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Alzheimer's disease (AD) is the most common form of dementia among older people.
Dementia is a brain disorder that seriously affects a person's ability to carry out

daily activities. [...]

People may not recognize family members or have trouble speaking, reading or
writing. They may forget how to brush their teeth or comb their hair. Later on, they

may become anxious or aggressive, or wander away from home. [...]

No treatment can stop the disease. However, some drugs may help keep symptoms

from getting worse for a limited time.

[http://www.nIlm.nih.gov/medlineplus/alzheimersdisease.html, 20.1.2014]
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Ferula gummosa Boiss. und Galbanum

Ferula gummosa Boiss. (Synonym: Ferula galbaniflua, Abb. 1, S. 3) ist eine im Iran
beheimatete Apiaceenart. Sie ist vor allem in den gebirgigen Regionen im Norden
und Westen des Landes zu finden und erreicht eine Wuchshéhe von bis zu drei
Metern. Alle Pflanzenteile, besonders der kraftig ausgeprdagte Stamm und die
fleischige Wurzel, sind von Sekretgangen durchzogen, die reichlich aromatisches
Gummiharz fihren. Wird die Pflanze durch Schnitte oder Insekten verletzt, tritt das
Harz aus. Es wird als Galbanum (persisch Barijeh) bezeichnet. Aufgrund seiner
industriellen Verwendung, etwa als Duftstoff in Parfums oder als Klebstoff fiir die
Fertigung von Schmuckstiicken, zahlt es zu den gefragtesten landwirtschaftlichen
Exportglitern des lIran. Die traditionelle Gewinnung der Droge erfolgt durch
vorsichtiges Anritzen von Stamm oder Wurzel. Das gelbbraune Exkret ist zunachst
klebrig, erhartet dann an der Luft und kann abgekratzt werden [1]. Galbanum
besteht zum Grol3teil aus Harzbestandteilen (I6slich in organischen Lésungsmitteln),

auRerdem aus Gummibestandteilen und atherischem Ol [2].

In der Traditionellen Iranischen Medizin wird Galbanum hoch geschatzt und gegen
zahlreiche Beschwerden eingesetzt. Die Indikationen reichen von Diarrhoe und
Magenschmerzen Uber Hauterkrankungen bis zu Bronchialkatarrhen und
allgemeiner Schwache [3-6]. In pharmakologischen Studien konnten wahrend der
letzten flinfzehn Jahre spasmolytische, antikonvulsive, antimikrobielle und
antioxidative Wirkungen fiir verschiedene Extrakte aus Ferula gummosa nachge-
wiesen werden [4, 5, 7, 8]. Auch antiphlogistische und analgetische Effekte werden

diskutiert [9, 10].

Mitte des 16. Jahrhunderts verfasste der deutsche Arzt und Botaniker Jacob
Theodor in seinem Krauterbuch eine umfassende Monographie ,Von dem Galben-
kraut und seinem Gummi“ [11]. Darin dokumentiert er die medizinische Anwen-
dung von Galbanum gegen Erkrankungen des zentralen Nervensystems wie Krampf-
leiden, Lahmungen oder Gedachtnisstorungen. Auch fir den Orient existieren

Belege fir die Verwendung verschiedener Ferula-Arten gegen Stérungen des
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Nervensystems wie zittrige Hande, Epilepsie oder Hysterie [6, 12]. Die lange
empirische Anwendung gegen derartige Beschwerden wurde als moglicher Hinweis
auf zentral wirksame Inhaltsstoffe gewertet und bildete den Anstol3 fir

bioaktivitdtsgeleitete phytochemische Untersuchungen.

Die meisten Studien konzentrierten sich bisher auf die Zusammensetzung und
pharmakologische Wirkung des dtherischen Ols. In einem Screening traditioneller
iranischer Arzneipflanzen hatte das DCM-Extrakt von Ferula gummosa, welches
auch die nicht flichtigen Harzbestandteile enthielt, Acetylcholinesterase-
inhibitorische Aktivitat gezeigt. Das komplex zusammengesetzte Extrakt war mittels
VLC in 10 Fraktionen getrennt und diese diinnschichtchromatographisch untersucht
worden. Durch Detektion mittels Bioautographie hatten sich auf der DC mehrere
Zonen mit AChE-hemmenden Eigenschaften nachweisen lassen. Die zwei aktivsten
Banden waren isoliert und mittels MS und NMR als Aurapten und Farnesiferol A
identifiziert worden. Zusatzlich war die AChE-Hemmwirkung der Substanzen quanti-
fiziert worden [3]. Die folgende Arbeit galt der Isolierung und Strukturaufklarung

weiterer aktiver Verbindungen aus dem genannten DCM-Extrakt.
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Umbellif.

Ferila galbaniflua Boiss. el Buhse.

Abbildung 1: Ferula gummosa Boiss.
Aus Kohlers Medizinal Pflanzen (1890)
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1.2 Acetylcholinesterase

Der Neurotransmitter Acetylcholin (Abb. 2) ist an zellularen Kommunikations-
prozessen in zahlreichen Geweben beteiligt. Im Gehirn ist Acetylcholin in Regionen
anzutreffen, in denen Willkiirmotorik, Lernen und Gedéachtnis gesteuert werden.
Acetylcholin wird im Zytoplasma der Nervenendigungen aus Cholin und Acetyl-
Coenzym A synthetisiert und in Speichervesikel aufgenommen. Beim Eintreffen
eines Aktionspotentials verschmelzen die Vesikel mit der prasynaptischen Membran
und setzen ihren Inhalt in den synaptischen Spalt frei. Zwei Gruppen von
Rezeptoren konnen das gesendete Acetylcholin-Signal Uber die postsynaptische

Membran weiterleiten: Nicotinrezeptoren und Muscarinrezeptoren.

Um das Acetylcholin-Signal gezielt zu beenden, muss der Transmitter nach erfolgter
Transmission rasch aus dem synaptischen Spalt entfernt werden. Die Acetylcholin-
esterase spaltet den Essigsdurerest von Cholin ab und inaktiviert dadurch das
Molekil. Die Hemmung des abbauenden Enzyms fiihrt zu einer Ansammlung von
Acetylcholin im synaptischen Spalt und resultiert in einer verstarkten cholinergen

Neurotransmission [13].

CH,

.
—N
H3C— \/\O)l\CHg
HsC

Abbildung 2: Acetylcholin
Quelle: http://commons.wikimedia.org/
wiki/File:Acetylcholin2.svg

1.3 Altersdemenz

Als Demenz wird eine chronisch-progressive mentale Storung bezeichnet, die
hohere kortikale Funktionen wie Denken, Sprechen, Orientierung, Lern-,
Erinnerungs- und Urteilsvermoégen beeintrachtigt. Die hdufigste Form der Demenz

ist die Alzheimer-Erkrankung [14].

