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1. Einleitung und Problemstellung

1.1. Einleitung

Der volksmedizinische Erfahrungsschatz der dlteren, ldndlichen Bevolkerung in
Osterreich wurde in den letzten Jahren zu einer umfangreichen Datenbank
(VOLKSMED-Datenbank) zusammengetragen [20].

Diese Datenbank beinhaltet Heilpflanzen und deren Zubereitungen, die bei den
verschiedensten Indikationen in der ldndlichen Bevolkerung Verwendung finden. Dabei
besteht die Moglichkeit, diese Datenbank entweder nach einer Pflanze oder bestimmten
Indikationen zu befragen.

Bei Entziindungen, wie Rheuma, Gicht oder Gelenksentziindungen ergibt die Suche

eine grole Anzahl von Pflanzen mit antiphlogistischer Wirkung.

Farne werden hier an erster Stelle genannt, wobei iiber die antiphlogistischen

Inhaltsstoffe kaum etwas in der Literatur zu finden ist.

Abb. 1. Reihung der Pflanzen der VOLKSMED-Datenbank mit entziindungshemmender Wirkung

Drogen bei Rheuma und Gicht
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Deswegen wollte man sich am Department fiir Pharmakognosie mit den Farnen niher
auseinandersetzen und die entziindungshemmenden Stoffe ausfindig machen.

Da in Osterreich mehrere Farnarten beheimatet sind, wurde der Wurmfarn oder auch
Gemeine, Echte, Wald- oder Minnerfarn ausgewéhlt. Dryopteris filix-mas L., die
lateinische Bezeichnung dieser Art, gehort der Familie der Dryopteridaceae, der
Unterfamilie Dryopteridoideae und Gattung Dryopteris L., an und ist im Vergleich zu
vielen anderen Farnen relativ einfach zu bestimmen, womit eindeutig identifiziertes

Pflanzenmaterial zur Bearbeitung verwendet werden konnte.

Zu finden ist diese Pflanze in der gemiBigten Zone Europas, aber auch im nordlichen
Asien, Nord- und Siidamerika. Der Wurmfarn bevorzugt schattige Wilder, in denen er
eine Hohe von 30 bis 140cm erreicht. Er ist
eine ausdauernde Pflanze, die eine lange
Geschichte hat [11].

Gemeinsam  mit  Schachtelhalm-  und
Birlappgewichsen bildeten die Urfarne im
Paldozoikum, vor rund 400 Millionen Jahren,
riesige Wilder, welche die Grundlage der
heutigen Steinkohlevorkommen bilden [4].
Aufgrund des Alters und der stindigen
Prisenz des Farns findet er bereits seit der
Antike Anwendung als Antihelmintikum

oder Abortivum. Von innerlichen

Abb. 2. Dryopteris filix-mas [18] Anwendungen ist allerdings strengstens
abzuraten, weil der toxische Bereich durch seine geringe therapeutische Breite schnell
erreicht ist. Dieser macht sich bemerkbar durch Kopfschmerzen, Sehstérungen bis hin
zur Erblindung, und kann sogar zum Atemstillstand fiihren [9].

Davon abgesehen, soll der Wurmfarn eine gute Wirkung bei Entziindungsmechanismen
wie Rheumatismus, Hexenschuss und Ischias zeigen, indem man Farnwedel in ein

Kissen einarbeitet und dieses auflegt [11, 20].



Folgende Inhaltsstoffe sind laut Literatur bereits bekannt:

* Acylphloroglucinole, wie etwa die Flavaspidsidure, ein Dimer, oder die Filixsdure,

die ein Trimer ist, welche sich vermehrt im Rhizom des Wurmfarn befinden und

fiir die antihelmintische Wirkung hauptverantwortlich sind,

* Polyensduren, beispielsweise Hexadecatrien-, Octadecatrien-, Eicosatriensiduren,

* Terpenoide,

* Flavonoide, zu denen das Kéampferol-3-O-glucosid, das Quercetin-3-O-glucosid

oder das Dryopterin zéhlen,

¢ Atherisches Ol mit den Bestandteilen Nerolidol und Phytol [11].

1.2. Problemstellung

Um die moglichen entziindungshemmenden Wirkstoffe rasch und zielgerichtet isolieren

zu konnen, wurde in vorangegangenen Diplomarbeiten die sogenannte ,,Bioassay-

guided Fraktionierung* angewendet. Dabei handelt es sich um eine aktivititsgeleitete

Fraktionierung von Pflanzenextrakten, bei der die verschiedenen Schritte, wie die

Aufarbeitung, Fraktionierung usw., fortlaufend auf ihre Wirksamkeit iiberpriift werden.

Folgende Grafik veranschaulicht die verschiedenen Fraktionierungs-Schritte im Bezug

auf die Daten der pharmakologischen Erhebungen.

Abb. 3. Darstellung der Extrakte und Fraktionierungen von Dryopteris filix-mas
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Martina Tremesberger bearbeitete in ihrer Diplomarbeit die verschiedenen Extrakte
(EtOH-, Wasser-, Petrolether-, Ethylacetat-, Methanolextrakt, Atherisches Ol aus
Wasserdampfdestillation), wobei das Dichlormethanextrakt im sogenannten Crotondl-
Miuseohrodem-Test die beste Wirkung zeigte (siehe Abb. 4). Dieser pharmakologische
Test, ein in-vivo-Test, wurde an der Universitd degli Studi di Trieste am Dipartimento
del Materiali e delle Risorse Naturali durchgefiihrt und fiir die aktivitdtsgeleitete
Fraktionierung in den darauf folgenden Diplomarbeiten verwendet [9].

Marlies Sommergruber hat den Dichlormethanextrakt mittels Festphasenextraktion
(30%-, 710%-, 100%-MeOH-Extrakt) weiter aufgetrennt, wobei die 30% Fraktion keine
Wirkung, die 70% bzw. 100% Fraktion etwa gleich starke Aktivitit zeigten [10].

Nicole Ritter hat in ihrer Diplomarbeit versucht, die 70%-MeOH-Fraktion zu
charakterisieren und Sarah Ismail hat sich 2009 mit der 100%-MeOH-Fraktion

auseinandergesetzt [1, 2].

Abb. 4. Ergebnis des Crotonol-Miuseohrodem-Tests an verschiedenen Extrakten von Dryopteris
filix-mas [2]
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Da dieser in-vivo-Test allerdings sehr teuer ist und ethische Fragen aufwirft, sollten fiir
weitere pharmakologischen Uberpriifungen einfache, schnelle und giinstige in-vitro-

Zelltests etabliert werden. Die einfachen Tests auf Inhibierung NFkB bzw. Erhohung
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der PPARa und PPARy sollten mit den Ergebnissen des in-vivo Crotondl-
Miuseohrodem-Tests verglichen werden.

