide gefunden. Nach
Harborne et al. spricht das Auftreten von Flavonen fiir weiter entwickelte Pflanzen innerhalb
einer Gattung, wihrend Flavonole fiir weniger entwickelte Pflanzen sprechen. [304] Ob die
Unterschiede im Substitutionsmuster auch bei dem Vergleich der Methylendioxyderivate des
Quercetins zu den anderen Verbindungen zu derartigen Uberlegungen herangezogen werden
konnen, bleibt fraglich, solange man die verantwortlichen Enzyme bzw. die fiir deren Bildung
verantwortlichen Gene nicht kennt. Untersuchungen zu den fiir die Biosynthese der
verschiedenen Flavonoide verantwortlichen Enzyme sind teilweise bereits durchgefiihrt
worden. [305] Insbesondere bei den letzten Schritten in der Biosynthese eines speziellen
Flavonoids, z.B. Hydroxylierungen und Methylierungen muss davon ausgegangen werden, dass
individuellere Gene fiir die Steuerung dieser Prozesse verantwortlich sein kdnnten [306],
wodurch die Unterschiede im Substitutionsmuster z.B. der Quercetinderivate dann nicht fiir

phyllogenetische Uberlegungen herangezogen werden sollten.
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Viele der Flavonoide aus der Gattung Melicope wurden erfolgreich auf ihre Zytotoxizitat
getestet. Wir konnten dies mit unseren Testsystemen nur fiir die Flavonoide 15 und 17
bestéitigen. Bei beiden Verbindungen handelt es sich um Derivate des Quercetins. Beide
Verbindungen besitzen eine 3‘-Hydroxy-4‘-Methoxy-Substitution. Fiir beide Verbindungen
konnte auch gezeigt werden, dass die Zytotoxizitit {iber eine Beeinflussung der Caspase 3/7
ausgelost wird. Die Quercetinderivate 15 und 17 sind die einzigen beiden Substanzen, die mit
dieser Substitution des B-Rings aus M. barbigera isoliert werden konnten. Offenbar ist diese
Substitution essentiell fiir die Wirukung, denn alle anderen von uns getesteten Flavonoide
zeigten keine zytotoxischen Eigenschaften in den von wuns verwendeten Assays.
Uberraschenderweise war das an der C-7 Hydroxygruppe prenylierte Flavonoid 19 inaktiv. Wir
hatten wegen der Erfahrungen mit C-prenylierten Flavonoiden aus unserer Arbeitsgruppe eine
Verstarkung der Aktivitdit erwartet [16,24,25,76,77,189,190]. Moglicherweise sind O-
prenylierte Flavonoide weniger aktiv als solche, die am Kohlenstoff substituiert sind, es kann
aber auch sein, dass der Grund fiir die fehlende Aktivitit in der Substitution des B-Rings zu
suchen ist. Verbindung 17 besitzt eine 4‘-Hydroxy-3‘-Methyoxysubstition am B-Ring, genauso
wie Verbindung 16, das als Isomer von 15 ebenfalls inaktiv ist. Weitere Untersuchungen zu
Struktur-Wirkungsbeziehungen, insbesondere zu den prenylierten Verbindungen, wéren

wiunschenswert.

Abschliefend lésst sich festhalten, dass Melicope barbigera viele interessante Inhaltsstoffe
besitzt, die auch von pharmazeutischem Interesse sein konnen. Dies trifft insbesondere auf die
Acetophenone und Chromene zu. Insgesamt gesehen wire es wiinschenswert, wenn weitere
und insbesondere auch endemische Arten aus unterschiedlichen Okosystemen hinsichtlich ihrer
Inhaltsstoffe untersucht werden. Um chemotaxonomische Zusammenhinge zu erkennen, wire
es aber unerlédsslich, dass nicht nur einzelne Verbindungen aus einer Stoffgruppe aus den
Pflanzen isoliert und identifiziert werden, sondern dass moglichst viele Substanzen aus einer
Stoffgruppe isoliert werden. Aus der Sektion Pelea, zu der Melicope barbigera gehort, wurden
bisher nur 4 Species auf ihre Inhaltsstoffe untersucht. Es wire wiinschenswert diese Anzahl
wesentlich zu steigern. Dann wére es moglich Cluster verwandter Pflanzen zu bilden und

gleichzeitig mogliche Unterschiede in der Entwicklung endemischer Arten zu erkennen.
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6 Experimenteller Teil

Fiir die vorliegende Arbeit werden zunéchst die eingesetzten chromatographischen Methoden,
erlautert und deren Anwendung dargestellt. Danach erfolgt die Darstellung der
spektroskopischen Methoden, die zur Strukturaufkldrung der isolierten Substanzen
herangezogen wurden. Im Anschluss werden die durchgefiihrten Extraktionen und die

Untersuchungen zur Bestimmung der Bioaktivitit ndher erldutert.

6.1 Chromatographische Methoden
6.1.1 Diinnschichtchromatographie (DC)

Die Diinnschichtchromatographie wurde fiir den Nachweis der in den gewonnenen Fraktionen
enthaltenen Substanzen und fiir die Reinheitspriifung der isolierten Substanzen verwendet.
Zudem wird die DC verwendet, um ein geeignetes FlieBmittelsystem fiir die weitere
Auftrennung der Fraktionen mit Hilfe der Sdulenchromatographie zu bestimmen. DC-
Kieselgelplatten 60 F2s4 von der Firma Merck wurden hierbei als stationdre Phase verwendet.

Als Laufstrecke wurde 8 cm gewéhlt.

Abhingig vom jeweiligen Trennproblem sind folgende FlieBmittelsysteme fiir die

Diinnschicht- bzw. Saulenchromatographie getestet worden:

FlieBmittelsysteme: DC-1: n-Hexan / EtOAc 8:2
DC-2: n-Hexan / EtOAc 6:4
DC-3: n-Hexan / DCM /MeOH 5:4:1
DC-4: n-Hexan / DCM /MeOH 6:4:0,5
DC-5: n-Hexan / EtOAc/ MeOH 6:4:0,5

Alle FlieBmittelsysteme wurden im Vorfeld bzgl. ihrer Trennschirfe untersucht. Es stellte sich
heraus, dass das FlieBmittelsystem DC-3 die besten Trenneigenschaften aufwies, weshalb DC-

3 durchgehend fiir die Analytik und Bestimmung der isolierten Substanzen eingesetzt wurde.

Die mit dem FlieBmittel befiillte DC-Kammer wurde nach FEinfiillen fiir ungefdhr 5 min

stehengelassen, um eine Sittigung des Luftraums mit den Losemittelddmpfen zu erreichen.

Nach der Entwicklung im entsprechenden FlieBmittel wurde die DC-Platte im Warmluftstrom

getrocknet. Danach wurde zunichst die Loschung des Fluoreszenzindikators bei A = 254 nm
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der chromatographierten Verbindungen gepriift. AnschlieBend wurde bei A = 365 nm die
Eigenfluoreszenz der Substanzen kontrolliert. Im Anschluss wurde mit einem geeigneten
Spriihreagenz bespriiht und wiederum getrocknet. Die Detektion der mit Naturstoffreagenz
bespriihten Platte erfolgte im UV-Licht bei A = 366 nm, die mit Anisaldehyd/Schwefelsdure-
Reagenz bespriihte Platte wurde nach Erhitzen auf der Heizplatte bei 105 °C im Tageslicht

ausgewertet.

Anisaldehyd/Schwefelsdure-Sprithreagenz

Fiir die Herstellung wurden 0,5 ml Anisaldehyd (Acros Chemicals), 10 ml Eisessig (VWR
International) und 85 ml Methanol (VWR International) unter Zugabe von 5 ml Schwefelsdure

96% (technisch) in einem Eisbad vorsichtig gemischt und anschlieend im Kiihlschrank bei

4°C aufbewabhrt.

Die DC-Platten wurden anschlieBend so lange mit dem Reagenz bespriiht, bis der in der Platte
enthaltene Fluoreszenzindikator unter UV-Licht bei A = 254 nicht mehr zu erkennen war und
die zuvor griin fluoreszierende Platte nur noch dunkelviolett erschien. Danach wurde die

bespriihte Platte vorsichtig bis zur vollstindigen Farbentwicklung der Substanzzonen erhitzt.