Zwei charakteristische Veranderungen pragen das Alzheimer-demente Gehirn: Tau-
Protein, ein physiologischer Bestandteil des Zytoskeletts, wird durch seine
abnormale Struktur funktionsunfahig und lagert sich innerhalb der Nervenzelle ab.
Extrazelluldr bilden sich aus toxischem Amyloid-B-Protein (AB) sogenannte senile

Plagues. AP ist das Spaltprodukt eines Membranproteins. Es entsteht, wenn der


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/6e/Acetylcholin2.svg
http://commons.wikimedia.org/
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Abbauprozess dieses Membranproteins gestort ist. Dass AP an der Zerstérung der
Neuronen beteiligt ist, gilt als unumstritten. Zum Mechanismus der Schadigung gibt
es allerdings mehrere Theorien. Unter anderem scheint AR Entziindungsprozesse
und damit die Freisetzung neurotoxischer Zytokine, die Ausschiittung exzita-
torischer Aminosdauren sowie Redoxprozesse zu fordern. Daneben sollen Zellstoff-
wechsel und Funktionsfahigkeit der Synapsen durch die Proteinablagerungen direkt
beeintrachtigt werden. Am Ende steht der selektive Verlust von Nervenzellen in
bestimmten Gehirnregionen. Die Dichte an cholinergen Neuronen ist im Alzheimer-
dementen Gehirn nachweislich reduziert und damit einhergehend die cholinerge

Neurotransmission [15].

Trotz einiger Anséatze ist bisher noch keine kausale Therapie zur Marktreife gelangt.
Die derzeitige symptomatische Therapie richtet sich gegen die Hydrolyseaktivitat
der Acetylcholinesterase mit dem Ziel, die Acetylcholin-Konzentration im
synaptischen Spalt zu erhéhen. Acetylcholinesterase-Inhibitoren (AChEI) ermdgli-
chen den verbliebenen ungeschédigten Neuronen eine effektivere Kommunikation.
Zusatzlich gibt es Hinweise, dass die Aktivierung von Muscarinrezeptoren den
Proteinstoffwechsel im Gehirn normalisiert und die Produktion und Ablagerung von
AB vermindert [16—18]. Die derzeit gebrauchlichen AChEI fir diese Indikation sind
Donepezil, Galantamin und Rivastigmin. Sie gelten als Standardmedikation leichter
bis mittelschwerer Alzheimer-Félle. Bei der Anwendung von AChEl ist allerdings mit
unangenehmen Nebenwirkungen zu rechnen. Haufig treten Schlaflosigkeit und

Miudigkeit sowie Diarrhoe, Muskelkrampfe, Ubelkeit und Erbrechen auf [14].

Fir die Hemmung des Enzyms sind zwei Regionen in diesem Protein interessant.
Kompetitive Hemmstoffe konkurrieren mit Acetylcholin um das katalytische
Zentrum der Esterase. Eine weitere, dem katalytischen Zentrum rdaumlich
benachbarte Bindungsstelle ist die sogenannte peripheric anionic site (PAS). PAS-
Liganden bewirken eine allosterische Umlagerung des katalytischen Zentrums,
wodurch die hydrolytische Aktivitdt des Enzyms verloren geht [19]. Es handelt sich
um nicht-kompetitive Hemmstoffe der Acetylcholinesterase. Auch AB hat eine hohe
Affinitat zu PAS. Dem AChE-AB-Komplex kommt neueren Untersuchungen zufolge

eine noch groBere Rolle in der Entstehung der Krankheit zu als AB alleine. Bei der
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Bindung an AB verdandert das Enzym die Konformation des Proteins offenbar derart,
dass sich das zunachst l6sliche Protein zu makromolekularen Komplexen
zusammenlagert. Diese sind nicht mehr wasserloslich, es kommt zur Ablagerung

von senilen Plaques [20].

Ein weiteres Enzym, welches in die Entstehung dementieller Syndrome involviert zu
sein scheint, ist die Monoaminoxidase (MAOQ). Sie katalysiert unter anderem den
oxidativen Abbau der Neurotransmitter Noradrenalin, Serotonin und Dopamin.
MAO existiert in zwei Isoformen, MAO-A und MAO-B, die sich in ihrer
Substratspezifitdt unterscheiden. In den Gehirnen alterer Menschen wurde eine im
Vergleich zu jingeren Menschen erhohte Konzentration des Isoenzyms MAO-B
gefunden [21]. In Alzheimer-dementen Gehirnen sind sowohl MAO-B als auch MAO-
A erhoht [22]. Der gesteigerte Neurotransmitter-Turnover kénnte fir den hohen
oxidativen Stress in altersdementen Gehirnen mitverantwortlich sein und eine
Hemmung des Enzyms daher antioxidativ wirken. In der Tat wurden fir einige
handelsiibliche MAO-B-Hemmer antioxidative und neuroprotektive Effekte

nachgewiesen [23].

Fir die Behandlung der Alzheimer-Erkrankung waren Wirkstoffe, die sowohl die
Aktivitdit von AChE und MAO hemmen als auch die PAS-Bindestelle der AChE

blockieren, wahrscheinlich besonders geeignet.

Einer Schatzung von Brookmeyer et al. zufolge lebten im Jahr 2007 weltweit 26,6
Millionen Menschen mit Alzheimer-Demenz. Bis zum Jahr 2050 soll sich diese Zahl
wegen des stetig steigenden Durchschnittsalters vervierfachen. Alle MaBnahmen,
die Ausbruch bzw. Voranschreiten der Demenz verzogern — selbst in bescheidenem
Ausmald — wirden die Last durch die Erkrankung fiir kiinftige Generationen deutlich

mindern [24].



Einleitung

1.4 Zielsetzung

In den vorangegangenen Untersuchungen war eine Reihe von Komponenten mit
AChE-inhibierender Wirkung in Galbanum detektiert worden. Ziel dieser Arbeit war
die Isolierung und Strukturklarung dieser Verbindungen. Durch den Nachweis von
Acetylcholinesterase-Hemmstoffen sollte die Plausibilitdt der traditionellen

Anwendung bei Demenzerkrankungen belegt werden.
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2 Material

2.1 Ausgangsmaterial

Das Ausgangsmaterial fiur die Isolierung bildeten zwei Fraktionen eines
Dichlormethanextraktes aus Galbanum, die im Zuge einer vorangegangenen

Dissertation angefertigt worden waren [25].