Dementsprechend war es die Aufgabe dieser Diplomarbeit, die 70%-MeOH-Fraktion in
groerer Menge und weitere Subfraktionen herzustellen und deren Aktivitdten mit den

in-vitro-assays zu priifen.

11



2. Material und Methoden

2.1. Material

Als Grundlage fiir die phytochemischen Untersuchungen wurde die Charge gewihlt, die
im Oktober 2006 auf der Ebenwaldhohe in Niederosterreich gesammelt wurde. Nach
eingehenden anatomischen und morphologischen Untersuchungen wurde sie als
Dryopteris filix-mas L. identifiziert. Im Department fiir Pharmakognosie der Universitt

Wien liegen entsprechende Herbarbelege auf.

2.2. Methoden

Es wurden folgende chromatographische, spektroskopische und pharmakologische

Verfahren angewendet:

* Diinnschichtchromatographie (DC)

* Festphasenextraktion (SPE)

* Gaschromatographie (GC)

* Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC)

* Semipriparative Hochleistungsfliissigchromatographie

* Fliissigchromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie (LC-MS)
* NFxB-Test

* PPARoa-Test

* PPARy-Test
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2.2.1. Diinnschichtchromatographie (DC)

Mittels DC konnten wir die einzelnen Fraktionen und Extrakte tiberpriifen und an Hand
der Rf-Werte und ihrer Farbung charakterisieren.

Es wurden Kieselgel-Fertigplatten als stationiire Phase verwendet, und als mobile Phase
hat sich schon in vorhergehenden Arbeiten eine bestimmte Mischung von Toluol,
Ethylformiat und konzentrierter Ameisensdure bewihrt. Das Detektionsmittel war
»Naturstoffreagens A*, welches fiir phenolische Verbindungen und Flavonoide
besonders geeignet ist. Fiir die Detektion wéhlten wir UV-Licht mit einer Wellenlidnge

von 366nm.

Parameter fiir die Diinnschichtchromatographie:

Stationire Phase: KG 60 F,,,, Fertigplatten Merck®, Schichtdicke: 0,25mm
Mobile Phase: Toluol-Ethylformiat-konz. Ameisensédure (5+4+1)
Trennstrecke : 8cm

Spriihreagenz: Naturstoffreagens A [2]: 1%ige alkoholische Losung von

Diphenylboroxyethylamin mit PEG 400 nachbespriiht

Mit einer weiteren DC sollte die Zusammensetzung der Phloroglucinole gepriift
werden.

Als stationdre Phase verwendeten wir wiederum eine Kieselgel-Fertigplatte, als mobile
Phase diente ein Gemisch von Chloroform mit Methanol. Fiir die Detektion versuchten
wir zum einen ,,Echtblausalz B“ und zum anderen ,,Echtrotsalz B*; beides lieferte im

sichtbaren Licht unterschiedlich gefirbte Banden [5].
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Parameter fiir die Diinnschichtchromatographie:

Stationire Phase: KG 60 F,,,, Fertigplatten Merck®, Schichtdicke: 0,25mm
Mobile Phase: Chloroform-Methanol (85:15)

Trennstrecke : 8cm

Spriihreagenzien: »Echtblausalz B“-Losung: 0,2g/40ml H,O,

,,Echtrotsalz B*“-Losung: 0,2g/40ml H,O [6]

2.2.2. Festphasenextraktion (SPE)

Verwendung fand diese Form der Extraktion, welche Solid Phase Extraktion (SPE) oder
auch Sorbensextraktion genannt wird, bei der Fraktionierung des Rohextraktes. Es ist
eine Sonderform der Sidulenchromatographie, und somit handelt es sich dabei um einen
physikalischen Extraktionsprozess; dabei kommt es zu Wechselwirkungen zwischen
einer fliissigen und einer festen Phase (Sorbens) [ 12].

Weiters kann die SPE auch zur Abtrennung storender Begleitstoffe (beispielsweise
Chlorophyll), zur Anreicherung, Aufkonzentrierung oder Isolierung von Analyten

verwendet werden [3].

Parameter fiir die SPE:

Stationire Phase: Varian Mega Bond Elut C18, 5000mg, 20ml

Mobile Phase: 30%, 70%, 100% Methanol

Auftragemenge: 200mg des gereinigten Extraktes in 2ml Dichlormethan
gelost

Elutionsmenge: je 5 Reservoirvolumina (4 20ml)
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2.2.3. Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)

Die Gaschromatographie bietet sich zur Untersuchung auf das Vorhandensein von
fliichtigen Stoffen an, wobei die getrennten Substanzen mittels Massenspektrometrie

identifiziert werden.

Parameter fiir die GC:

Geriit: Shimadzu GC-MS-QP 2010

Saule: Phenomenex ZB-5/ 60m x 0,25mm Innendurchmesser
Trigergas: Helium 5.0

Ionenquelle: Ei, 70eV, 250°C

Temperatur: 50-270°C/ 3°C pro Minute

Injektor: 270°C

Scan: m/z 40-m/z 500

Bibliotheken: Wiley, NIST, SZTERP

2.2.4. Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC)

Die HPLC ist ein chromatographisches Trennverfahren, welches die zu untersuchende
Substanz gemeinsam mit der mobilen Phase durch eine Trennsdule, gefiillt mit der
stationdren Phase, pumpt.

Geeignet ist die HPLC, wenn es sich um schwerfliichtige, nicht-fliichtige und
thermolabile Substanzen handelt.

Wir versuchten damit, einen Uberblick iiber die Inhaltsstoffe des Extraktes und der
einzelnen Fraktionen zu erhalten und eine Grundlage fiir die semipridparative HPLC zu
schaffen.

Die entsprechenden UV-Spektren zu den Peaks konnten durch Verwendung eines Diode

Array Detektors (DAD) erzielt werden [3].
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Parameter fiir die HPLC:

Stationdre Phase: Lichrospher® 100 RP-18; 4x250mm, Korngrée Sym

Mobile Phase: Methanol/Wasser (pH 2,8), angesduert mit Ameisensidure

Pumpe: Shimadzu LC-20 AD

Autosampler: Shimadzu SIL-10 AD

Detektion: DAD, Shimadzu SPD-M20A

Software: Shimadzu LC-Solution Version 1.21 SP1

Flussrate: Iml/min

Einspritzvolumen: 10u1, Losung von 1mg/ml in 50% MeOH

Gradient: Methanol/Wasser, von 50% Methanol in 50min auf 100%
Methanol

Dieses System wurde auch fiir semiprdparative Zwecke verwendet; dabei wurde die
Beladung der Séule durch konzentrierte Losungen und einer erhohten Auftragsmenge

vergrofert.