Naturstoffreagenz A - Sprithreagenz

Losung 1: 1%-ige Losung von Diphenylboryloxyethylamin (Carl Roth)
in Methanol (technisch)

Losung 2: 5%ige  Losung von  Polyethylenglykol 400 (VWR  International)
in Ethanol (technisch)

Das Naturstoffreagenz A kann grundsétzlich zur Identifizierung von Flavonoiden eingesetzt
werden. Andere Stoffgruppen reagieren zum Teil auch. Nach Bespriihung mit Losung 1 wurden
die DC-Platten getrocknet im UV bei 365 nm und im Tageslicht kontrolliert, um zu priifen ob
die Entwicklung der entstehenden Farben vollstindig abgeschlossen ist. Zur Fixierung der

entstandenen Farben wurde Losung 2 aufgespriiht.
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Tabelle 46: R¢-Werte der isolierten Verbindungen 1 - 27

Re- Farbe nach.Detektion Farbe nach Detektion mit Naturstoffreagenz A
Verb. | Wert Anisaldellrllylfi/sto4- UV-Licht (365 nm) Tageslicht
(DC-3) Reagenz

1 0,56 orange gelb fluoreszierend gelb

2 0,83 orange-braun gelb fluoreszierend gelb

3 0,85 grau-blau gelb-orange fluoreszierend gelb

4 0,88 grau-blau gelb-orange fluoreszierend gelb

5 0,6 hell-braun hell-blau farblos
6 0,47 rot-braun gelb fluoreszierend gelb

7 0,47 rot-braun gelb fluoreszierend gelb

8 0,58 hellbraun gelb fluoreszierend gelb

9 0,6 rotlich orange dunkel gelb
10 0,6 rotlich orange dunkel gelb
11 0,51 rotlich orange dunkel gelb
12 0,56 rotlich orange dunkel gelb
13 0,56 rotlich orange dunkel gelb
14 0,5 rotlich orange dunkel gelb
15 0,41 rotlich orange dunkel gelb
16 0,41 rotlich orange dunkel gelb
17 0,44 rotlich orange dunkel gelb
18 0,35 rotlich orange dunkel gelb
19 0,45 rotlich orange dunkel gelb
20 0,47 rotlich orange dunkel gelb
21 0,28 rotlich orange dunkel gelb
22 0,28 violett dunkel gelb
23 0,41 blauviolett hellblau farblos
24 0,35 blauviolett hellblau farblos
25 0,43 blauviolett hellblau farblos
26 0,55 farblos gelblich orange farblos
27 0,31 farblos blaulich farblos
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6.1.2 Fliissigchromatographie Sephadex
Sephadex, welches als Acronym fiir ,,Separation Pharmacia Dextran steht”, wird haufig als
stationdre Phase fiir chromatographische Methoden verwendet [307] Die Trennung an

Sephadex wird auch als Gel-Filtration bezeichnet.

Das Sephadex Material fiir die Sdulenchromatographie besteht aus hoch quervernetzten,
pordsen Dextranen, die unter Reaktion mit Epichlorhydrin hergestellt werden. Es resultieren
verschiedene Sephadex Typen, die sich im Quervernetzungsgrad unterscheiden, was Einfluss
auf das Quellvermdgen und die Selektivitét fiir spezifische MolekiilgroBen hat. Durch die
Quervernetzung der Monomere untereinander, besitzt Sephadex eine hohe physikalische als

auch chemische Stabilitét.

In der Biochemie werden beispielsweise zur Trennung von Proteinen Sephadex-Gele des Typs
G verwendet. Diese besitzen jedoch keine groBle Bedeutung fiir die Naturstoffchemie. Eine
wichtige stationdre Phase zur Trennung von Naturstoffen ist Sephadex LH-20. Dieses Sephadex
ist im Unterschied zur Sephadex G an den Zuckereinheiten zusétzlich hydroxypropyliert. Aus
diesem Grund erfolgt die Trennung mit Sephadex LH-20 nicht nur aufgrund der MolekiilgroB3e,
sondern auch durch die Verteilungskonstante der jeweiligen Verbindungen zwischen der
stationdren und mobilen Phase. Durch die Hydroxypropylierung kann Sephadex LH-20 sowohl
mit lipophilen als auch hydrophilen mobilen Phasen benutzt werden. Die Wahl der stationiren
Phase beeinflusst allerdings das Quellvermdgen von Sephadex LH-20, sodass daraus

verschiedene Porengrdfien resultieren.

Bei der sdulenchromatographischen Trennung mit Sephadex LH-20 wurde Methanol (100 %,
technisch, zur Reinigung 1x iiber eine Kolonne destilliert) als mobile Phase verwendet. Als

Fraktionskollektor wurde der IKB Pharmacia S100 verwendet.

6.1.3 Hochdruck-Fliissigchromatographie (HPLC)

Die HPLC, englisch fir “High Performance Liquid Chromatography”, deutsch
,Hochleistungsfliissigchromatographie®, ist ein chromatographisches Verfahren, welches sich
je nach Ausstattung flexibel einsetzen ldsst. Der generelle Aufbau der HPLC ist bei allen
Systemen gleich. Zu der Mindestausstattung zédhlen Pumpe, Sdule und Detektor. Die Wahl von
Pumpe, Sédule und Detektor entscheidet liber die Ausrichtung der HPLC fiir analytische oder
préaparative Zwecke. Detektiert wird zumeist mit einem UV/VIS-Detektor, der die Substanzen
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aufgrund ihrer Eigenschaften in diesem Bereich bestimmen ldsst. Stoffe die weder im UV-noch
in sichtbaren Bereich des Lichtes absorbieren sind nur detektierbar, wenn ein anderes Verfahren
verwendet wird, das andere Eigenschaften der Stoffe ausnutzt, wie die elektrochemische

Detektion (ECD), die Messung des Brechungsindex oder die Massenspektrometrie.

In dieser Arbeit wurde sowohl die analytische als auch die semi-préiparative HPLC verwendet.
Die analytische HPLC ist fiir kleine Probenmengen pro Injektion (bis zu 0,5 mg pro Injektion)
ausgelegt mit dem Ziel die Identitdt sowie die Reinheit der Probe zu bestimmen. Daher werden
vorzugsweisen kleine, kurze Sdulen mit geringem Durchmesser verwendet. Da bei der
herkdmmlichen HPLC mit einen UV/VIS oder DAD-Detektor nicht alle Substanzen detektiert

werden, ist es nicht moglich Verunreinigungen ohne Chromophor zu identifizieren.

Analytische HPLC

In der vorliegenden Arbeit wurde die analytische HPLC mit diesen Parametern verwendet:
Dionex P580-System mit DAD-Detektor (UVD340S)

Sdule: Eurospher 100 Cis (10pum, Fa. Knauer), 125mm x 4mm

Standard-HPLC Programm mit einer Flussrate von 1 ml/min

Zeit [min] | Wasser + 0,1 % Ameisensdure [%] [v/v] | Methanol [%] [v/V]
0 90 10
5 90 10
35 0 100
40 0 100
55 90 10
60 90 10
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Tabelle 47: Retentionszeiten der aus M. barbigera isolierten Verbindungen

Verbindung | Retentionszeit [min]
1 26,88
2 33,90
3 30,83
4 34,54
5 21,64
6 33,25
7 33,25
8 17,93
9 32,46

10 32,46
11 31,13
12 32,37
13 32,13
14 28,23
15 29,59
16 29,59
17 28,01
18 25,77
19 35,80
20 30,09
21 22,23
22 22,23
23 19,97
24 26,82
25 24,58
26 23,88
27 27,50
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Semi-priparative HPLC

Diese Methode wurde in dieser Arbeit ausschlieBlich fiir priparative Zwecke verwendet.
Folgende Konfiguration wurde fiir die Semi-préparative HPLC verwendet:
Lachrom-Merck Hitachi System: Pumpe L7100, UV Detektor L7400

Saule: Eurospher 100 C-18 (10uM, Fa. Knauer), 300x8mm

Das bei der analytischen HPLC erhaltene Chromatogramm wurde als Orientierung fiir die
Entwicklung eines Programmes fiir die Semi-priparative HPLC genutzt. Pro Injektion betrug
die Menge an zu trennendem Gemisch, je nach Verhalten auf der Séule, bis zu 3 mg. Bei allen

préiparativen Isolationsschritten wurde eine Flussrate von 5 ml/min verwendet.

Fir alle Fraktionen wurde zunidchst folgender Gradient verwendet (Standardprogramm)
verwendet, um die tatsdchliche Retentionszeit im Zusammenhang mit der

Methanolkonzentration zu bestimmen.

Zeit [min] | Wasser + 0,1% Ameisensédure [%] [v/v] | Methanol [%] [v/V]
0 90 10
20 0 100
25 0 100
30 90 10
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Im Anschluss daran wurden die Gradienten fiir die einzelnen Trennprobleme entsprechend

angepasst.

Verwendetes HPLC Programm (Acetophenone):

Zeit [min] | Wasser+ 0,1% Ameisensdure [%] [v/v] | Methanol [%] [v/V]
0 30 70
1 30 70
30 0 100

Verwendetes HPLC Programm (Flavonoide):

Zeit [min] | Wasser+0,1 % Ameisensdure [%] [v/v] | Methanol [%] [v/V]
0 65 35
1 65 35
15 0 100

Verwendetes HPLC Programm (Furanocumarine):

Zeit [min] Wasser+0,1%Ameisensdure [%] [v/V] Methanol [%] [v/V]
0 50 50
15 0 100
20 0 100
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6.1.4 Vakuum-Fliissig-Chromatographie (VLC)
Die Vakuum-Fliissig-Chromatographie, im Englischem auch als ,,Vacuum Liquid
Chromatography (VLC)“ bekannt, gehort zu den Methoden der Sdulenchromatographie,

welche eine schnelle und effiziente Auftrennung von Verbindungen aufweist. [308]

Die VLC-Saule besteht aus einem Biichner Trichter in Kombination mit einem Adapter, worin
die stationédre Phase eingebettet wird. [309] Das Vakuum dient dazu das FlieBmittel durch die
stationdre Phase zu ziehen. Das Verhéltnis aus Probe zu stationdrer Phase liegt typischerweise
zwischen 1:30 bis zu 1:300. [309] Geringere Verhiltnisse wie 1:5 oder 1:10 kénnen ebenfalls
verwendet werden. [310] Mithilfe der VLC konnen sowohl grofle als auch kleine
Extraktmengen in verschiedene Fraktionen aufgetrennt werden. Je nach Extrakt wird ein
geeignetes Elutionsschema mit verschiedenen Losungsmitteln gewdhlt. Féllt die Wahl der
stationdren Phase auf Kieselgel wird die mobile Phase mit zunehmender Zahl der Fraktionen

polarer. [311]