30 Gramm des Gummiharzes waren Uber Nacht mit Galbanum

200 ml Dichlormethan (DCM) unter Riihren mazeriert Mazeration,
Ultraschall

und anschlieBend im Ultraschallbad bei 40°C fir 30 DCM

Minuten extrahiert worden. Das gewonnene Extrakt DCM-Extrakt

war unter vermindertem Druck bei 40°C eingeengt Vic

worden. Das DCM-Extrakt war mittels Vakuum- DCM

4

Flissigchromatographie (VLC) an Kieselgel mit DCM

Fraktionen A1 bis A10

als Laufmittel in zehn Fraktionen getrennt worden. In

Abbildung 3: Gewinnung des
Ausgangsmaterials

Abbildung 3 ist das Schema der Aufarbeitung

dargestellt.

Abbildung 4 zeigt ein Diinnschichtchromatogramm der zehn Fraktionen im Ver-

gleich mit dem Gesamtextrakt.

—

Al A2 A3 A4 A5 ext. A6 A7 A8A9 A10 Al A2 A3 A4 AS ext. A6 A7 A8 A9 A10

Abbildung 4: DC der Fraktionen A1l bis A10 des DCM-Extraktes [aus 25]
Links: UV 366 nm, rechts: Derivatisierung mit AAS
ext. = unfraktioniertes DCM-Extrakt
Mobile Phase: CHCI3-EtOAc-MeOH (90 + 7 + 3)
Stationare Phase: Kieselgel 60 Fasa
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Die Aktivitat der Fraktionen A5, A6, A7 und A8 wurde mittels Bioautographie
Uberprift (Abb. 5, ¢ = 8 mg/ml). Als Positivkontrolle diente Chelidonin (c = 0,35
mg/ml). Flir die weitere Aufarbeitung wurden die Fraktionen A6 (11,5 g) und A8
(0,3 g) ausgewahlt. Mit dieser Auswahl sollte ein moglichst weites Spektrum der

enthaltenen Coumarinverbindungen bearbeitet werden.

A5 A6 A7 A8 Chel. A5 A6 A7 A8 Chel. A5 A6 A7 A8 Chel.

Abbildung 5: DC der Fraktionen A5 bis A8 im Vergleich mit Chelidonin (Chel.)
Links: UV 366 nm, Mitte: Derivatisierung mit AAS, rechts: Bioautographie (siehe S. 14 f)
Mobile Phase: CHCI3-EtOAc-MeOH (90 + 7 + 3)

Stationare Phase: Kieselgel 60 F2s4

2.2 Reagenzien und Losungsmittel

Alle Losungs- und FlieBmittel wurden in p. a. Qualitdt bezogen, entionisiertes
Wasser wurde in einer laboreigenen Destillationsapparatur bereitet. Des Weiteren
wurden folgende Chemikalien eingesetzt: Acetylcholinesterase aus elektrischem Aal
(Sigma), Acetylthiocholiniodid (BioChemica), Bovines Serumalbumin (Sigma), 5,5’-
Dithiobis(2-nitrobenzoesdure) (Sigma), Echtblausalz B (Merck), 1-Naphthylacetat
(Sigma), Physostigmin (Sigma), Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma) und

Umbelliferon (Extrasynthese).



Methoden

3 Methoden

3.1 Chromatographische Methoden

3.1.1 Saulenchromatographie (CC)

Die drei Fraktionierungen mittels Saulenchromatographie wurden unter folgenden

Bedingungen durchgefihrt (Tab. 1 bis Tab. 3).

Tabelle 1: Bedingungen fiir die CC1

Stationare Phase Sephadex® LH 20 (Sigma)
Mobile Phase MeOH 40%
Dimensionen d=1cm,h=16cm
Durchflussrate 2,5 ml /30 min

Zur Kontrolle der Auftrennung wurde jede Fraktion mittels Normalphasen-DC
Uberprift und Fraktionen mit gleicher Zusammensetzung zu Sammelfraktionen

vereinigt.

Tabelle 2: Bedingungen fiir die CC2

Stationare Phase

Kieselgel 60 fir die Sdulenchromatographie (Merck)

Mobile Phase

CHCl3-MeOH-H,0 (95 + 1,5 +0,1)

Dimensionen

d=3cm,h=81cm

Durchflussrate

6 ml /30 min

Jede zehnte Fraktion wurde mittels Normalphasen-DC analysiert und Fraktionen mit

Ubereinstimmender Zusammensetzung zu Sammelfraktionen vereinigt.

Tabelle 3: Bedingungen fiir die CC3

Stationdre Phase

Kieselgel 60 fiir die Sdulenchromatographie (Merck)

Mobile Phase

CHCl3-MeOH-H,0 (95 + 1,5 +0,1)

Dimensionen

d=2cm, h=80,5cm

Durchflussrate

7 ml/ 30 min

Jede zehnte Fraktion, bei stark angereicherten Komponenten jede zweite, wurde
mittels Normalphasen-DC analysiert und Fraktionen mit vergleichbarer Zusammen-

setzung zu Sammelfraktionen vereinigt.

10



3.1.2 Solid Phase Extraction (SPE)

Tabelle 4: Bedingungen fiir SPE1 bis SPE3

Methoden

Kartusche Mega Bond Elut-C18 (Varian), 20 ml
Mobile Phase MeOH 40% bis MeOH 100%
Gradient 5%-Schritte

Fraktionen pro MeOH-Konzentration | 3 bis 4

Fraktionsvolumen 15 ml

Tabelle 5: Bedingungen fiir die SPE4

Kartusche Mega Bond Elut-C18 (Varian), 12 ml
Mobile Phase MeOH 40% bis MeOH 100%
Gradient 5%-Schritte

Fraktionen pro MeOH-Konzentration | 3

Fraktionsvolumen 10 ml

Die erhaltenen Fraktionen wurden jeweils mittels DC analysiert und Fraktionen mit

vergleichbarer Zusammensetzung vereinigt.

3.1.3 Dinnschichtchromatographie (DC)

Der Verlauf der Isolierung wurde mittels DC lberpriift. Je nach Anforderung durch

die Probe kamen dabei folgende Normalphasen-Systeme (NP) und Umkehrphasen-

Systeme (RP) zum Einsatz (Tab. 6 und Tab. 7, S. 12).