2.2.5. Fliissigchromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie (LC-MS)

Das zu Grunde liegende Prinzip der Massenspektrometrie besteht darin, Substanzen in
geeigneter Form zu ionisieren, wodurch sich Fragmente bilden, die nach ihrem
Verhiltis Masse/Ladung getrennt werden konnen. Dabei erhdlt man ein
Massenspektrum, das die GroB3e von Fragmenten und ihre relative Intensitit anzeigt.
Verwendung findet die MS in der analytischen Chemie bei der Aufkldrung von
Strukturen und der Zusammensetzung von Verbindungen und Gemischen.

Bei der LC-MS konnen stidrker polare Substanzen mit Hilfe der ESI (Electrospray-

Ionisation) nach der Auftrennung mittels HPLC untersucht werden [3].
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Parameter fiir die LC-MS:

Gerit:

Column Oven Temperature:

%A . Equate:
9%B. Equate:

3DField. MinWavelength:
3Dfield.MaxWavelength:

Flow:

MS-Gerit:

Tabelle mit den Daten der MS-Methoden:
MS-1

Mode:

Mass Range Mode:

(Alternation)
Polarity:

Tune Source:
Dry Temp (Set):
Nebulizer (Set):
Dry Gas (Set):
HV Capillary:
Tune SPS:
Target Mass:
Trap:

Scan Begin:
Scan End:

Averages:

MS/MS Automatic:
MS(n) Averages:

Dionex Ultimate 3000 RS; HPLC-System mit

Pumpe, Autosampler, Sdulenofen, DAD

25°C

H,O auf pH 2,86 mit Ameisensdure

Methanol
190,0nm
800,0nm

1,000ml/min

Bruker HCT Ionenfallenmassenspektrometer

Std/Enhanced
On

340°C
30,00 psi
7,001/min
-4000V

500m/z

100m/z

2000m/z
5 Spectra

MS-2: -DDA

Std/Enhanced

Negative

340°C
30,00 psi
7,001/min
4000V

400m/z
130m/z
500m/z

5 Spectra

5 Spectra

MS-2: +DDA

Std/Enhanced

Positive

340°C
30,00 psi
7,001/min
-4000V

400m/z
100m/z
800m/z

5 Spectra

3 Spectra
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Abs. Threshold
MS(2):
Rel. Threshold
MS (2):
Abs. Threshold
MS (3):
Rel. Threshold
MS (3):

Active Exclusion:

Auto

Auto

Auto

Auto

Active Exclude After:

Active Include After:

Precursor Ions AutoMS

(2):

Precursor Ions AutoMS

(3):
Ablauf:
Bei min:
Bei min:
Bei min:
Bei min:

Bei min:

18

1: %B =50,0%
50: %B = 100,0%
51: %B =50,0%
65: %B = 50,0%

1000.000

10,0%

30.000

10,0%

On

2 Spectra
0,50min

1

1: %B =50,0%
35: %B =85,0%
46: %B = 100,0%
47: %B = 50,0%
61: %B =50,0%

3000.000

10,0%

50.000

10,0%

On

2 Spectra
0.50min
2

1: %B =50,0%
35: %B =85,0%
46: %B = 100,0%
47: %B = 50,0%
61: %B =50,0%



2.2.6. NFxB-Test

NFxB, nuclear factor ,kappa-light-chain-enhancer* of activated B-cells, ist ein
spezifischer Transskriptionsfaktor. Er ist in allen Zelltypen und Geweben zu finden und
iibernimmt eine entscheidende Rolle in der Regulation der Immunantwort, der
Zellproliferation und des Zelltodes. AuBlerdem ist seine Aktivierung ausschlaggebend
fiir die Entstehung von Entziindungen.

Strukturell gesehen handelt es sich bei NFkB um mehrere Proteine (p50, RelA...),
wobei immer Dimere gebildet werden.

Grundsitzlich kann NFkB in den Zellen im Zellkern konstitutiv aktiv, also ohne
Anwesenheit eines &duBleren Reizes, vorhanden sein (z.B. B-Lymphozyten oder
dentritische Zellen) oder in den meisten anderen Zelltypen im Zytoplasma im inaktiven
Zustand vorkommen. Letzteres ist auf das inhibitorische kB-Protein, kurz IkBa,
zuriickzufiihren, das an NFkB gebunden ist, und es so in seinem deaktivierten Zustand

behilt.

Durch Stimuli, wie beispielsweise Wachstumsfaktoren, Antigene oder Zytokine (TNF-
a, 1I-1B...) wird ein IxBa-Kinase-Komplex (IKK) aktiviert, der die IkBo-Proteine
phosphoryliert und damit seinen Abbau einleitet. Dadurch wird NFkB frei und kann nun
in den Zellkern gelangen, wo es an eine bestimmte DNA-Sequenz bindet und zum
Beispiel eine verstiarkte Genexpression einleitet [ 16].

Zum Verstindnis des Vorganges soll folgende Abbildung verhelfen.
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Abb. 5. Wirkung des NFk B auf zellulirer Ebene [19]
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Der NFkB-Test ist ein Zelltest, der als Grundlage eine Rezeptoraktivierung mit einer
darauf folgenden Rezeptorinhibierung hat. Dabei findet eine Transfektion statt; eine
Methode zur Einschleusung von Fremd-DNA, in diesem Fall von pNFkB-Luc in
Human embryonic kidney Zellen (HEK). Das pNFkB-Luc ist ein in DNA inkludiertes
NFxB-Luciferase-Reporter-Konstrukt. Dabei ist zu beachten, dass die Luciferase ein
Enzym ist, das Einfluss auf eine Reaktion von Luciferin mit Sauerstoff zu einem
energiereicheren, aber instabilen Produkt hat. Beim Zerfall kommt es zur
Biolumineszenz, Licht, das mittels Luminometer detektiert werden kann. Als interner

Standard wird ein griin fluoreszierendes Markergen, das pEGFP-C1 verwendet [15].
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2.2.7. PPAR-Tests

Die PPAR, Peroxisom Proliferator Aktivierte Rezeptoren, sind Nuklear-Rezeptoren, die
eine entziindungshemmende Aktivitit in Bezug auf akute, aber auch chronische
Entziindungen, aufweisen. Genauer gesagt, bilden sie mit dem Retinoid-X-Rezeptor,
kurz RXR, Heterodimere und aktivieren so die Transkription durch eine Bindung an

eine spezifische DNA-Sequenz, das PPAR-Response-Element (PPRE).