In dieser Arbeit wurden 95 g des Dichlormethan-Rohextraktes zur weiteren Fraktionierung auf
eine VLC-Séule mit 150 g Kieselgel als stationdrer Phase aufgetragen. Die Zusammensetzung
der mobilen Phase und die damit verbundene Gewinnung der Fraktionen I — XII ist in der

nachfolgenden Tabelle dargestellt.
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Tabelle 48: VLC-Fraktionen

Fraktion % n-Hexan [v/v] % Ethylacetat [v/v]
I 100 -
II 95 5
I 90 10
v 85 15
A% 75 25
VI 65 35
VII 55 45
VIII 50 50
IX 25 75
X 0 100
Fraktion % Methanol [v/v] % Dichlormethan [v/v]
XI 50 50
XII 100 0

6.1.5 Siulenchromatographie

Das Prinzip dhnelt der VLC, es wird aber kein Unterdruck zur beschleunigten Separation
verwendet. Die Chromatographie erfolgt {iber die Schwerkraft mit dem Elutionsmittel, die
Trennung, wie bei der VLC durch unterschiedlich starke Adsorption der Substanzen an die
stationdre Phase. Bei der normalen Sdulenchromatographie betrdgt das Verhiltnis aus
stationdrer Phase und der zu trennenden Fraktion normalerweise 1:100. Als stationédre Phase
wurde fiir die vorliegende Arbeit Kieselgel 60 von Merck mit einer Korngroe von 0,2 — 0,5

mm verwendet.

Die zu trennende Fraktion wird in einem geeigneten Losungsmittel gelost und zunédchst mit
einer ausreichenden Menge Kieselgel verrieben. AnschlieBend wird die Probe getrocknet und
auf die mit Kieselgel gefiillte Sdule aufgetragen (= trockene Einbringmethode). Das zu
verwendende FlieBmittel wird iiber das Trennungsverhalten der Fraktion mit Hilfe von

vorgeschalteten Diinnschichtchromatogrammen ermittelt.
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6.2 Spektroskopische Methoden

6.2.1 Flissigchromatographie / Massenspektroskopie

Die Massenspektren wurden mit Hilfe des Thermo Finnigan LCQ Deca XP LC/MS-Gerétes
generiert. Hochauflosende Massenspektren wurden von einer FTHRMS-Orbitrap
(ThermoFisher) LC/MS-Anlage erhalten. Die zu bestimmende Verbindung (0,5mg/ml) wurde
in HPLC-Methanol gelost. Zur Aufnahme einfacher ESI-Massenspektren wurden die Proben
direkt injiziert (Direkteinlass), wahrend Proben zum Erhalt hochauflosender Massenspektren
durch eine vorgeschaltete UHPLC (Agilent Systems) mit einer UHPLC-S&ule von Supelco
(C18, 2,0 um 2.1 x 50 mm) aufgereinigt wurden (LC-HRESIMS-System). Als mobile Phase
dienten Wasser/Acetonitril-Gemische. Die Konzentration des Acetonitrils betrug anfangs 0%
und wurde wihrend des 10-miniitigen Laufes auf 100% bei einer FlieBgeschwindigkeit von 0,5
ml/min erhdht. Nach einer Injektion wurden die Daten mittels Bruker Compass Software

bearbeitet und die moglichen Massenpeaks eruiert.

Mit dem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer TSQ 7000 der Firma Finnigan MAT wurden
die jeweiligen EI-Spektren aufgenommen. Dieses Verfahren kann gewihlt werden, wenn viele
Fragmente identifiziert werden sollten, da ElektronenstoBionisation im Gegensatz zum

Elektronensprayionisation energiereicher ist.

6.2.2 Kernresonanzspektroskopie (NMR)
Fiir die Aufnahme der NMR-Spektren wurden folgende NMR-Spektrometer verwendet:

- Bruker ARX 300, 300 MHz NMR-Spektrometer

- Bruker ARX 500, 500 MHz NMR-Spektrometer

- Bruker AVANCE DMX 600, 600 MHz NMR-Spektrometer
Deuterierte Losemittel von der Firma Sigma-Aldrich und Deutero kamen zum Einsatz.
Zunichst wurde die zu messende Verbindung im Gefriertrockner von Martin Christ bei -70°C
tiber Nacht getrocknet. Danach wurde die Verbindung in ca. 300 ul deuteriertem Losungsmittel
geldst und in ein sauberes NMR-Rohrchen iiberfiihrt. Um eine Fiillh6he von ca. 3,5 cm im
NMR-Rohrchen zu erreichen, wurde mit dem deuterierten Losungsmittel aufgefiillt. Die
Bearbeitung sowie Auswertung der Spektren erfolgte mit MNOV A-10 von Mestrelab Research,
Spanien. Zur Kalibrierung der einzelnen erhaltenen Spektren wurde das jeweils verwendete
Losungsmittel verwendet. Die Shiftwerte wurden der bereitgestellten Losemittelbibliothek von

MNOVA entnommen.
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6.2.3 Mosher-Methode

Die Herstellung der (R)- und (S)-MTPA (a-Methoxy-o-trifluormethylphenylessigséure) von 1
und 5 wurde gemil der Methode von Ohtani et al. durchgefiihrt. [312] Jeweils zwei Proben von
1 und 5 (0,8 mg pro Verbindung) wurden 0,75 ml Pyridin-ds gelost und in einer Probe wurde
(R)-MTPA und in der anderen Probe (S)-MTPA unter Argon-Atmosphédre, um Oxidation zu
vermeiden, hinzugefiigt. Danach wurde bei 20°C fiir 8 h equilibriert. Im Anschluss wurde eine
semipriparative HPLC durchgefiihrt und 'H-NMR Spektren aufgenommen. Fiir die
semipraparative HPLC wurde folgendes Programm verwendet: (MeOH-H>O; 0—2 min 40:60,
2-20 min, 100:0) [186]

6.2.4 Optische Drehung

Zur Bestimmung des optischen Drehwertes bei chiralen Verbindungen wurde ein PerkinElmer-
241 MC Polarimeter verwendet. Dabei wurde die spezifische Drehung [a] bei 20° und bei A =
589 nm (Natriumlampe) gemessen. Die Schichtdicke der Quarzkiivette betrug 1 mm, Das
eingesetzte Probenvolumen betrug jeweils 350 pl. Es wurden Losemittel in UV-VIS Qualitét
benutzt. Zur Kontrolle der Funktionalitét des Polarimeters wurde zuerst eine Messung nur mit

Methanol und anschlieBend mit einer 1% Rutinlésung in Methanol durchgefiihrt.
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6.2.5 UV-VIS-Spektroskopie

Die UV Spektren der einzelnen Verbindungen wurden einerseits mit dem Dionex P580 System
mit DAD Detektor, UV340S und andererseits mit der Freedom EVO von Tecan aufgenommen.
Insbesondere die Verschiebungen der UV-Spektren der isolierten Flavonoide mittels Shift

Reagenzien wurden damit untersucht.

Damit die Verbindungen frei von allen Losungsmitteln waren, wurden diese zunichst
gefriertrocknet, um anschliefend mit Methanol (UV/VIS-Qualitdt) eine 1 mg/ml Stammldsung
herzustellen. Diese Losungen wurden jeweils 1:100 mit Methanol (UV/VIS-Qualitét) verdiinnt.
Die frisch hergestellten Losungen wurden in Eppendorf-Geféfe tiberfiihrt. Die Messungen der
Absorption wurden mit Hilfe einer 96 Wells Platte durchgefiihrt. Fiir jedes Flavonoid wurde

wie folgt vorgegangen:
1 x 100 pl Stammldsung rein, Verdiinnung (1:100)
1x100 ul+ 10 ul  Aluminiumchlorid-Losung (0,05g/ml in Methanol)

1x100 ul+ 10 ul  Aluminiumchlorid-Lésung (0,05g/ml in Methanol) danach erfolgt eine
Zugabe von 10 pl Salzsdure (25,0 ml konz. Salzsdure ad 50,0 ml)

1 x100 ul+ 10 ul  Natriummethylat-Losung (0,025 g/ml in Methanol)

Die Anwendung von Natriumacetat als Shift-Reagenz war aufgrund der Sedimentbildung nicht
moglich, weil der Lichtstrahl von unten nach oben durch die 96 Wells Platte ging und

Sedimente das Licht streuen wiirden.
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6.3 Eingesetzte Chemikalien

Fiir die verschiedenen chromatographischen Methoden wurden Losungsmittel in ,,technischer
Qualitdat“ verwendet, vom zentralen Chemikalienlager der Heinrich-Heine-Universitit
Diisseldorf bezogen wurden. Ethylacetat flir die Chromatographie wurde als analytische Ware
bezogen. Vor Verwendung wurden die technischen Losungsmittel zweifach destilliert. Fiir die
HPLC/MS wurde Losungsmittel in HPLC Grade Quality/MS Quality verwendet. Fiir
spektroskopische Methoden wie NMR wurde deuteriertes Losungsmittel (Acros Organics,
Merck, VWR International) verwendet. Zur Bestimmung des optischen Drehwertes kam

Losungsmittel zur Spektroskopie zum Einsatz.