Tabelle 6: Bedingungen fiir die Normalphasen-DC

(1) Kieselgel 60 Fzs4 auf Alufolie (Merck)

Stationare Phasen

(2) HPTLC-Fertigplatten Kieselgel 60 F2s4 (Merck)

CHCIl3-EtOAc-MeOH (100 + 10 + 2)

CHClI3-MeOH-H>0 (90 + 3,5 +0,2)

Mobile Phasen

CHCI3-MeOH-H>0 (95 +1,5+0,1)

CHCl3-MeOH-H,0 (100 + 10 + 2)

Konzentration der

(1) 7 -8 mg/ml

Probenlosungen

(2) 1,5 mg/ml

Auftragemenge

5 ul strichférmig
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Tabelle 7: Bedingungen fiir die Umkehrphasen-DC

Stationare Phase HPTLC-Fertigplatten RP-8 F2s4s (Merck)

MeOH-H,0 (80 + 20)
MeOH-H0 (85 + 20)

Mobile Phasen

Konzentration der Probenlésungen | 1,5 mg/ml

Auftragemenge 5 ul strichférmig

Die eluierten Substanzen wurden anhand ihrer Eigenfluoreszenz bei UV 366 nm
bzw. nach Derivatisierung mit Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagens bei Tageslicht
detektiert [26]. Das Screening auf AChEI-Aktivitdt wurde auf der DC-Platte mittels

Bioautographie durchgefiihrt [27].

3.1.4 Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC)

Um die ausreichende Reinheit der isolierten Verbindungen fiir die Struktur-
aufklarung sicherzustellen, wurden die betreffenden Fraktionen mittels HPLC
analysiert. In den Tabellen 8 bis 11 (S. 12 und S. 13) sind Kenndaten zum HPLC-
Gerat, den Analysebedingungen und den Gradientenprofilen fiir die HPLC-Analyse

gelistet.

Tabelle 8: HPLC-Gerat

Entgaser Shimadzu DGU-20As prominence degasser

Pumpe Shimadzu LC-20AD prominence liquid chromatograph
Autosampler Shimadzu SIL-20AC prominence auto sampler

Controller Shimadzu CBM-20A prominence communication bus module

Shimadzu SPD-M20A prominence diode array detector

Detektoren Shimadzu ELSD-LT low temperature evaporative light
scattering detector

Ofen Shimadzu CTO-20AC prominence column oven

12



Tabelle 9: Bedingungen fiir die HPLC-Analyse

Methoden

Trennsaule Hypersil BDS-C18, 5 um, 4,0 x 250 mm (Agilent)
FlieRmittel A = Aqua dest., B = Acetonitril

Gradient Siehe Tab. 10 und Tab. 11

Equilibrierung 10 min

Durchflussrate 0,75 ml/min

Temperatur 60°C

Injektionsvolumen | 10 pl

Detektion UV 322 nm

Tabelle 10: Gradientenprofil 1 der HPLC-Analyse

Minute % B
0-10 35
10-50 35-75
50-55 75

Tabelle 11: Gradientenprofil 2 der HPLC-Analyse

Minute % B
0-5 30
5-40 30-80

45 -50 80

3.2 Strukturaufklarung

3.2.1 Massenspektrometrie (MS)

Um die molekularen Massen der einzelnen Verbindungen zu bestimmen, wurde

eine LC-MS Analyse auf einem Ultimate 3000 RSLC-Series System (Dionex,

Germering, Deutschland), das an ein 3D-lonenfallen-Massenspektrometer mit einer

orthogonalen ESI-Quelle (HCT; Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) gekoppelt

ist, durchgefiihrt. Der Elutionsfluss wurde ca. 1:4 vor der ESI-Quelle gesplittet,

welche mit folgenden Einstellungen betrieben wurde: Kapillarspannung -3,7 kV,

Vernebelungsgas 26 psi (N2), Trockengasfluss 9 I/min (N2), und Trockengas-

temperatur 340°C. Mehrstufenmassenspektren bis zu MS* wurden im Positivionen-

Modus in einem automatischen data-dependent acquisition (DDA) Modus mit

13
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Helium als Kollisionsgas, einem lIsolationsfenster von 4 Th und einer Fragmentie-

rungsamplitude von 1,0 V gemessen.

3.2.2 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden mit einem Avance Ill 600 MHz NMR Spektrometer
(Bruker BioSpin) in deuteriertem Methanol (MeOD) aufgenommen. Die Resonanz-

frequenzen betrugen fir die 'H NMR 600 MHz und fiir die 3C NMR 150 MHz.

3.3 Aktivitatsbestimmung

3.3.1 Bioautographie

Die AChE-Bioautographie nach Marston et al. erlaubt den Nachweis AChE-
inhibitorischer Aktivitat direkt auf der DC-Platte. Die Acetylcholinesterase
deacetyliert 1-Naphthylacetat zu 1-Naphthol, welches mit Echtblausalz zu einem
violetten Azofarbstoff reagiert (Reaktionsmechanismus siehe Abb. 6). AChE-
hemmende Substanzen lassen sich als farblose Banden auf violettem Hintergrund
detektieren [27]. Das Verfahren kam sowohl bei der Auswahl der aufzuarbeitenden
Fraktionen als auch zur abschlieBenden Kontrolle der isolierten Substazen zum

Einsatz. Als Positivkontrolle diente Chelidonin.

0 OH

b AChE P s
— |

T [y

1-Naphthylacetat 1-Maphthol

H,CO

NEE@—QEEN o

OCH,
Echtblausalz B

— OH v OCH,
H.CO HO =

Azofarbstoff (rosarot)

Abbildung 6: Reaktionsmechanismus der Bioautographie

14



Methoden

Durchfiihrung:

5 ul jeder Probenlosung wurden bandférmig aufgetragen und die DC-Platte unter
den angegebenen Bedingungen (Tab. 12) entwickelt. Nachdem das FlieRmittel
vollstandig abgedampft war, wurde die Platte fiinf- bis sechsmal gleichmaBig mit
der AChE-Losung (siehe Tab. 13) bespriiht. Die einzelnen Spriihdurchgiange erfolg-
ten jeweils im Abstand von drei bis fliinf Minuten, wahrend derer die Platte bei 37°C
und hoher Luftfeuchtigkeit in einem Trockenschrank inkubiert wurde. Auf diese
Weise wurde das Kieselgel mit der Enzymldsung gut durchtrankt. Im Anschluss
erfolgte der Nachweis der AChE-Inhibition: Dazu wurden 5 ml 1-Naphthyl-
acetatlosung und 20 ml Echtblausalzlosung (siehe Tab. 13) ad hoc gemischt und die
gesamte DC-Platte ein- bis zweimal damit bespriiht. Nach zwei Minuten war eine
blass violette Farbung zu erkennen, die sich nach 20 Minuten im Inkubator deutlich

intensivierte. Das Ergebnis wurde bei Tageslicht ausgewertet.