Abb. 6. Wirkung der PPARSs auf zellulirer Ebene [17]
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Durch ihre Aktivierung mittels spezifischer Liganden, wie Fettsduren, einige
Eicosanoide und therapeutisch eingesetzte Fibrate bei PPARa oder oxidierte Fettsduren,
Prostaglandinderivate und Typ-2-Diabetes-mellitus-Therapeutika wie Thiazolidindione
bei PPARY, hemmen sie diverse Komponenten der inflammatorischen Antwort wie die
zytokine und chemokine Sekretion [14, 15]. Weitere Beispiele fiir die Wirkung von

PPARs sind in der folgenden Abbildung zu sehen.
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Abb. 7. Wirkungen von PPAR-Liganden [ 14]
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Die PPAR-Testsysteme werden auf dieselbe Weise durchgefiihrt wie der NFkB-Test. In
diesem Fall wird die Transfektion mittels eines der DNA inkludierten PPAR-
Luciferase-Reporter-Konstruktes, dem PPRE-tk3x-Luc, durchgefiihrt (jeweils fiir

PPARa bzw. PPARY).
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3. Experimenteller Teil

3.1. Probenvorbereitung

Die Drogenpflanze wurde von uns geschnitten und danach mit der Drogenmiihle auf
SiebgroBe 0,75mm zerkleinert.

Da in frilheren Diplomarbeiten bereits an Hand des Crotondl-Mauseohrodem-Tests
bewiesen wurde, dass das Dichlormethan-Extrakt die stirkste antiphlogistische

Wirksamkeit zeigt, extrahierten wir ausschlie3lich mit Dichlormethan.

3.2. Herstellung des Dichlormethanextraktes

Es wurden jeweils 100g der pulverisierten Droge mit 1000ml Dichlormethan (CH,Cl,)
fir 30min bei Raumtemperatur am Ultraschallbad extrahiert. Mittels Abnutschens
konnten wir die groben Bestandteile entfernen und durch Filtrieren erhielten wir ein
dunkelgriines Filtrat, das wir am Rotationsverdampfer bei ca. 45°C zur Trockene
brachten.

Danach wurden die gleichen 100g der Droge noch zweimal auf dieselbe Weise
extrahiert, um zu einer erschopfenden Extraktion zu gelangen.

Wir verarbeiteten so 1200g und erhielten 36,38g Rohextrakt.
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3.3. Abtrennung des Chlorophylls

Den Hauptanteil des Rohextraktes stellte das Chlorophyll dar. Da dieses weitere
phytochemische und pharmakologische Untersuchungen erschwert hitte, musste
versucht werden, es weitgehend zu entfernen.

Wiederum stiitzten wir uns auf Erfahrungen vorhergehender Diplomarbeiten und
nutzten die Fliissig-Fliissig-Verteilung mittels CH,Cl, und einem Methanol-Wasser-
Gemisch.

Dabei wurde 1g Rohextrakt mit 150ml CH,CI, und weiteren 150ml Methanol-Wasser-
Gemisch, im Verhiltnis 1:1, am Rotavapor bei 45° eingeengt, bis das CH,Cl, entfernt
war. Die Methanol-Wasser-Phase enthielt mehrere Kiigelchen, die aus unldslichen
Begleit- und Ballaststoffen (vor allem Chlorophyll) bestanden. Mittels 2-facher
Filtration entstand ein gelbes Filtrat, das zur Trockene gebracht wurde [2].

Mit diesem Verfahren gelang es uns, insgesamt 4,76g gereinigtes Extrakt herzustellen.

3.4. DC-Uberpriifung des gereinigten Extraktes

Wie schon in Punkt 2.2.1 beschrieben, brachten wir auf eine DC-Platte jeweils eine
Dichlormethan-Losung des Rohextraktes, des Filterriickstandes und des gereinigten
Extraktes auf, um zu priifen, ob das Chlorophyll weitgehend entfernt werden konnte.
Als mobile Phase verwendeten wir Toluol-Ethylformiat-konz. Ameisensdure (5+4+1).

Das Ergebnis wird auf folgender Abbildung veranschaulicht.
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Abb. 8. DC zur Untersuchung der Abtrennung des Chlorophylls

Chlorophyll-Zone

REX... Rohextrakt

R... Riickstand des gereinigten
Extraktes

GE... gereinigtes Extrakt

Aus dieser DC ist ersichtlich, dass uns die Abtrennung des Chlorophylls fiir den
weiteren Verlauf gut gelungen ist, weil die roten Banden (in Abb. 8 eingekreist) im

gereinigten Extrakt nahezu verschwunden sind.

3.5. Festphasenextraktion

Um die 30%-, 70%-, und 100%-Methanol-Fraktionen zu erhalten, mussten wir vorerst
die SPE-Kartuschen konditionieren.

Dazu verwendeten wir 60ml MeOH (das entspricht 3 Reservoirvolumina) und ein
Reservoirvolumen dest. H,O bei einem Druck von SmmHg.

Als néchstes wurde ein Reservoirvolumen 30%-iger MeOH bei SmmHg durch die
Kartuschen eluiert. Nun war eine Trocknungszeit von mindestens 30min erforderlich;

dabei wurde Luft mit einem Unterdruck von 15mmHg durch die Kartuschen gesaugt.
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Fiir den Extraktionsvorgang 16sten wir ca. 200mg gereinigtes Extrakt in 1,5-2ml CH,Cl,
und trugen die Losung vorsichtig bei SmmHg auf die Kartusche auf. Wiederum mussten
die Kartuschen mindestens 30min bei obigen Bedingungen getrocknet werden, damit
das CH,Cl, entfernt wurde. AnschlieBend konnten wir jeweils mit 5 Reservoirvolumina
mit 30%-igen, 70%-igen und 100%-igen Methanol bei SmmHg eluieren. Die einzelnen
Extrakte wurden gesammelt und am Rotavapor zur Trockene gebracht. Zum
Nachwaschen und Reinigen der Kartuschen verwendeten wir ein Gemisch aus
Isopropanol und MeOH im Verhiltnis 1:1.

Nach 2 Durchgingen wechselten wir die Kartuschen und begannen mit neuen

Kartuschen wieder mit der Konditionierung.