Die folgende Ubersicht zeigt die verwendeten Chemikalien und deren Qualitiit:

Acetonitril HPLC-grade, VWR International
Dichlormethan technische Ware, 2x destilliert
Ethylacetat zur Analyse, VWR International
Methanol technische Ware, 2x destilliert

HPLC grade, VWR international, Honeywell

n-Hexan technische Ware, 2x destilliert

Stationire Phasen

Kieselgel MN 60M, 0,04-0,063 mm, Merck Darmstadt
Kieselgel fiir DC Silica Gel 60, Fas4, 20x20 cm, Merck Darmstadt
Sephadex LH20 GE-Healthcare

425



Experimenteller Teil

Spriihreagenzien

Naturstoffreagenz A:

1,0 g Diphenylborylethylamin in 100,00 ml Methanol gelost
Anisaldehyd-Reagenz:

10,00 ml Eisessig (min. 98%), 85,00 ml Methanol und 5,00ml konzentrierte Schwefelsdure
werden in einen 100 ml Erlenmeyerkolbenmit NS 29/32 Schliff gemischt danach erfolgt die
Zugabe von 0.5g Anisaldehyd.

Shiftreagenzien

Zur Bestimmung der UV-Spektren und deren Beeinflussung durch verschiedene Mittel wurden

folgende Reagenzien verwendet.

Aluminiumchlorid  Qualitdt: zur Synthese, Merck Darmstadt,
5g Aluminiumchlorid wurden (wasserfrei) in 100 ml Methanol gelost

Qualitit: zur Synthese, Acros Chemicals;

Natriummethylat:
5,95g Natriummethylat (entspricht 2,5g Natrium pro 100ml) wurden
in Methanol gelost

Salzsdure Qualitdt: zur Analyse, Merck Darmstadt, 50,00 ml konzentrierte

Salzsdure wurde in Nanopure Wasser zu 150,00 ml verdiinnt

Alle Losungen wurden frisch hergestellt und im Kiihlschrank dunkel aufbewahrt.

Weitere Reagenzien

Argon Messer Group

(R) und (S)-MTPA) Acros Organics
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6.4 Pflanzenmaterial

Das in dieser Arbeit untersuchte Pflanzenmaterial wurde aufgrund der Zusammenarbeit mit Dr.
Marc Appelhans, Institut fiir Systematik, Biodiversitit und Evolution der Pflanzen mit
Herbarium, Georg-August-Universitit Gottingen, 37073 Gottingen und Kenneth R. Wood
(National Tropical Botanical Garden, Kalaheo, Kaua’i, USA) von Kenneth Wood in Kaua’i
(Hawaii) gesammelt. Die Pflanzen wurden von ihm als Melicope barbigera A. Gray
identifiziert. Ein Belegexemplar ist im Herbarium des National Tropical Botanical Garden,
USA unter dem Barcode Ken hinterlegt (Voucher Nr.. PTBG1000062417). Das zu
untersuchende Material bestand aus den getrockneten Bléttern, von denen 1 Kilogramm zur

Verfiigung stand.

6.5 Extraktion und Fraktionierung des Dichlormethan- und Methanolextraktes

Die getrockneten Blétter von Melicope barbigera A. Gray (1 kg) wurden pulverisiert und mit
Dichlormethan erschopfend (ca. 48 h) mittels Soxhletverfahren extrahiert. Nach Entfernen des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer, resultierten 150 g eines schwarzen, sehr zihen
Extraktes. Die erneute Extraktion (ca.40 h) des Drogenmaterials mit Methanol ergab 110 g

eines ebenfalls schwarzen, zdhen, methanolischen Extraktes.

95 g des Dichlormethanextraktes wurden mit Kieselgel (q.s.) verrieben und nach erfolgter
Trocknung auf eine zuvor mit ca. 95 g Kieselgel priparierte VLC-Séule aufgetragen. Als
mobile Phase wurde ein Gradientengemisch aus Hexan und Ethylacetat verwendet, wobei die
Polaritidt durch Erh6hung des Anteils an Ethylacetat bei jedem Trennungsschritt gesteigert
wurde. Nach Erreichen von 100 % Ethylacetat wurde die Sdule mit Methanol/Dichlormethan
50:50 und danach mit Methanol (100%) gespiilt. Dabei wurde die Fraktionen XI und XII
gebildet (Tabelle 49).
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Tabelle 49: VLC- Fraktionierung des Dichlormethanextraktes (MB.D)

VLC-Fraktion Menge [g] n-Hexan v/v [%] Ethylacetat v/v [%]
MB.D-1 2,42 100 0
MB.D-II 6,42 95 5
MB.D-III 8,58 90 10
MB.D-IV 8,07 85 15
MB.D-V 4,61 75 25
MB.D-VI 9,45 65 35
MB.D-VII 8,83 55 45
MB.D-VIII 5,07 50 50
MB.D-IX 4,60 25 75
MB.D-X 2,50 0 100

VLC-Fraktion Menge [g] Methanol v/v [%] | Dichlormethan v/v [%]
MB.D-X1I 4,60 50 50
MB.D-XII 5,20 100 0

Bei der Fraktionierung ergab sich ein Verlust an Masse in Hohe von 24,65 g 2 25,94 %
ausgehend von der eingesetzten Menge fiir die VLC. Nachfolgernd werden nur VLC-

Fraktionen beschrieben, die weiterbearbeitet wurden.
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Fraktion MB.D-II
Die Fraktion MB.D-II wurde an einer Sephadex-LH20-S4ule mit Methanol (100%) {iber Nacht

aufgetrennt. Insgesamt konnten die erhaltenen Eluate nach DC-Kontrolle mit dem FlieBmittel
DC-3 in sieben Subfraktionen einteilt werden. In Subfraktion II.5 konnten nach Beendigung
der Sephadex-Trennung bereits Kristalle gefunden werden. Im Diinnschichtchromatogramm
der Unterfraktion MB.D-I1.5 fanden sich zwei Substanzflecke bei den Re-Werten 0,56 und 0,88.
Zur Trennung der beiden Substanzen wurde eine semipriparative HPLC durchgefiihrt, mit
deren Hilfe beide Substanzen rein erhalten werden konnten. Die Verbindung mit dem R-Wert
von 0,56 konnte als Alloevodionol (3) identifiziert werden. Die andere rein isolierte

Verbindung (R+-Wert 0,88) wurde als Melibarbichromen (4) identifiziert.

Tabelle 50: Subfraktionen der VLC-Fraktion MB.D-II

Eluate-Nr. Fraktion Menge [g] | Isolierte Verbindungen
14 -26 MB.D-II-1 1,84
27-33 MB.D-II-2 0,49
34 -47 MB.D-II-3 0,35
48 - 57 MB.D-II-4 1,43
58-65 | MB.D-II-5 0,91 3: 4
66 - 80 MB.D-II-6 0,33
81 - Ende | MB.D-II-7 0,48
Gesamt 6,31
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Fraktion MB.D-III
Die Fraktion III (8,58 g) wurde in Methanol (100 %) gelost und ebenfalls an einer

Sephadexsdule mit Methanol aufgetrennt. Es resultierten insgesamt 13 Subfraktionen III-1 bis
III-13. Nach DC-Kontrolle mittels FlieBmittel DC-3 wurde aufgrund eines deutlichen
Substanzflecks bei R¢= 0,78 in der Subfraktion III.10 (0,54 g) beschlossen, diese Substanz mit
Hilfe einer semipréparativen HPLC zu gewinnen. Nach erfolgter Aufreinigung und Einengung
des Eluates resultierte eine hellbraune, 6lige Substanz. Die von dieser Substanz aufgenommen
NMR-Spektren zeigten, dass es sich nicht um eine Substanz, sondern um ein Gemisch zweier

isomerer Verbindungen, der Melifolione A (6) und B (7) handelte.

Tabelle 51: Subfraktionen der VLC-Fraktion MB.D-IIIL

Eluate-Nr. | Fraktion Menge [g] | Isolierte Verbindungen
1-12 MB.D-III-1 0,46
13-19 MB.D-III-2 0,55
20-29 MB.D-II-3 0,36
30-35 MB.D-III-4 0,29
38-46 MB.D-III-5 0,15
50-60 MB.D-III-6 0,65
61-63 MB.D-III-7 0,32
64-76 MB.D-III-8 0,84
77-84 MB.D-III-9 0,74
85-123 MB.D-III-10 0,54 6+7
124-149 | MB.D-1II-11 0,75
150-170 | MB.D-III-12 0,84
171-181 | MB.D-III-13 0,86
Gesamt 6,86
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Fraktion MB.D-1V

Die Fraktion IV (8,07 g) wurde in Methanol gelost und wie bei den zuvor beschriebenen
Fraktionen an Sephadex LH-20 aufgetrennt. Nach DC-Kontrolle mit FlieBmittelsystem DC-3
konnten die Eluate in insgesamt 14 Subfraktionen (IV-1 — IV-14) eingeteilt werden. Bei der
Auswertung der DC-Chromatogramme der gebildeten Fraktionen zeigte sich, dass die in
Subfraktionen IV-8 und IV-10 eine gute Auftrennung der enthaltenen Substanzen im
FlieBmittelsystem DC-3 zeigten. Deshalb wurde die weitere Auftrennung an einer
Kieselgelsdure durchgefiihrt. Fiir die Sdulenchromatographie wurde das FlieBmittel etwas
angepasst und ein Gemisch aus 6 Teilen n-Hexan und 4 Teilen Methanol verwendet. Dies fiihrte

bei beiden Subfraktionen zu einer besseren Auftrennung.