Tabelle 12: Material fiir die Bioautographie

Stationare Phase Kieselgel 60 F2s4 auf Alufolie (Merck)
Mobile Phase CHCI3-MeOH-H;0 (95 +1,5 +0,1)
Proben- und 6 mg/ml fur Reinsubstanzen
Referenzlosungen 8 mg/ml fur komplexere Fraktionen

Tabelle 13: Spriihlésungen fiir die Bioautographie

Reagens Konzentration Losungsmittel
) 0,05 M Tris-HCI-Puffer pH 7,8
Acetylchol t I ’ ’
cetylcholinesterase 6,6 U/m mit 1 mg/mi BSA
1-Naphthylacetat 2,5 mg/ml Ethanol
Echtblausalz 2,5 mg/ml Aqua destillata
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3.3.2 Microplate-Assay

Die Aktivitat der Verbindungen sollte anhand eines quantitativen colorimetrischen

Assays basierend auf der Methode nach Ellman (modifiziert nach [3]) ermittelt

werden. Der Reaktionsmechanismus ist in Abbildung 8 (S. 18) dargestellt.

Versuchsaufbau:

Der Versuch wurde in einer 96-Wellplatte durchgefiihrt (siehe Abb. 7). Pro Verbin-

dung wurden jeweils 3 Parallelproben vermessen. Als Positivkontrolle diente Physo-

stigmin (C kontrolissung = 1 mg/ml), als Negativkontrolle eine zehnprozentige Lésung

von DMSO in Puffer A. Positiv- und Negativkontrolle wurden in derselben Weise

behandelt wie die zu vermessenden Verbindungen.

A/l

B

2 3
VF1 Umb
1 1
VF1 Umb
2 2
VF1 Umb
3 3

VF4

VF4

VF4

VF6

VF6

VF6

VF7

VF7

VF7

VF8

VF8

VF8

Pos

Pos

Pos
3

Neg

Neg

Neg
3

10 11 12

Abbildung 7: Microplate-Assay Versuchsaufbau (96-Wellplatte).
VF1 bis VF8: Isolierte Verbindungen, Umb: Umbelliferon,
Pos: Positivkontrolle (Physostigmin), Neg: Negativkontrolle (10 % DMSO in Puffer A)
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Durchfiihrung:

Die Substanzen wurden im DMSO-Anteil gelost und mit Puffer A bis zur
angegebenen Konzentration (siehe Tab. 14) verdiinnt. Pro Well wurden 25 ul ATCI-
Losung, 125 pl DTNB-Losung, 50 pl Puffer A und 25 pl der Poben- bzw.
Kontrolllésung gemischt und die Absorption bei 405 nm fiinfmal im Abstand von
jeweils 15 Sekunden mit einem Genios® Microplatereader (Tecan) gemessen. Die
flnf erhaltenen Werte wurden fir jedes Well gemittelt. Hierauf wurden jedem Well
25 pl AChE-L6sung zugegeben und die Platte im Microplatereader fiir 10 Minuten
bei 25°C inkubiert. Nach sorgfaltigem Schitteln wurde die Absorption bei 405 nm
erneut achtmal im Abstand von jeweils 15 Sekunden gemessen. Die acht erhaltenen
Werte wurden fir jedes Well gemittelt. Zuletzt wurden jeweils die Werte der drei
Parallelproben gemittelt, sodass fir jede Verbindung ein Wert vor und ein Wert

nach Enzymzugabe erhalten wurde.

Tabelle 14: Reagenzien fiir den Microplate-Assay

Reagens Lésungsmittel Konzentra't‘ion Kon.zentration
der Probenl6sung im Well
Acetyltfzf_lfglc))liniodid Aqua dest. 15 mM 1,5mM
gy | Mfers | amM | s
Acetylc(hAoC'rEe)Sterase Puffer A 0,22 U/ml 0,022 U/ml
Isolierte Verbindungen i;f;(:rDAMr:g 1 mg/ml 12/? gf/{;nol

Puffer A: 50 mM Tris-HCI, 0,1 % BSA, pH = 7,9. Puffer B: 50 mM Tris-HCI, 0,1 % BSA,
0,1 M NacCl, 0,02 M MgCl;-6H20, pH = 7,9. Die pH-Werteinstellung der Puffer erfolg-
te mittels pH-Elektrode unter Zugabe von 0,1 M HCl bzw. 0,1 M NaOH. Anstelle von
Substanz VF2, die als Umbelliferon identifiziert werden konnte, wurde die Rein-

substanz (c = 1 mg/ml) vermessen.
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AS

Berechnung der Hemmwirkung: Inhibition % = (1 —
A Neg

) x 100

A S: Gemittelter Absorptionswert eines Wells nach Inkubation mit dem Enzym
minus Absorptionswert des Wells vor Inkubation.
A Neg: Gemittelter Absorptionswert der Negativkontrolle nach Inkubation mit dem

Enzym minus gemittelter Absorptionswert der Negativkontrolle vor Inkubation.

Modifikation zur vollstdndigen Losung der Substanzen:
Anstelle von DMSO 10 % wurden die Probenlésungen in einem zweiten Versuch mit

Methanol bereitet. Die Endkonzentration im Well betrugt 10 % Methanol.

i L AChE . Plr,
—_— . -
/)I\SWN‘M + H;0 CH.COO + HSM M
ATCH Thiocheolin
COOH
"0
[ ,/ \‘.
N =1 i
L S S—JJ \‘ N{
-0 . Vo
HooC 0
DTMNB
v
coo~
D\\ | s =
M 5\‘ +N/ + Nﬂ+
_ S X #0
o |
“ooc o
5-Thigo-2-nitrebenzoat
(gelb)

Abbildung 8: Reaktionsmechanismus des Microplate-Assays
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4 Ergebnisse

In einer vorangegangenen phytochemischen Untersuchung waren bereits zwei
Verbindungen mit AChE-inhibierender Wirkung aus dem DCM-Extrakt von
Galbanum isoliert worden [3]: Aurapten (hRf-Wert = ca. 56) und Farnesiferol A (hRf-
Wert = ca. 18, siehe Abb. 9). Nachdem die Aktivitdt der Fraktionen A5, A6, A7 und
A8 aus diesem Extrakt mittels Bioautographie Uberprift worden war (siehe S. 9),
wurden die Fraktionen A6 und A8 des DCM-Extraktes fiir die weitere Isolierung

ausgewadhlt.