Auf diese Weise erhielten wir aus 4,5g gereinigtem Extrakt folgende Mengen der
einzelnen Fraktionen:

30% MeOH-Fraktion: 081g

70% MeOH-Fraktion: 1,75¢g

100% MeOH-Fraktion: 1,66g

In weiterer Folge konzentrierten wir uns auf die Fraktionierung der 70%-MeOH-
Fraktion, weil diese in den vorangegangenen Arbeiten gute Ergebnisse beziiglich der

Aktivitét lieferte.

3.6. Gaschromatographie

Um einen Uberblick iiber das Vorhandensein von fliichtigen Stoffen zu erhalten,
wihlten wir die Gaschromatographie gekoppelt mit der Massenspektrometrie.

Dazu wurde eine Losung von 1,Img 70%-MeOH-Fraktion in 1ml CH,Cl, hergestellt,
wobei die Loslichkeit des Extraktes leider nicht vollstandig war. Zum Vergleich wurde
auch das gereinigte Extrakt in Losung gebracht.

Wie an den folgenden Abbildungen erkennbar ist, konnten in der 70%-MeOH-Fraktion

nur sehr kleine Peaks detektiert werden, was durch die polaren, nicht fliichtigen
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Komponenten erkldrbar ist. Dies wird spéter noch in den Kapiteln 3.7.

LC-MS genauer erléutert.

Abb. 9. Tic des gereinigten Extraktes

HPLC und 3.9.
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3.7. Hochleistungsfliissigchromatographie

Fiir die HPLC-Analyse 16sten wir 1mg 70%-MeOH-Extrakt in 0,5ml 100% MeOH. Als
mobile Phase verwendeten wir destilliertes Wasser, das mit Ameisensdure (HPLC-
Qualitét) auf einen pH-Wert von 2,8 angesiduert wurde, und Methanol (HPLC-Qualitit).
Als Gradient nahmen wir 0% - 100% MeOH in 100min.

Da diese Analyse allerdings keine ausreichende Trennung ergab, starteten wir einen
weiteren Versuch. Dabei wurde eine Losung von Img in Iml 50%-igem MeOH

injiziert, und ein Gradient von 50% MeOH auf 100% MeOH in 50min verwendet.

Abb. 11. HPLC-Analyse der 70 % -MeOH-SPE-Fraktion bei 254nm
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Abb. 12. HPLC-Analyse der 70 % -MeOH-SPE-Fraktion bei 285nm
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Abb. 13. HPLC-Analyse der 70 % -MeOH-SPE-Fraktion bei 340nm
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Die Wellenlidngen wurden in Anlehnung an vorangegangene Diplomarbeiten gewdhlt,
weil dabei die aussagekriftigsten Chromatogramme erhalten wurden.
Die Abb. 11-13 weisen wenige aber gut getrennte Peaks auf, welche dann mittels

semipriparativen HPLC weiter fraktioniert werden sollten.

3.8. Semipriparative HPLC

Das Chromatogramm der analytischen HPLC diente als Vorlage fiir die semipréiparative
HPLC, allerdings verkiirzten wir nochmals die Laufzeit von 50min auf 35min, um in
kiirzerer Zeit mehrere Trennungen durchfiihren zu konnen. Dazu verwendeten wir
analytische Sidulen, die wir bis zur Grenze der Kapazitit beluden und nicht préiparative
Sdulen, die zwar eine grofere Beladbarkeit aufweisen, aber dafiir eine geringere
Trennleistung zeigen.

Wir stellten eine gesittigte Losung (8mg/ml MeOH) her, wovon wir pro Durchgang
40u1 injizierten.

Das Eluat wurde der Abb. 14 entsprechend fraktioniert.
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Abb. 14. Auftrennung der Subfraktionen mittels semipréaparativer HPLC
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Die einzelnen Subfraktionen wurden danach am Rotationsverdampfer zur Trockene
gebracht und mittels HPLC analysiert, was in den folgenden Abbildungen gezeigt
werden soll. Die Detektion erfolgte nicht nur bei verschiedenen UV-Wellenlidngen,
sondern auch mit einem ELSD-Detektor (Evaporative Light Scattering Detector,
Lichtstreudetektor). Dieser Detektor erkennt alle nicht fliichtigen Substanzen ohne
Beriicksichtigung des chromophoren Systems, das heiflt, es werden auch Substanzen
detektierbar, die mit UV-Detektoren nicht sichtbar sind, weil keine Doppelbindungen
vorhanden sind.

Dariiber hinaus kann man im ELSD die mengenmifige Zusammensetzung eines
Substanzgemisches abschitzen.

Weiters schalteten wir einen DAD (Diode Array Detector) zu, welcher auch die UV-
Spektren der Hauptpeaks aufzeichnete, was in den dementsprechenden Abbildungen

veranschaulicht ist und somit auch einen Hinweis auf die Strukturen erlaubt.
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Abb. 15. ELSD-Signal der Subfraktion 1
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Abb. 19. ELSD-Signal der Subfraktion 2
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Abb. 20. UV-Signal der Subfraktion 2 bei 254nm
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Abb. 21. UV-Signal der Subfraktion 2 bei 285nm
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Abb. 22. UV-Signal der Subfraktion 2 bei 340nm
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Abb. 23. UV-Spektrum des Peaks bei Retentionszeit=13.91min aus Subfraktion 2
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Abb. 25. UV-Signal der Subfraktion 3 bei 254nm
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Abb. 26. UV-Signal der Subfraktion 3 bei 285nm
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Abb. 27. UV-Signal der Subfraktion 3 bei 340nm
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Abb. 28. UV-Spektrum des Peaks bei RT=16.67min aus Subfraktion 3
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Abb. 29. UV-Spektrum des Peaks bei RT=19.47min aus Subfraktion 3
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Abb. 31. UV-Signal der Subfraktion 4 bei 254nm
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Abb. 32. UV-Signal der Subfraktion 4 bei 285nm
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Abb. 34. UV-Spektrum des Peaks bei RT=20.85min aus Subfraktion 4
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Abb. 35. UV-Spektrum des Peaks bei RT=22.46min aus Subfraktion 4
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Abb. 37. UV-Signal der Subfraktion 5 bei 254nm
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Abb. 38. UV-Signal der Subfraktion 5 bei 285nm
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Abb. 39. UV-Signal der Subfraktion 5 bei 340nm
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Abb. 40. UV-Spektrum des Peaks bei RT=22.79min aus Subfraktion 5
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Abb. 41. ELSD-Signal der Subfraktion 6
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Abb. 42. UV-Signal der Subfraktion 6 bei 25nm
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Abb. 43. UV-Signal der Subfraktion 6 bei 285nm
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Abb. 44. UV-Signal der Subfraktion 6 bei 340nm
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Abb. 45. UV-Spektrum des Peaks bei RT=23.73min aus Subfraktion 6
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Abb. 47. UV-Signal der Subfraktion 7 bei 254nm
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Abb. 48. UV-Signal der Subfraktion 7 bei 285nm
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Abb. 49. UV-Signal der Subfraktion 7 bei 340nm
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Abb. 50. UV-Spektrum des Peaks bei RT=25.23min aus Subfraktion 7
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Abb. 51. UV-Spektrum des Peaks bei RT=25.92min aus Subfraktion 7
mAU