Nach DC-Kontrolle konnte die Subfraktion I'V.8 in vier weitere Subfraktionen IV.8-1 bis IV .8-
4 aufgetrennt werden. Die Subfraktion IV.8-3 zeigte in der DC einen vielversprechenden
Substanzfleck (Rf = 0,56), der durch anschliefende Reinigung mittels semipréparativer HPLC
rein gewonnen werden konnte. Die Strukturaufklarung mittels NMR ergab, dass es sich um

einen neuen Naturstoff handelte, fiir den wir den Namen Melibarbinon A (1) vorgeschlagen

haben.

Die Subfraktion IV.10 konnte in insgesamt 4 weitere Fraktionen (IV.10-1 bis IV.10-4)
aufgetrennt werden. Die Fraktion IV-10-4 zeigte in der DC mit dem, fiir die Trennung an der
Kieselgelsdule verwendeten FlieBmittelsystem zwei Substanzflecke bei R¢= 0,44 und R¢= 0,83.
Mittels semiprédparativer HPLC (s. Kapitel) konnten die beiden Verbindungen getrennt werden.
Die spektroskopische Untersuchung mit MS und NMR ergab, dass es sich ebenfalls um zwei
bisher noch nicht in der Literatur beschriebene Verbindungen handelte. Fiir diese beiden
Substanzen schlagen wir die Trivialnamen Melibarbinon B (2) und Melibarbichromen B (5)

VOr.
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Tabelle 52: Subfraktionen der VLC-Fraktion MB.D-1V

El;i.te_ Fraktion Menge [g]
1-20 MB.D-1V-1 1,11
20-38 MB.D-IV-2 0,87
39-53 MB.D-1V-3 0,44
55-69 MB.D-IV-4 0,24
70-100 MB.D-IV-5 0,09
101-120 MB.D-IV-6 0,81
121-140 MB.D-1V-7 1,21
141-159 MB.D-IV-8 0,57
160-165 MB.D-IV-9 0,03
166-176 MB.D-1V-10 0,74
180-199 MB.D-IV-11 0,37
200-210 MB.D-IV-12 0,87
211-215 MB.D-1V-13 0,29
216-226 MB.D-1V-14 0,36
Gesamt 7,995

Tabelle 53: Weitere Auftrennung von Fraktion MB.D-1V-8 mittels Kieselgelsdule

Fraktion Menge [g] | Isolierte Verbindungen
MB.D-IV-8-1 0,085
MB.D-1V-8-2 0,04
MB.D-1V-8-3 0,061 1
MB.D-IV-8-4 0,225

Tabelle 54: Weitere Auftrennung von Fraktion MB.D-IV-10 mittels Kieselgelsdule

Fraktion Menge [g] | Isolierte Verbindungen
MB.D-IV-10-1 0,14
MB.D-IV-10-2 0,0089
MB.D-IV-10-3 0,32
MB.D-IV-10-4 0,15 2,5
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Fraktion MB. D-V

Die Fraktion V wurde — wie die anderen vorherigen Fraktionen nach erfolgter DC-Kontrolle —
an einer Sephadexséule in 11 weitere Subfraktionen aufgetrennt (V-1 bis V-11). Anschlieend
wurde mit den beiden Subfraktionen V-3 und V-4. weitergearbeitet. Die Subfraktion V-3 zeigte
neben weiteren scheinbar nicht gut aufgetrennten Substanzen bei einem R-Wert von 0,76 einen
klaren Substanzfleck, sodass diese Fraktion mittels semipréparativer HPLC weiter aufgereinigt
wurde. Dies fiihrte zur Isolierung und Identifizierung des Flavonoids 7-Isopentenyl-3,3¢-
dimethylquercetin (19).

Auch die Subfraktion V-4. zeigte in der DC einen deutlichen Substanzfleck bei R~Wert = 0,6,
sodass ebenfalls eine semipriparative HPLC zur weiteren Aufreinigung durchgefiihrt wurde.
Dabei konnte ein Gemisch aus den beiden Flavonoiden S5-Hydroxy-3,6,7,8-tetramethoxy-
3',4’-methylendioxyflavon und 5-Hydroxy-3,7,8-trimethoxy-3¢,4‘-methylenedioxyflavon

(9+10) gewonnen werden. Eine weitere Trennung der beiden Substanzen gelang leider nicht.

Tabelle 55: Subfraktionen der VLC-Fraktion MB.D-V

Eluate-Nr. Fraktion | Menge [g] | Isolierte Verbindungen

1-38 MB.D-V-1 0,952
39-70 MB.D-V-2 1,342
71-86 MB.D-V-3 0,128 19
87-94 MB.D-V-4 0,487 Gemisch 9+10

95-101 MB.D-V-5 0,198
102-128 MB.D-V-6 0,434
129-138 MB.D-V-7 0,021
139-149 MB.D-V-8 0,316
150-176 MB.D-V-9 0,188
177-210 | MB.D-V-10 0,194
211-222 | MB.D-V-11 0,085
Gesamt 4,345
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Fraktion MB.D-VI

Auch diese Fraktion wurde sdulenchromatographisch an Sephadex-LH 20 aufgetrennt. Nach
DC-Kontrolle mit dem FlieBmittelsystem DC-3 wurden sieben Subfraktionen VI-1 bis VI-7
gebildet. Aufgrund der guten Trennung im DC wurde Fraktion VI-5 an Kieselgel mit einen
FlieBmittelgemisch aus n-Hexan:Ethylacetat:Methanol (6:4:1) weiter aufgetrennt. Nach DC-
Kontrolle der Eluate mit demselben FlieBmittel, resultierten vier Fraktionen. Die Fraktion VI.5-
3 zeigte bei DC-Kontrolle einen Substanzfleck mit einem Rg~Wert von 0,55. Nach

semipriaparativer HPLC und nachfolgender Strukturaufkldrung der Reinsubstanz, konnte

gezeigt werden, dass es sich um das Isopimpinellin (26) handelt.

Ein Anteil der Subfraktion VI-6. wurde ebenfalls mit semiprdparativer HPLC weiter

aufgereinigt, was zur Isolierung des Flavonoids S5-Hydroxy-3,6,7,8-tetramethoxy-3',4’-

methylendioxyflavon (9) fiihrte.

Tabelle 56: Subfraktionen der VLC-Fraktion MB.D-VI

Eluate-Nr. Fraktion Menge [g] | Isolierte Verbindungen

1-24 MB.D-VI-1 1,214
29-48 MB.D-VI-2 0,967
51-70 MB.D-VI-3 0,858
71-84 MB.D-VI-4 1,191
85-107 MB.D-VI-5 1,032

108-133 MB.D-VI-6 1,245 9
134-142 MB.D-VI-7 1,994
Gesamt 8,501

Tabelle 57: Weitere Auftrennung von Fraktion MB.D-VI-5 mittels Kieselgelsdule

Fraktion Menge [g] Isolierte Verbindungen
MB.D-VI-5-1 0,242
MB.D-VI-5-2 0,178
MB.D-VI-5-3 0,137 26
MB.D-VI-5-4 0,351
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Fraktion MB.D-VII

Nach erfolgter Auftrennung an einer Sephadex-Séule mit Methanol konnten insgesamt 15
Subfraktionen VII-1 bis VII-15 gebildet werden. Nach DC-Kontrolle (FlieBmittelsystem DC-
3) wurden die Subfraktionen VII-6 und VII-9 ausgewihlt und sdulenchromatographisch an
Kieselgel (n-Hexan: Ethylacetat: Methanol (6:4:1)) weiter aufgetrennt. Sowohl aus der Fraktion
VIL6 als auch VII.9 wurden dabei 6 weitere Unterfraktionen gebildet.

Die Fraktionen VII-6-4 und VII-6-6 zeigten jeweils einen Substanzfleck, deren Rf-Werte
dhnlich waren (0,87 in VII-6-4 bzw. 0,82 in VII-6-6). Nach semipraparativer HPLC konnte aus
Fraktion VII-6-4 das Flavonoid 5-Hydroxy-3,3',4',6,7,8-hexamethoxyflavon (12) und aus
Fraktion VII-6-6 das Flavonoid 5,3'-Dihydroxy-3,6,7,8,4’-pentamethoxyflavon (15) isoliert

werden.

Nach semipraparativer HPLC wurde aus Fraktion VII-9-4 ein Gemisch der beiden Flavonoide
5,3’-Dihydroxy-3,6,7,8,4'-pentamethoxyflavon (15) und 5,4'-Dihydroxy-3,3¢,6,7,8-penta-
methoxyflavon (16) sowie das Alkaloid Evoelitrin (27) in reiner Form isoliert.