In Abbildung 9 ist ein Diinnschichtchromatogramm der Fraktionen A6 und A8 zu
sehen. Der linke Teil des Bildes zeigt die Detektion der enthaltenen Komponenten
anhand ihrer Eigenfluoreszenz unter UV 366 nm, der rechte Teil des Bildes die
Sichtbarmachung aktiver Verbindungen mittels Bioautographie (siehe S. 14 f). Jene
Zonen, fur die sich durch die Bioautographie AChEI-Aktivitat nachweisen lieR3,
wiesen starke Fluoreszenz bei UV 366 nm auf und deuteten auf das Vorliegen von
Coumarinderivaten hin. In der Folge wurde zur Uberpriifung der einzelnen
Isolierungsschritte die UV-Fluoreszenz der Komponenten in den Fraktionen

herangezogen.

Aurapten

Farnesiferol A

S
=

A6 A8 A6 A8
Abbildung 9: DC der Fraktionen A6 und A8
Links: UV 366 nm, rechts: Bioautographie
Mobile Phase: CHCI3-MeOH-H20 (95 + 1,5 + 0,1)
Stationare Phase: Kieselgel 60 F2s4
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4.1 Aufarbeitung der Fraktion A8 - Isolierung der Substanzen VF1 und VF2

Die dinnschichtchromatographische Analyse der Fraktion A8 zeigte unter UV
366 nm zwei Hauptkomponenten, die sich in ihrer Polaritat deutlich unterschieden.
Etwa 120 mg der Ausgangsfraktion wurden daher einer Festphasenextraktion auf
RP-18-Material unterzogen (SPE1, Bedingungen siehe S. 11). Fraktionen mit
dhnlicher Zusammensetzung wurden zu insgesamt 15 Sammelfraktionen A bis O
vereinigt (Tab. 15). Eine DC der Sammelfraktionen ist in Abbildung 10 (S. 21) zu

sehen.

Tabelle 15: Sammelfraktionen der SPE1

Sammelfraktion Fraktionen Menge Weitere Bearbeitung
9 -
A
B 45% MeOH 3+4 2mg —
C 50% MeOH 1-4 6 mg
55% MeOH 1
D 55% MeOH 2+3 2mg
E 55% MeOH 4 1mg
F 60% MeOH 1 6 mg
G 60% MeOH 2-4 42 mg Substanz VF1
H 65% MeOH 1-4 7mg
I 70% MeOH 1 1mg —
J 70% MeOH 2 1mg
K 70% MeOH 3+4 8 mg
75% MeOH 1
L 75% MeOH 2 4 mg
80% MeOH 1
M 80% MeOH 2 2mg —
N 100% MeOH 1 12 mg -
0] 100% MeOH 2 1mg
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P C

ABABCDEFGHI JKLMNO ABABCDEFGHI JKLMNDO

Abbildung 10: DC der Sammelfraktionen A bis O der SPE1
Links: UV 366 nm, rechts: Derivatisierung mit AAS
Mobile Phase: CHCI3-MeOH-H20 (90 + 3,5 + 0,2)
Stationare Phase: Kieselgel 60 Fasa

Die lipophilere Hauptkomponente wurde in Sammelfraktion G angereichert. Mittels

HPLC (Abb. 11) konnte die Reinheit der Verbindung bestatigt werden (VF1; 23 mg).

AU "
1150322nm,4nm (1.00)
1100] Fos5.0
1050
Fo0.0
10009
9503 -
9003 F80.0
8503
F75.0
8003
7503 F70.0
7003 F65.0
6503
F60.0
6003
5503 -
5003 F50.0
4503
F45.0
4003
o F40.0
30 00000000 F3s5.0
2503
30.0
2003
o F25.0
1007 20.0
504
15.0
o
o F10.0
-1003 £
-150]
T ‘ ‘ ’

L e T A B e e e A B e e e e N A s B e B e SN B e ey e e e
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 min

Abbildung 11: HPLC der Fraktion G der SPE1
(Gradient 1, Bedingungen siehe S.12 f)
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Sammelfraktion A zeigte unter UV 366 nm eine intensiv hellblau fluoreszierende
Bande und einige dunkelblau fluoreszierende Begleitsubstanzen (siehe Abb. 10,
S. 21). Zur Reindarstellung der hellblau fluoreszierenden Verbindung wurde eine
Sadulenchromatographie an Sephadex® LH 20 durchgefiihrt (CC1, Bedingungen siehe
S. 10). Die 24 Fraktionen wurden mittels Normalphasen-DC uberprift und
Fraktionen mit ahnlicher Zusammensetzung vereinigt (Tab. 16). Auf diese Weise

konnte die polarere Hauptkomponente der Fraktion A8 gewonnen werden (VF2;

5 mg).

Tabelle 16: Sammelfraktionen der CC1

Sammelfraktion Fraktionen Menge Weitere Bearbeitung
A 1-4 11 mg -
B 5-8 2mg -
C 9,10 1mg -
D 11-14 5mg Substanz VF2
E 1524 1 mg
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4.2 Aufarbeitung der Fraktion A6 — Isolierung der Substanzen VF3 bis VF8

Fraktion A6 war komplexer zusammengesetzt als Fraktion A8 (siehe Abb. 9, S. 19).
Daher wurden 10 g der Fraktion A6 einer Vortrennung mittels Saulenchromato-
graphie an Kieselgel unterworfen (CC2, Bedingungen siehe S. 10). Von den 315
resultierenden Fraktionen wurde jede zehnte im Normalphasensystem diinnschicht-
chromatographisch untersucht und &hnliche Fraktionen vereinigt, sodass 15
Sammelfraktionen A bis O erhalten wurden (Tab. 17). Abbildung 12 (S. 24) zeigt

eine DC der Sammelfraktionen.