600 — |
500 - |
400

300

,‘\

200! |

100

2%92/1.00
12

434

484

582

400

Abb. 52. ELSD-Signal der Subfraktion 8
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Abb. 53. UV-Signal der Subfraktion 8 bei 254nm
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Abb. 54. UV-Signal der Subfraktion 8 bei 285nm
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Abb. 55. UV-Signal der Subfraktion 8 bei 340nm
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In allen Chromatogrammen sieht man zwischen 2,5min und 3,5min zwei Peaks, die

offensichtlich nicht der semipridparativen Fraktionierung entstammen, sondern von

Verunreinigungen bei der Aufarbeitung der Fraktionen.

Nach 15 Durchgingen wurden die jeweiligen Fraktionen vereinigt, zur Trockene

gebracht und abgewogen. In der folgenden Auflistung sind die Auswaagen der

Subfraktionen zusammengestellt:
Subfraktion 1: 0,00104¢
Subfraktion 2: 0,00087g
Subfraktion 3: 0,00114¢g
Subfraktion 4: 0,00101¢g
Subfraktion 5: 0,00039¢
Subfraktion 6: 0,00073g
Subfraktion 7: 0,00059¢
Subfraktion 8: 0,00082¢
Leerwert: 0,00015¢g
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Diese Subfraktionen und der Leerwert (eingeengte mobile Phase, iiber 10min
gesammelt, ohne Eluierung von Peaks) wurden gemeinsam mit der Ausgangsfraktion
(0,00171g der 70%-MeOH-Fraktion) zur pharmakologischen Testung gebracht, und auf
Aktivierung von PPARa und PPARY, bzw. Inhibierung von NF«B untersucht.

3.9. LC-MS zur Analyse der SPE-70%-MeOH-Fraktion

Um erste Hinweise auf die Identitit und Zusammensetzung der Substanzen in der SPE-
70%-MeOH-Fraktion zu erhalten, wurde die Fraktion mittels LC-MS analysiert,
zusitzlich wurde ein Diode-Array-Detektor verwendet, um neben den Massenspektren
auch UV-Spektren der Hauptverbindungen zu erhalten. Die Ergebnisse wurden mit der
Literaturrecherche verglichen, wo nach bereits bekannten Verbindungen in Dryopteris

filix-mas gesucht wurde.

Bei der Aufnahme der Massenspektren wechselte das Massenspektrometer im MS-1-
Modus zwischen positiver und negativer Spannung und zeichnete die entstandenen
Molekiilionen auf. Das MS-2, das die hochsten Peaks des MS-1 fragmentierte, fiihrten
wir im positiven und auch im negativen Modus getrennt voneinander durch. Ausgehend
von den MS-2 Peaks, fragmentierten wir diese nochmals, um weitere Hinweise der
Strukturen zu erhalten. Da das MS-3 aber keine wesentliche Aussagekraft hatte, stiitzten
wir unsere Untersuchungen hauptsichlich auf MS-1 und MS-2.

Im folgenden sind die Abbildungen des UV-Chromatogrammes und des Basispeak-
Chromatogramms im Vergleich abgebildet. Das Basispeak-Chromatogramm stellt einen

Zusammenhang zwischen Basispeak-Intensitidt und Laufzeit her.
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Abb. 56. HPLC-Analyse der 70 % -MeOH-Fraktion mit DAD

10 15 20 25 30 35 40 Time [min]

Abb. 57. Basispeak-Chromatogramm der 70%-MeOH-Fraktion (a) im positiv Modus, (b) im
negativ Modus; (c) UV-Chromatogramm bei 340nm
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Bei unseren Arbeiten zur Substanzanalytik waren uns die Beilstein Datenbank [13], die
Publikation von Widén ,,Die Phloroglucide von Dryopteris villarii (Bell.) Woynar und
anderer Farne der Gattung Dryopteris sowie die mogliche Abstammung von D. filix-
mas (L.) Schott“ [7] und auch Widéns ,,Fast-Atom-Bombardment Mass Spectra of
Phloroglucinols from Drypteris Ferns* [8] duf3erst hilfreich.

Im folgenden werden die Massenspektren der 5 grofiten Peaks im Chromatogramm bei

340nm diskutiert und mogliche Strukturvorschlige gemacht.

Peak 1 bei 15,Imin zeigt im MS-1 im negativen Modus m/z 223 [M-H] (Abb. 58) und
im positiven Modus m/z 225 [M+H]" (Abb. 69). Daraus ergibt sich ein
Molekulargewicht von 224.

Abb. 58. MS-1 und MS-2 im neg. Modus, Peak 1 bei 15.1min
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Abb. 59. MS-1 und MS-2 im pos. Modus, Peak 1 bei 15.1min
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Mit diesem Molekulargewicht erhdlt man laut Literatur Aspidinol

Butyrylfilicinsidure, welche in den nachstehenden 2 Abbildungen angefiihrt sind.

Abb. 60. Aspidinol B mit einem Molekulargewicht von 224.2

CH,

HO OCH

H.C

B und
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Abb. 61. Butyrylfilicinsiure mit einem Molekulargewicht von 224.2
H,C CH,
HO OH

H.C

Der Peak bei min 15,0-15,6 beschreibt einen Doppelpeak, bestehend aus zwei
Substanzen, dessen Trennung offensichtlich nicht méglich war. Der erste Peak befindet
sich bei 15,Imin (siche Abb. 58-59) und der zweite bei 15,3min. Der Vollstindigkeit
halber zeigen wir auch die Massenspektren des zweiten Peak, wenngleich wir fiir diesen

keine Erkldrung finden konnten.