Die semipriparative HPLC der Fraktion VII-10 fiihrte zur Isolierung eines Gemisches aus 5-
Hydroxy-3,3',4',6,7,8-hexamethoxyflavon (12) und 5-Hydroxy-3,3',4’,7,8-pentamethoxy-
flavon (13). Das Flavonoid 5,3'-Dihydroxy-3,4¢,6,7-tetramethoxyflavon (Gossypetin-
3,7,8,4¢-tetramethylether) (17) konnte rein isoliert werden. (s. Kapitel)

Die Aufreinigung der Fraktion VII-14 mit der semipréparativen HPLC fiihrte zur Isolierung der
Verbindung Quercetin 3,3‘-dimethylethcer (18).

Tabelle 58: Subfraktionen der VLC-Fraktion MB.D-VII

Eluate-Nr. Fraktion Menge [g] | Isolierte Verbindungen

1-8 MB.D-VII-1 | 0,361

9-24 MB.D-VII-2 | 0,427

25-33 | MB.D-VII-3 | 0,913

34-50 | MB.D-VII-4 | 0,769

51-62 I MB.D-VIL-5 | 0,535

63-84 | MB.D-VII-6 | 0,943

8590 | MB.D-VI-7 | 0,681
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91-112 | MBD-VIL-8 | 0,881

13-121 | MBD-VIL9 | 1,27

122-130 | MB.D-VII-10 | 0,113 Gemisch 12+13; 17

31-135 | MB.D-VII-11 | 0,122

136-139 | MB.D-VII-12 | 0,681

140-146 | VB D-VII-13 | 0,437

147-168 | MB D-VII-14 | 0,128 18

168-182 | MB D-VII-15 | 0,421
Gesamt 8,682

Tabelle 59: Weitere Auftrennung von Fraktion MB.D-VII-6 mittels Kieselgelsdule

Fraktion Menge [g] | Isolierte Verbindungen
MB.D-VII-6.1 0,059
MB.D-VII-6.2 0,276
MB.D-VII-6.3 0,127
MB.D-VII-6.4 0,036 12
MB.D-VII-6.5 0,021
MB.D-VII-6.6 0,353 15

Tabelle 60: Weitere Auftrennung von Fraktion MB.D-VII-9 mittels Kieselgelsdule

Fraktion Menge [g] Isolierte Verbindungen
MB.D-VII-9.1 0,24
MB.D-VII-9.2 0,138
MB.D-VII-9.3 0,165
MB.D-VII-9.4 0,075 Gemisch 15+16; 27
MB.D-VII-9.5 0,391
MB.D-VII-9.6 0,106
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Fraktion MB.D-VIII

Nach Auftrennung an Sephadex LH-20 konnten nach DC-Kontrolle mit dem FlieBmittelsystem
DC-3 neun Unterfraktionen gebildet werden. Ein Anteil der Fraktion VIII-6 wurde direkt
mittels semipraparativen HPLC aufgereinigt und es konnten insgesamt fiinf Substanzen rein
gewonnen werden. Diese wurden aufgrund ihrer NMR-Spektren als Melibentin (11),
3,3¢,4,5,6,7,8-Heptamethoxyflavon (14), Melisimplexin (20), 2¢,3°-Dehydromarmesin (23)
und 5-Methoxy-2¢,3°’Dehydromarmesin (25) identifiziert. In der Fraktion MB.D-VIII-7
konnte nach Aufreinigung mittels semipréparativer HPLC mit Marmesin (24), ein weiteres

Furanocumarin, isoliert werden.

Tabelle 61: Subfraktionen der VLC-Fraktion MB.D-VIII

Eluate-Nr. Fraktion Menge [g] | Isolierte Verbindungen

1-19 MB.D-VIII-1 1,241

20-35 MB.D-VIII-2 0,632

36-40 MB.D-VIII-3 0,281

41-49 MB.D-VIII-4 0,219

50-58 MB.D-VIII-5 0,106

59-64 MB.D-VIII-6 0,931 11, 14, 20, 23, 25

65-71 MB.D-VIII-7 0,631 24

72-90 MB.D-VIII-8 0,451

91-102 MB.D-VIII-9 0,464

Gesamt 4,96
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Fraktion MB.D-IX

Die Auftrennung dieser Fraktion an einer Sephadexsdule mit Methanol resultierte in 8
Fraktionen. Ein Anteil der Fraktion IX.5 wurde direkt mittels semiprdparativen HPLC
aufgereinigt, welches die Isolierung und Identifizierung der Substanz Melifoliox B (8)

ermoglichte.

Tabelle 62: Subfraktionen der VLC-Fraktion MB.D-XI

Eluate-Nr. Fraktion Menge [g] | Isolierte Verbindungen

1-34 MB.D-IX-1 0,06
35-42 MB.D-1X-2 1,97
43-47 MB.D-1X-3 1,18
48-50 MB.D-IX-4 0,46

51-58 MB.D-IX-5 0,53 8
59-74 MB.D-IX-6 0,06
75-81 MB.D-IX-7 0,04
82-93 MB.D-1X-8 0,25
Gesamt 4,57
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Fraktion M (MB.M)

Um sich einen Uberblick zu verschaffen, ob weitere Flavonoidaglyka, die im
Dichlormethanextrakt aufgrund ihrer Hydrophile moglicherweise nicht enthalten sind, in der
Pflanze vorkommen, wurde der Methanolextrakt (110 g) untersucht. 65 g dieses Extraktes
wurden an einer Sephadex LH-20-Sédule mit Methanol als FlieBmittel aufgetrennt. Es wurden 9
Fraktionen erhalten. Die Subfraktion MB.M-IV (0,46 g) wurde nach DC-Kontrolle
anschliefend mit der semiprdparativen HPLC aufgetrennt. Dabei konnte ein Gemisch der

beiden isomeren Flavonoidglykoside trans- und cis-Tilirosid (21 + 22) isoliert werden.

Tabelle 63: Subfraktionen des Methanolextrates

Eluate-Nr. Fraktion Menge [g] | Isolierte Verbindungen
1-65 MB.M-I 0,03
66-125 MB.M-II 14,5
125 -150 MB.M-III 9,3
151 - 165 MB.M-IV 0,46 Gemisch 21 + 22

166 - 198 MB.M-V 0,54
199 - 261 MB.M-VI 15,5
261 - 298 MB.M-VII 17,6
299 - 350 MB.M-VIII 2,07

351 -395 MB.M-IX 4,575

Gesamt 64,575
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Abbildung 276: Isolationsschema der Acetophenone
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Abbildung 277: Isolationsschema der Alkaloide, Flavonoide und Furanocumarine
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6.6 Ausbeute und Ursprungsfraktion der isolierten Verbindungen aus M. barbigera

Nr. | Verbindungen Ursprungs- Ausbeute
fraktion

1 Melibarbinon A MB.D-IV-8-3 | 2,3 mg

2 Melibarbinon B MB.D-IV-10-4 | 3,2 mg

3 Alloevodionol MB.D-II-5 23,0 mg

4 Melibarbichromen A MB.D-II-5 2,2 mg

5 Melibarbichromen B MB.D-1V-10-4 | 1,8 mg

6 | Melifolione A MB.D-III-10 3,1 mg

7 | Melifolione B MB.D-III-10 3,1 mg

8 Melifoliox B MB.D-IX-5 3,4 mg

) ST oy WBDvis |28ms

10 | 5-Hydroxy-3,7,8-trimethoxy-3°,4‘-methylendioxyflavon | MB.D-V-4 im Gemisch mit 9

11 | Melibentin MB.D-VIII-6 | 6,5 mg

12 | 5-Hydroxy-3,3',4",6,7,8-hexamethoxyflavon MB.D-VII-6-4 | 2,2 mg

13 | 5-Hydroxy-3,3",4',7,8-pentamethoxyflavon MB.D-VII-10 | im Gemisch mit 12

14 | 3,3°,4°,5,6,7,8-heptamethoxyflavon MB.D-VIII-6 1,9 mg

15 | 5,3’-Dihydroxy-3,6,7,8,4'-pentamethoxyflavon MB.D-VII-6-6 | 1,7 mg

16 | 5,4’-Dihydroxy-3,3,6,7,8-pentamethoxyflavon MB.D-VII-9-4 | im Gemisch mit 15

17 | 5,3'-Dihydroxy-3,4¢,6,7-tetramethoxyflavon MB.D-VII-10 | 1,3 mg

18 | Quercetin 3,3‘-dimethylether MB.D-VII-14 | 1,45 mg

19 | 7-Isopentenyl-3,3‘-dimethylquercetin MB.D-V-3 1,3 mg

20 | Melisimplexin MB.D-VIII-6 | 1,5 mg

21 | trans-Tilirosid MB.M-IV é:ﬁfcﬁrgu 2

22 | cis-Tilirosid MB.M-IV E}Zr;?fcﬁnr;l 21

23 | 2°,3° Dehydromarmesin MB.D-VIII-6 | 1,8 mg

24 | Marmesin MB.D-VIII-7 | 2,1 mg

25 | 5-Methoxy-2°,3‘Dehydromarmesin MB.D-VIII-6 1,2 mg

26 | Isopimpinellin MB.D-VI-5-3 | 1,6 mg

27 | Evolitrin MB.D-VII-9-4 | 1,2 mg
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6.7 Untersuchungen zur Zytotoxizitit

6.7.1 Zelllinien und Zellkulturen

Die humane Ovarialkarzinom Zelllinie A2780 wurde von der European Collection of Cell
Culture (ECACC, Salisbury, UK) bezogen. Die Zellen der Linie A2780 werden bei 37 °C und
befeuchteter Luft mit einem 5% CO2-Gehalt in RPMI 1640, welches 10% Hitze-inaktiviertes
fetales Kalbsserum, 120 IU/mL Penicillin und 120 ug/mL Streptomycin enthélt, kultiviert. Die

Zellen wurden bis 80% Konfluenz geziichtet bevor diese in weiteren Assays verwendet wurden.