Tabelle 17: Sammelfraktionen der CC2

Sammelfraktion Fraktionen Menge Weitere Bearbeitung
A 1-24 2mg -
B 25-34 3mg -
C 35-44 4mg -
D 45 -54 31 mg
E 55-64 51 mg Substanz VF3
F 65—-77 236 mg
G 2883 140 mg Vereinigung, SPE3
H 84 -94 164 mg ---
I 95-107 1295 mg cc3
J 108 -114 1050 mg SPE2
K 115-154 29 mg
L 155 - 164 5mg
M 165-174 5mg
N 175-315 31 mg
0] NL 13 mg -
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A B CDETFGH I J A6 K L M NO A6
Abbildung 12: DC der Sammelfraktionen A bis O der CC2
Oben: UV 366 nm, unten: Derivatisierung mit AAS
Mobile Phase: CHCI3-MeOH-H20 (95 + 1,5 + 0,1)
Stationare Phase: Kieselgel 60 Fas4

Abbildung 12 ist zu entnehmen, dass in Fraktion E eine Substanz stark angereichert
wurde (VF3; 51 mg). Die Lage der Bande im Diinnschichtchromatogramm bzw. die
Retentionszeit in der HPLC legten nahe, dass es sich bei der angereicherten
Substanz um Aurapten handelte. Mittels Rechromatographie konnte die Substanz

als Aurapten identifiziert werden (Details siehe S. 42 f).
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4.2.1 Auftrennung der Fraktion J aus CC2
Die Hauptkomponente der Fraktion J trennte sich im Umkehrphasen-DC-System in

zwei Zonen auf (Abb. 13).

Abbildung 13: Fraktion J der CC2 auf der RP-DC
Links: UV 366 nm, rechts: Derivatisierung mit AAS
Mobile Phase: MeOH-H20 (80 + 20)
Stationare Phase: RP-8 Fasas

Die weitere Aufreinigung erfolgte daher mittels Festphasenextraktion an RP-18-
Material (SPE2). 310 mg der Fraktion J wurden auf die Kartusche aufgetragen und
nach der Elution jede fiinfte Fraktion dinnschichtchromatographisch auf RP-8-
Material Uberprift. Fraktionen mit Ubereinstimmenden Komponenten wurden
vereinigt (Tab. 18, S. 26) und die beiden Substanzen aus Fraktion J getrennt (VF4;
82 mg und VF5; 117 mg). Abbildung 14 (S. 27) zeigt eine DC der Sammelfraktionen

im Vergleich mit der Ausgangsfraktion.
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Tabelle 18: Sammelfraktionen der SPE2

100% MeOH 1-3

Sammelfraktion Fraktionen Menge Weitere Bearbeitung
40% MeOH 1-4
A 45% MeOH 1-4 1mg ---
55% MeOH 1-4
B 60% MEOH 1+2 3 mg —
C 60% MeOH 3+4 5 mg ——
D 65% MeOH 1-4 82 mg Substanz VF4
E 70% MEOH 1+2 18 mg —
F 70% MEOH 3+4 35 mg —
G 75% MeOH 1-4 117 mg Substanz VF5
H 80% MeOH 1+2 4 mg —
| 80% MeOH 3+4 2 mg —
| 85% MeOH 1-4 0m
90% MeOH 1-4 8
0, -
) 95% MeOH 1-4 7 me
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C D E CC2-J F G H I

Abbildung 14: DC der Sammelfraktionen A bis K der SPE2
Oben: UV 366 nm, unten: Derivatisierung mit AAS
CC2-J = Ausgangsfraktion
Mobile Phase: MeOH-H20 (80 + 20)

Stationare Phase: RP-8 Fasas
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4.2.2 Auftrennung der Fraktionen F und G aus CC2

Die HPLC-Analyse der Fraktionen F und G ergab eine sehr dhnliche Zusammen-
setzung, sodass die beiden Fraktionen vereinigt wurden (Fraktion FG). Auch hier

zeigten sich im Umkehrphasensystem zwei Banden (Abb. 15).

hRf = ca. 35

hRf =ca. 15

Abbildung 15: Fraktion FG der CC2 auf der RP-DC
Links: UV 366 nm, rechts: Derivatisierung mit AAS
Mobile Phase: MeOH-H.0 (80 + 20)
Stationare Phase: RP-8 Fasss

Die lipophilere Bande (hRf-Wert = ca. 15) wurde mittels HPLC als Gemisch dreier
sehr dhnlicher Substanzen identifiziert (siehe Abb. 16, S. 29, rot umrandet; Analyse-

bedingungen siehe S. 12 f).

Die weitere Aufreinigung fokussierte folglich auf die Gewinnung der polareren
Bande (hRf-Wert = ca. 35). Eine RP-18 SPE-Kartusche wurde mit 370 mg der Fraktion
FG beladen und mit unterschiedlichen Konzentrationen Methanol eluiert (SPE3,
Bedingungen siehe S. 11). Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels DC analysiert
und ahnliche Fraktionen vereinigt (Tab. 19, S. 29). Es konnten 121 mg dieser
Komponente isoliert werden (VF6). Abbildung 17 (S. 30) zeigt eine DC der Sammel-

fraktionen im Vergleich mit der Ausgangsfraktion.
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mAU
322nm,4nm (1.00)

125

[275.0

[-250.0

[-225.0

[~200.0

175.0

-150.0

125.0

{~100.0

[~75.0

Abbildung 16: HPLC der Fraktion FG der CC2

Gradient 1 (Bedingungen siehe S.12 f)

Tabelle 19: Sammelfraktionen der SPE3

Sammelfraktion Fraktionen Menge Weitere Bearbeitung
40% MeOH 1-3
A 45% MeOH 1-3 3m N
50% MeOH 1-3 8
55% MeOH 1-3
B 60% MeOH 1-3 1mg
C 65% MeOH 1-3 6,5 mg
D 70% MeOH 1-3 121 mg Substanz VF6
E 75% MeOH 1-3 26 mg ---
F 80% MeOH 1+2 35 mg —
80% MeOH 3
c 85% MeOH 1 >1me
H 85% MeOH 2 13 mg
I 85% MeOH 3 7mg
90% MeOH 1-3
J 95% MeOH 1-3 15 mg
100% MeOH 1-3
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A B C D E CC2-FG F G H | J

Abbildung 17: DC der Sammelfraktionen A bis J der SPE3
Oben: UV 366 nm, unten: Derivatisierung mit AAS
CC2-FG = Ausgangsfraktion
Mobile Phase: MeOH-H20 (80 + 20)

Stationdre Phase: RP-8 Fasas

4.2.3 Auftrennung der Fraktion | aus CC2

Fraktion | der CC2 zeigte eine relativ komplexe Zusammensetzung (Abb. 12, S. 24).
1270 mg wurden mittels Sdulenchromatographie auf Kieselgel in 96 Fraktionen
getrennt (CC3), die nach diinnschichtchromatographischer Analyse entsprechend
ihres Inhaltsstoffmusters zu 15 Sammelfraktionen A bis M vereinigt wurden
(Tab. 20, S. 31). Abbildung 18 (S. 31) zeigt eine DC der Sammelfraktionen im

Vergleich mit der Ausgangsfraktion.
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Tabelle 20: Sammelfraktionen der CC3