Abb. 62. MS-1 und MS-2 im neg. Modus, Peak 1 bei 15.3min
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Abb. 63. MS-1 und MS-2 im pos. Modus, Peak 1 bei 15.3min
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Peak 2 bei 22,6min zeigt im MS-1 im negativen Modus m/z 403 [M-H] (Abb. 64) und

im positiven Modus m/z 405 [M+H]" (Abb. 65). Daraus ergibt
Molekulargewicht von 404.
Abb. 64. MS-1 und MS-2 im neg. Modus, Peak 2 bei 22.6min
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Abb. 65. MS-1 und MS-2 im pos. Modus, Peak 2 bei 22.6min
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Die Abb. 66-68 zeigen die Substanz Methylen-bis-norflavaspidsdure BBBB, wobei
Abb. 67 dem MS-1 und Abb. 70 dem MS-2 entspricht. Erkldrbar wird der Zerfall der

Substanz beispielsweise durch zeitbedingte Prozesse wie die Lagerung.

Abb. 66. Methylen-bis-norflavaspidsiure BBBB
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Abb. 67. Fragmentierungsmoglichkeiten von Methylen-bis-norflavaspidsaure BBBB mit einem
Molekulargewicht von 404

CH;  H,C

HO

OH OH

Abb. 68. Fragmentierungsmoglichkeiten des Fragments aus Abb. 67.

CH, H,C
0 0
HO OH HO 0
H H H,C H
OH OH
MG =196 MG =208

Peak 3 bei 24,8min zeigt im MS-1 im negativen Modus m/z 417 [M-H] (Abb. 69) und
im positiven Modus m/z 419 [M+H]" (Abb. 70). Daraus ergibt sich ein
Molekulargewicht von 418.
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Abb. 69. MS-1 und MS-2 im neg. Modus, Peak 3 bei 24.8min
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Abb. 70. MS-1 und MS2 im pos. Modus, Peak 3 bei 24.8min
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Abb. 71. Flavaspidsidure AB mit einem Molekulargewicht von 418.1
H,C CH CH,

3
HO OH HO OH
H,C ‘ CH,

0o 0o OH 0

Abb. 72. Fragmentierungsmoglichkeiten der Flavaspidsdure AB

H,C CH, CH,
HO OH HO 0
H,C CH,
f H,C
0 0 OH 0
MG =196 MG =222
CH,
H,C CH,
- 6 HO OH
H,C CH,
CH, H
0 0 OH 0
MG =208 MG =210

Peak 4 bei 28 4min zeigt im MS-1 im negativen Modus m/z 431 [M-H] (Abb. 73) und
im positiven Modus m/z 433 [M+H]" (Abb. 74). Daraus ergibt sich ein
Molekulargewicht von 432.
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Abb. 73. MS-1 und MS-2 im neg. Modus, Peak 4 bei 28.4min
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Abb. 74. MS-1 und MS-2 im pos. Modus, Peak 4 bei 28.4min
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Abb. 75. Phloraspin BB mit einem Molekulargewicht von 432.5

CH,

HO OH

H.C

0 OH
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CH,

OH o)

Ab. 76. Fragmentierungsmoglichkeiten von Phloraspin BB

CH,
HO OH
H,C .
0 OH
MG =210
CH,
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= CH,
O  OH
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H,CO o
CH,
H,C
OH O

MG =222

H,CO OH
:@in/\/CH3
H
OH (0]

MG =210

Peak 5 bei 30 4min zeigt im MS-1 im negativen Modus m/z 445 [M-H]™ (Abb. 77) und

im positiven Modus m/z 447 [M+H]

Molekulargewicht von 446.

(Abb. 78). Daraus ergibt sich ein
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Abb. 77. MS-1 und MS-2 im neg. Modus, Peak bei min 30.4
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Abb. 78. MS-1 und MS-2 im pos. Modus, Peak bei min 30.4
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Abb. 79. Flavaspidsidure BB mit einem Molekulargewicht von 446.5
£H; H,C.  CH

HO OH

3
HO OH
H,C ‘ CHs

0) OH 0] 0O

Abb. 80. Fragmentierungsmoglichkeiten der Flavaspidsiure BB
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Abb. 81. Desaspidin mit einem Molekulargewicht von 446.5

HC  CH,

HO OH

H.C
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Abb. 82. Fragmentierungsmoglichkeiten des Desaspidin
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Somit konnten wir im LC-MS der 70%-MeOH-Fraktion nur Phloroglucinole entdecken,
aber keine anderen Strukturen ausfindig machen. Hierbei handelt es sich allerdings nur
um vorldufige Ergebnisse, und daher ist es unumginglich, noch weitere Methoden zur

Strukturaufkldrung anzuwenden.
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3.10. DC zur Auffindung der Stoffgruppe

Bei der LC-MS Analyse fanden wir Hinweise auf das Vorliegen verschiedener
Phyloroglucinol-Derivate. Deshalb sollte versucht werden, ob das Vorkommen dieser
Strukturen mittels DC bestitigt werden konnte.

Ausgehend von DC-Systemen aus der Literatur, entwickelten wir ein eigenes System,
bei dem die mobile Phase aus einer 85:15-Mischung von Chloroform und Methanol
bestand und die Trennstrecke 8cm nicht iiberschritt. Bei den 20cm-Platten verfliichtigte

sich das Methanol aus der mobilen Phase, und die Trennung war nicht mehr erfolgreich.

Als Spriihreagenzien dienten ,,Echtblausalz B* und ,,Echtrotsalz B*, welche besonders
mit phenolischen Verbindungen reagieren. Als Referenzsubstanzen zogen wir Resorcin

und Phloroglucin heran [5, 6].

Abb. 83. DC mit den Spriihreagenzien Echtrotsalz B (links) und Echtblausalz B (rechts) bei
sichtbarem Licht

R 70% 100% Ph R 70% 100% Ph
, 2
R Img Resorcin/ml MeOH Auftragevolumen: 2ul
70% 2mg 70%-MeOH-Fraktion/ml MeOH Auftragevolumen: 5ul
100% 2mg 100%-MeOH-Fraktion/ml MeOH Auftragevolumen: 5ul
Ph 1mg Phloroglucin/ml MeOH Auftragevolumen: 2ul
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Auf der DC sind einzelne rotbraune Banden zu sehen, die - laut Literatur - die
Phloroglucinole darstellen. Dabei ist erkennbar, dass in der 70%-MeOH-Fraktion
andere Substanzen (bzw. weniger Phloroglucinole) vorhanden sind als in der 100%-

MeOH-Fraktion [6].