6.7.2 Zytotoxizitits-Assay

Die zytotoxischen Effekte der isolierten Verbindungen wurden fluoreszenzbasiert durch
Messung des Schrumpfens von Zellkernen (und nachfolgend erhdhte durchschnittliche
Fluoreszenzintensitdt pro Zellkern) indem die Zellen mit Hoechst-33342 behandelt wurden,
analysiert. Die Visualisierung der Ergebnisse erfolgte durch high content screening (HCS) des
Array Scan XTI (Thermo Scientific, Wesel, Germany). Die Zellen wurden in Mikrotiterplatten
mit 96 Wells (Corning, Kaiserslautern, Germany) bei einer Dichte von 4000 c/w eingesetzt.
AnschlieBend wurden die Zellen mit den Verbindungen fiir 72h behandelt. Danach wurde das
Medium entfernt und 50 pL der Zellkern-farbenden Losung (1,78 uM Hoechst-33342 in PBS)
hinzugefiigt. Darauthin wurden die Zellen fiir 30 min bei 37 °C inkubiert in einem

luftbefeuchteten Inkubator bebriitet, bevor die Bildgebung stattfand.

6.7.3 MTT-Assay

Die Zellviabilitdt unter dem Einfluss von Verbindungen wurde mittels eines verbesserten MTT-
Assays (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) durchgefiihrt. [186] Um
den Effekt der Verbindung 2 zu {berpriifen, wurde zunichst eine Zelldichte von 8000
Zellen/Wells angestrebt, welche fiir 72 h mit verschiedenen Konzentrationen von Verbindung
2 inkubiert wurde. Nach Zugabe von MTT erfolgte die Messung. Die Formazan Prézipitate
wurde in DMSO gel6st und die Absorption wurde bei 544 nm und 690 nm mit dem FLUOstar

microplate reader gemessen.
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6.7.4 Caspase 3/7-Aktivierungs-Assay

Die durch die Verbindungen induzierte Aktivierung der Caspasen 3/7 wurde mithilfe des
CellEvent Caspase 3/7 green detection reagent (Thermo Scientific, Wesel, Germany) gemal3
der Gebrauchsanweisung des Herstellers analysiert. Die Zellen wurden in 96-Wells-Titerplatten
(Corning, Kaiserslautern, Germany) bei einer Dichte von 4000 c/w eingebracht. Die Zellen
wurden dann mit den Verbindungen fiir 72 h behandelt. Danach wurde das Medium entfernt
und 50 pL CellEvent Caspase 3/7 green detection reagent (2 pM in PBS mit zusétzlich 5%
hitze-inaktiviertem FBS) hinzugefiigt. Die Zellen wurden fiir 30 min 37 °C in einem
befeuchteten Inkubator bebriitet. Dann erfolgte das bildgebende Verfahren mithilfe des high
content screening (HCS) Systems vom Thermo Fisher Array Scan XTI bei einer zehnfachen
VergroBBerung (Thermo Scientific). Der Caspase-Inhibitor QVD wurde in einer Konzentration
von 20 uM, verdiinnt im entsprechenden Medium, eingesetzt und 30 min vor der Zugabe der

Verbindungen inkubiert.

6.7.5 Datenanalyse und Berechnung der ICso-Werte

Die ICso-Werte wurden mithilfe der Software Prism® 7.0 (GraphPad, San Diego, Kalifornien,
USA) berechnet. Aus drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten wurden
gepoolte Daten mit einer vierparametrigen Gleichung (Dosis-Wirkungskurve) analysiert. Die
Siulendiagramme wurden mithilfe von Microsoft Excel® erstellt. Die Ergebnisse des Assays
wurden hinsichtlich ihrer Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk Test und einem zusétzlichen
Online-Tool bestimmt. Normalisierungen der zytotoxischen Effekte und die Effekte auf die
Caspase  3/7-Aktivierung wurden wie folgt durchgefiihrt: Fluoreszenzwerte der
Negativkontrolle wurden auf 0 % und die der Positivkontrolle (100 uM Cisplatin, 24 h
Inkubation) auf 100 % gesetzt. [186]
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7 Analytische Daten

7.1.1 Melibarbinon A (1)

Ursprungsfraktion: MB.D-1V-8-3
Summenformel: C15H2005

Molare Masse: 280 g/mol

HLPC: Rt = 26,88 min

UV: Amax= 214 nm und 292 nm

HRESIMS: 281.1384 [M+H]"

Optische Drehung: [a]*’p = -7.2° (¢ 0.2, MeOH)
NMR: Tabelle 1, S. 28

DC: s. Tabelle 46, S. 414

7.1.2 Melibarbinon B (2)

Ursprungsfraktion: MB.D-1V-10-4
Summenformel: Ci5H2004

Molare Masse: 264 g/mol

HLPC: Rt = 33,90 min

UV: Amax= 217 nm und 296 nm
HRESIMS: 265.1434 [M+H]"
NMR: s. Tabelle 2, S. 36

DC: s. Tabelle 46, S. 414
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7.1.3 Alloevodionol (3)

Ursprungsfraktion: MB.D-II-5
Summenformel: Ci4H 1604
Molare Masse: 248 g/mol
HLPC: Rt (min)= 30,83 min
UV: Amax= 219 nm und 293 nm
HRESIMS: 249.1128 [M+H]"
NMR: s. Tabelle 3, S.45

DC: s. Tabelle 46, S.414

7.1.4 Melibarbichromen A (4)

Ursprungsfraktion: MB.D-II-5

Summenformel: Ci19H2404

Molare Masse: 316 g/mol

HLPC: Rt = 34,54 min

UV: UV: kmax= 221 nm und 283 nm
HRESIMS: 317,1752[M+H]*

Optische Drehung: [a]*°p = -7,1° (¢ 0.2, MeOH)
NMR: s. Tabelle 4, S.54

DC: s. Tabelle 46, S. 414
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7.1.5 Melibarbichromen B (5)

Ursprungsfraktion: MB.D-IV-10-4
Summenformel: C15H2005

Molare Masse:280 g/mol

HLPC: Rt =21,64 min

UV: Amax= 208 nm und 281nm

HRESIMS: 281,1385[M+H]"

Optische Drehung: [0]*’p = -9,9° (c 0.2, MeOH)
NMR: s. Tabelle 5, S.66

DC: s. Tabelle 46, S. 414

7.1.6 Melifolione Aund B (6 +7)

Ursprungsfraktion: MB.D-III-10
Summenformel: Ci1gH2204

Molare Masse: 302 g/mol

HLPC: Rt =33,25 min

UV: Amax= 201 nm, 221 nm und 283 nm
HRESIMS: 303.1591 [M+H]"

NMR: s. Tabelle 6, S.80 und Tabelle 8, S.82

DC:.s. Tabelle 46, S.414
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7.1.7 Melifoliox B (8)

Ursprungsfraktion: MB.D-1X-5
Summenformel: Ci18H2205

Molare Masse: 318 g/mol

HLPC: Rt =17,93 min

UV: Amax= 232 nm und 292 nm

HRESIMS: 319.1542 [M+H]"

NMR: s. Tabelle 9, S.102 und Tabelle 10, S.103

DC: s. Tabelle 46, S. 414

7.1.8 S5-Hydroxy-3,6,7,8-tetramethoxy-3’,4"-methylendioxyflavon (9)

Ursprungsfraktion: MB.D-VI-6

Summenformel: C20H13O9

Molare Masse: 402 g/mol

HLPC: Rt = 32,46 min

UV: Amax= 256 nm, 271 nm und 349 nm

HRESIMS:403.1025 [M+H]"

EI-MS: m/z (rel. Int.): 416 [M'] (55), 401 [M-CH3] (100), 197 [A;"- 2 x CH3] (33),
182 [A1"- 3 x CH3] (22), 149 [B,"] (46)

NMR: s. Tabelle 11, S.123

DC: s. Tabelle 46, S. 414
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7.1.9 5-Hydroxy-3,7,8-trimethoxy-3¢,4‘°-methylenedioxyflavon (10)

Ursprungsfraktion: MB.D-VI-6
Summenformel: Ci9H60g

Molare Masse: 372 g/mol

HLPC: Rt = 32,46 min

UV: Amax= 256 nm, 271 nm und 349 nm
HRESIMS: 373.0918 [M+H]"

NMR: s. Tabelle 13, S. 137

DC: s. Tabelle 46, S.414

7.1.10 Melibentin (11)

Ursprungsfraktion: MB.D-VIII-6

Summenformel: C21H2009

Molare Masse: 416 g/mol

HLPC: Rt =31,13 min

UV: Amax= 262 nm, 282 nm und 348 nm

HRESIMS: 417.1182 [M + H]", 439.1001 [M + Na]"

EI-MS: m/z (rel. Int.): 416 [M*] (55), 401 [M-CH3] (100), 197 [A1"-2 x CH3] (33) , 182 [A/"-
3 x CHs] (22), 149 [B2™] (46)

NMR: s. Tabelle 14, S.146

DC: s. Tabelle 46, S.414
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7.1.11 5-Hydroxy-3,3',4',6,7,8-hexamethoxyflavon (12)

Ursprungsfraktion: MB.D-VII-6-4

Summenformel: C21H2209

Molare Masse: 418 g/mol

HLPC: Rt = 32,37 min

UV: Amax= 260 nm, 281 nm und 347 nm

HRESIMS: 419.1342 [M + H]" und 441.1153 [M + Na]"

EI-MS: m/z (rel. Int.): 418 [M] (90) , 403 [M -CHs] (100) , 165 [B2*" + CH3] (21), 149 [B2""]
(18)
NMR: s. Tabelle 15, S.159

DC: s. Tabelle 46, S.414

7.1.12 5-Hydroxy-3,3',4',7,8-pentamethoxyflavon (13)

Ursprungsfraktion: MB.D-VII-10
Summenformel: C20H200s

Molare Masse: 388 g/mol

HLPC: Rt =32,13 min

UV: Amax= 260 nm, 281 nm und 347 nm
HRESIMS: 419.1342 [M + H]"

NMR: s. Tabelle 16, S.168

DC: s. Tabelle 46, S.414
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7.1.13 3,3¢,4¢,5,6,7,8-heptamethoxyflavon (14)

Ursprungsfraktion: MB.D-VIII-6
Summenformel: C21H2409

Molare Masse: 432 g/mol

HLPC: Rt =28,23 min

UV: Amax= 257 nm, 271 nm und 345 nm
HRESIMS: 433.1497 [M + H]"

EI-MS: m/z (rel. Int.): 432 [M] (38), 417 [M - CH3] (100), 165 [B2*" + CH3] (28), 149 [B2"]
(21)
NMR: s. Tabelle 17, S.179

DC: s. Tabelle 46, S.414

7.1.14 5,3’-Dihydroxy-3,6,7,8,4’-pentamethoxyflavon (15)

Ursprungsfraktion: MB.D-VII-6-6

Summenformel: C20H2009

Molare Masse: 404 g/mol

HLPC: Rt =29,59 min

UV: Amax= 260 nm, 280 nm und 355 nm

HRESIMS: 405.1193 [M + H]"

EI-MS: m/z (rel. Int.): 404 [M] (78), 389 [M- CH3] (100), 151 [B:""]
NMR: s. Tabelle 18, S.194

DC: s. Tabelle 46, S.414
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7.1.15 5,4’-Dihydroxy-3,3¢,6,7,8-pentamethoxyflavon (16)

Ursprungsfraktion: MB.D-VII-9-4

Summenformel: C20H2009

Molare Masse: 404 g/mol

HLPC: Rt =29,59 min

UV: Amax= 260 nm, 280 nm und 355 nm

HRESIMS: 405.1187 [M + H]"

EI-MS: m/z (rel. Int.): 404 [M] (78), 389 [M-CH3] (100), 151 [B1*]
NMR: s. Tabelle 19, S.200

DC: s. Tabelle 46 S.414

7.1.16 Gossypetin-3,7,8,4‘-tetramethylether (17)

Ursprungsfraktion: MB.D-VII-10

Summenformel: Ci9H50g

Molare Masse: 374 g/mol

HLPC: Rt =28,01 min

UV: Amax= 258 nm, 275 nm und 356 nm

HRESIMS: 375.1072 [M + H]"

EI-MS: m/z (rel. Int.): 374 [M] (55), 359 [M-CH3] (100)
NMR: s. Tabelle 21, S.213

DC: s. Tabelle 46, S.414
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7.1.17 Quercetin 3,3°-dimethylether (18)

Ursprungsfraktion: MB.D-VII-14
Summenformel: Ci17H 1407
Molare Masse: 330 g/mol

HLPC: Rt = 25,77 min

UV: Amax= 271 nm und 353 nm
HRESIMS: 331.0811 [M + H]"
NMR: s. Tabelle 23, S.224

DC: s. Tabelle 46, S.414

7.1.18 7-Isopentenyl-3,3‘-dimethylquercetin (19)

Ursprungsfraktion: MB.D-V-3

Summenformel: C22H2,07

Molare Masse: 398 g/mol

HLPC: Rt = 35,80 min

UV: Amax= 254 nm, 270 nm und 358 nm

HRESIMS: 399.1141 [M+H]"

EI-MS: m/z (rel. Int.): 398 [M] (56), 329 [M-CsHo] (99), 315 [M- CsHo-CH3] (100),
299 [M -OCsHo-CHs] (32), 151 [B1™] (34), 69 [CsHo] (59)

NMR: s. Tabelle 24, S.230

DC: s. Tabelle 46, S.414
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Analytische Daten

7.1.19 Melisimplexin (20)

Ursprungsfraktion: MB.D-VIII-6
Summenformel: C20Hs0g

Molare Masse: 386 g/mol

HLPC: Rt = 30,09 min

UV: Amax= 254 nm, 270 nm und 358 nm
HRESIMS: 387.1086 [M+H]",

NMR: s. Tabelle 26, S.240

DC: s. Tabelle 46, S.414

7.1.20 trans-Tilirosid und cis-Tilirosid (21 + 22)

Ursprungsfraktion: MB-M-VIII-6

Summenformel: C30H26013

Molare Masse: 594 g/mol

HLPC: Rt =22,23 min

UV: Amax= 260 nm und 314 nm

HRESIMS: 595.1446 [M+H]"

EI-MS: m/z (rel. Int.): 286 [Aglykon] (100), 147 [Zimtsdure] (50), 120 [Zimtsdure - O] (71)
NMR: s. Tabelle 27, S.249 und Tabelle 29, S.259

DC: s. Tabelle 46, S.414
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Analytische Daten

7.1.21 2¢,3‘-Dehydromarmesin (23)

Ursprungsfraktion: MB.D-VIII-6
Summenformel: Ci4H 1204

Molare Masse: 244 g/mol

HLPC: Rt =19,97 min

UV: Amax = 214 nm, 243 nm und 296 nm
HRESIMS: 245.0809 [M+H]"

NMR: s. Tabelle 30 ,S.265

DC: s. Tabelle 46, S.414

7.1.22 Marmesin (24)

Ursprungsfraktion: MB.D-VIII-7
Summenformel: Ci4H 1404

Molare Masse: 246 g/mol

HLPC: Rt = 26,82 min

UV: Amax =220 nm, 255 nm und 335 nm
HRESIMS: 247.0966 [M+H]"

NMR: s. Tabelle 31, S.273

DC: s. Tabelle 46, S.414
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Analytische Daten

7.1.23 5-Methoxy-2¢,3’-Dehydromarmesin (25)

Ursprungsfraktion: MB.D-VIII-6

Summenformel: C15H 1405

Molare Masse: 246 g/mol

HLPC: Rt = 24,58 min

UV: Amax =222 nm, 252 nm, 267 nm und 310 nm
HRESIMS: 275.0914 [M+H]"

NMR: s. Tabelle 32, S.282

DC: s. Tabelle 46, S.414

7.1.24 Isopimpinellin (26)

Ursprungsfraktion MB.D-VI-5-3

Summenformel: C13H100s

Molare Masse: 246 g/mol

HLPC: Rt = 23,88 min

UV: Amax =222 nm, 247 nm, 269 nm und 310 nm
HRESIMS: 247.0604 [M+H]"

NMR: s. Tabelle 33, S.291 und Tabelle 34, S.297

DC: s. Tabelle 46, S.414
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Analytische Daten

7.1.25 Evolitrin (27)

Ursprungsfraktion: MB.D-VII-9-4
Summenformel: C13H1NO;

Molare Masse: 229 g/mol

HLPC: Rt =27,50 min

UV: Amax = 245 nm und 309 nm

HRESIMS: 230.0815 [M+H]"

NMR: s. Tabelle 35, S.307 und Tabelle 36, S.312

DC: s. Tabelle 46, S.414
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Anhang

9 Anhang
9.1 Eidesstattliche Erklirung
Hiermit erkldre ich ehrenwortlich, dass ich die vorliegende Dissertation mit dem Titel

»Isolierung und Identifizierung sekundirer Inhaltsstoffe aus den Bléttern von Melicope

barbigera (A. Gray) sowie Untersuchungen zu deren Zytotoxizitdt™ selbst angefertigt habe.

AuBler den angegebenen Quellen und Hilfsmitteln wurden keine weiteren verwendet. Diese
Dissertation wurde weder in gleicher noch in abgewandelter Form in einem anderen

Priifungsverfahren vorgelegt.

Diisseldorf, den 21.01.2025

Kim Thao Tran-Cong
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9.2 Beitrige zur Forschung

Le, Kim-Thao, Jan J. Bandolik, Matthias U. Kassack, Kenneth R. Wood, Claudia Paetzold,
Marc S. Appelhans, and Claus M. Passreiter. 2021. "New Acetophenones and Chromenes
from the Leaves of Melicope barbigera A. Gray" Molecules 26, no. 3: 688.
https://doi.org/10.3390/molecules26030688

Die Beteiligung der Erstautorin beinhaltet Forschung, Untersuchung und Strukturaufklérung

von sekundiren Inhaltsstoffen, Verfassen sowie Editierung des Manuskriptes.
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