3.11. NFxB-Test und PPAR-Tests als pharmakologische Untersuchungen

Zum besseren Verstindnis soll nun eine kurze Zusammenfassung der bisherigen
Arbeitsvorgédnge gezeigt werden:

Nach der Herstellung eines Dichlormethanextraktes (36,38g Rohextrakt) aus dem
pulverisierten Farnkraut und der Abtrennung des Chlorophylls (gereinigtes Extrakt:
4,76g) wurde mittels Festphasenextraktion (SPE) eine 30%-Methanol-Fraktion (0,81g),
eine 70%-Methanol-Fraktion (1,75g) und eine 100%-Methanol-Fraktion (1,66g)
erhalten.

Durch die semipriparative HPLC konnten aus der 70%-Methanol-Fraktion acht
Subfraktionen (1-8) gewonnen werden. Als pharmakologische Untersuchungen wurden
der NFxB-Test, der PPARoa-Test und der PPARy-Test gewihlt, welche die

entziindungshemmende Wirkung der einzelnen Subfraktionen in-vitro eruieren sollten.

Abb. 84. Darstellung des Frationierungsschemas

Dichlormethan-

extrakt
<

Gereinigter
Extrakt

| }

30% Fraktion 100% Fraktion

1. Subfraktion Ry
2. Subfraktion R
3. Subfraktion R
4. Subfraktion R
5. Subfraktion R
6. Subfraktion R
7. Subfraktion R
8. Subfraktion R
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Beim NFkB-Test kann von einer guten Wirkung ab einer Inhibierung von 50%
gegeniiber der Kontrolle gesprochen werden. Der NFkB-Test wurde in drei
unabhingigen Untersuchungen durchgefiihrt.

Bei diesem Zelltest kommt es durch eine Stimulierung mit TNFo zu einer
Rezeptoraktivierung. Der gemessene Wert stellt die Kontrolle dar. Danach sollte die
Rezeptorinhibierung erfolgen.

Als Positiv-Kontrolle dient Parthenolid, ein spezifischer NFkB-Hemmer in einer
Dosierung von 5uM, welcher eine Reduktion auf 1-2% gegeniiber der Kontrolle
bewirkt. Als Leerwert diente der Riickstand der eingeengten mobilen Phase (aus der
semipriparative Fraktionierung).

Alle Fraktionen wurden in einer Konzentraktion von Sy g/ml getestet.

Ubersicht der pharmakologischen Ergebnisse:

Inhibierung von Aktivierung von Aktivierung von
Probe NFxB PPAR« PPARYy
70%-MeOH- (1)47% (2) 47% (1) 168%
Fraktion (3) 54% nein (2) 279%
Subfraktion 1 nein nein nein
Subfraktion 2 nein nein nein
Subfraktion 3 nein nein nein
Subfraktion 4 nein nein (1) 71% (2) 66%
Subfraktion 5 nein nein nein
Subfraktion 6 nein nein nein
Subfraktion 7 nein nein nein
Subfraktion 8 nein nein (1) 74% (2) 64%
Leerwert nein nein nein
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Folgende Grafiken sollen die Ergebnisse verdeutlichen.

Abb. 85. Rezeptorinhibierung von NFxB

Relative Units

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

" Messung 1
“ Messung 2

Messung 3

Kontrolle

Parthenolid Leerwert 70%-MeOH-Fr.

Die Subfraktionen zeigten keine Reduktion unter 50%, weshalb sie im Diagramm auch

nicht aufscheinen.
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Bei PPARa und PPARY spricht man von einer guten Wirkung, wenn eine Aktivierung
iiber 50% im Vergleich zur Kontrolle vorhanden ist. Hier wurden jeweils zwei

Messwerte erhoben, wobei teilweise eine grofle Streuung der Werte zu beobachtet war.

Abb. 86. Rezeptoraktivierung von PPARy

400 -
350 -
300 -
250 -

200 - ¥ Messung 1

150 " Messung 2
100 -

0

Relative Units

1

Kontrolle 70%-MeOH-Fr. Subfraktion 8

Zur Verdeutlichung wurden ausschlieBlich die signifikanten Ergebnisse in die
Diagramme miteinbezogen.

Damit wird sichtbar, dass die gesamte 70%-MeOH-Fraktion eine gute Wirkung sowohl
beim PPARY- als auch beim NFkB-Test zeigte. Dasselbe Ergebnis brachte die 100%-
MeOH-Fraktion.

Eine Aktivititssteigerung von PPARo war nicht erkennbar, deshalb konnte es sich
hierbei um eine selektive PPARy-Aktivierung handeln.

Die Resultate der Subfraktionen sind eventuell auf die zu geringen Konzentrationen
zuriickzufiihren, was durch eine Vereinigung der Subfraktionen mit neuerlichen
pharmakologischen Untersuchungen beweisbar wire.

Eine endgiiltige Erkldrung zu den Untersuchungen muss einer nachfolgenden

Diplomarbeit vorbehalten sein.
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4. Zusammenfassung und Diskussion

Die vorliegende Diplomarbeit beschiftigt sich in Fortsetzung vorangegangener Arbeiten
mit der Bioassay-geleiteten Fraktionierung zur Auffindung potentiell antiphlogistischer

Stoffe aus Dryopteris filix-mas.

Das Dichlormethanextrakt wurde vom Chlorophyll gereinigt und mittels SPE in drei
Fraktionen aufgetrennt. Bei der 30%-MeOH-Fraktion wurde schon zuvor nur eine
schwache Wirkung festgestellt.

Die 70%- und die 100%-MeOH-Fraktionen wiesen eine starke Odemreduktion auf. Um
die dafiir verantwortlichen Inhaltsstoffe der 70%-MeOH-Fraktion analysieren zu
konnen, wurden mittels semprédparativer HPLC acht Subfraktionen hergestellt und diese
pharmakologisch mit in-vitro-Zellsystemen (PPARa-, PPARy- und NFxB-Test)

untersucht.

NFkB konnte nur beim 70%-MeOH-Extrakt inhibiert werden, was eventuell durch die
niedrigere Konzentration der einzelnen Subfraktionen erklérbar ist.

Der PPARa-Test zeigte keine Aktivitit.

Die 70%-MeOH-Fraktion, die 4. und die 8. Subfraktion steigerten beim PPARy-Test die
Aktivitit.

Weiters wurde die 70%-MeOH-Fraktion mit Hilfe des LC-MS untersucht. Es konnten
Strukturvorschldge zu den prominentesten Peaks erstellt werden. Dabei handelt es sich
um verschiedene Acylphloroglucinol-Derivate, die in Dryopteris filix-mas bereits

bekannt sind, aber nicht fiir die antiphlogistische Wirkung verantwortlich sind.
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