Ergebnisse

Sammelfraktion Fraktionen Menge Weitere Bearbeitung
A 1-29 2mg -
B 30-41 2mg -
C 42 - 44 3mg
D 45 36 mg
Vereinigung

E 46 52 mg

F 47 59 mg -
G 48 99 mg
H 49 138 mg
I 50 125 mg

Vereinigung, SPE4

J 51 140 mg

K 52-54 340 mg -
L 55, 56 16 mg
M 57-95 2mg -

E F
Abbildung 18: DC der Sammelfraktionen A bis M der CC3
Oben: UV 366 nm, unten: Derivatisierung mit AAS
CC2-I = Ausgangsfraktion
Mobile Phase: CHCI3-MeOH-H20 (100 + 10 + 2)

Stationare Phase: Kieselgel Fasa

H |

K L M CC2-l
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Die Sammelfraktionen D und E der CC3 lieferten sowohl auf der DC als auch in der

HPLC-Analyse sehr dhnliche Muster und wurden nochmals vereinigt (Fraktion DE).

Aus der HPLC-Analyse wurde ersichtlich, dass es sich bei Fraktion DE um ein
Gemisch aus mehreren Substanzen mit dhnlicher Polaritdt handelte (siehe Abb. 19),

sodass keine weiteren Trennschritte unternommen wurden.

mAU %
12504322nm,4nm (1.00) .
1000- I

1 ~75.0
750- i

500 500
250+ I

1 -25.0
o+— i

‘ [ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘ 0-0
0 10 20 30 40 50 min

Abbildung 19: HPLC der Fraktion DE der CC3
Gradient 1 (Bedingungen siehe S.12 f)

Die Sammelfraktionen | und J der CC3 lieferten sowohl auf der DC als auch in der
HPLC-Analyse sehr dhnliche Muster und wurden nochmals vereinigt (Fraktion 1J). Im

Umkehrphasensystem der HPLC wurden zwei Hauptpeaks detektiert (Abb. 20).

mAU %

322nm,4nm (1.00) .
750 -

75.0
500+ -

] / 50,0
250 -

-

Abbildung 20: HPLC der Fraktion 1J der CC3
Gradient 1 (Bedingungen siehe S.12 f)

—
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Um sie zu trennen wurden 120 mg der Fraktion |J einer Festphasenextraktion an
RP-18-Material unterworfen (SPE4, Bedingungen siehe S. 11) und Fraktionen mit
vergleichbarer Zusammensetzung zu sieben Sammelfraktionen A bis G vereinigt
(Tab. 21). Abbildung 21 (S. 34) zeigt eine DC der Sammelfraktionen im Vergleich mit

der Ausgangsfraktion.

Tabelle 21: Sammelfraktionen der SPE4

Sammelfraktion Fraktionen Menge Weitere Bearbeitung
40% MeOH 1-3
A 45% MeOH 1-3 2mg -

50% MeOH 1+2
50% MeOH 3

B 55% MeOH 1-3 28 mg Substanz VF7
C 60% MeOH 1+2 6 mg -
b 60% MeOH 3 7 mg

65% MeOH 1+2
E 65% MeOH 3 14 mg Substanz VF8
F 70% MeOH 1-3 45 mg

75% MeOH 1+2
75% MeOH 3
G 80% MeOH 1-3 7 mg -
85% MeOH 1-3
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A B C D E F CC3-J G H
Abbildung 21: DC der Sammelfraktionen A bis G der SPE4
Oben: UV 366 nm, unten: Derivatisierung mit AAS
CC3-1J = Ausgangsfraktion
Mobile Phase: MeOH-H20 (85 + 15)

Stationdre Phase: RP-8 Fasss

Die beiden zu isolierenden Banden konnten in den Sammelfraktionen B und E
weitgehend rein dargestellt werden (VF7; 28 mg und VF8; 14 mg). Die Reinheit der
Fraktionen wurde mittels HPLC bestatigt (Abb. 22 und Abb. 23, S. 35).
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Abbildung 22: HPLC der Fraktion B der SPE4 (Substanz VF7)
(Gradient 1, Bedingungen siehe S.12 f)
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Abbildung 23: HPLC der Fraktion E der SPE4 (Substanz VF8)
(Gradient 1, Bedingungen siehe S.12 f)
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Insgesamt konnten acht Substanzen in ausreichender Reinheit gewonnen werden.

Abbildung 24 zeigt die Auftrennungs- und Isolierungsschritte im Uberblick.

DCM-Extrakt

VLC auf KG
DCM
A6 A8
CC2 auf KG SPE1 auf RP-18
CHCI3-MeOH-H20 MeOH-H20
| | | | | | | | |
A-D E= FG H | J K-O A || B-F G= H-O
VEF3 VF1
SPE2 auf RP-18
SPE3 auf RP-18 MeOR-H20
au - CC3 auf KG CC1 auf Sephadex®
MeOH-H20 CHCI3-MeOH-H20 MeOHu40%p ’
VF4 VF5
VF6 VF2
A-C DE F-H 1J K-O

SPE4 auf RP-18
MeOH-Hz20

[ ]

VF7

VF8

Abbildung 24: Trennschema

Isolierte Verbindungen sind dick umrandet.
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In Abbildung 25 ist ein Diinnschichtchromatogramm der isolierten Verbindungen
zusammen mit den Ausgangsfraktionen A6 und A8, dem DCM-Extrakt und der
Positivkontrolle Chelidonin (Chel.) zu sehen. Die Reinsubstanzen wurden nach ihrer
Polaritdt geordnet aufgetragen. Die Konzentration der Auftragelésungen betrug
10 mg/ml fur die komplexeren Fraktionen (A6, A8 und DCM-Extrakt), 5 mg/ml fur
die isolierten Verbindungen (VF1 bis VF8) und 0,35 mg/ml fiir Chelidonin.

Aurapten

/\

Farnesiferol A

DCM VF1 VF5 VF7 VF3 A6 DCM VF1 VF5 _VF7 VF3 A6
VF2 VF4 VF8  VF6 Chel. = A8 VF2 VF4 VF8  VF6 Chel.

Abbildung 25: DC der isolierten Verbindungen VF1 bis VF8
Links: UV 366 nm, rechts: Bioautographie
Aurapten und Farnesiferol A sind markiert.

Mobile Phase: CHCI3-MeOH-H20 (95 + 1,5 + 0,1)
Stationdre Phase: Kieselgel 60 F2s4

A8
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4.3 Strukturaufkldrung

Alle isolierten Verbindungen wurden mittels HPLC unter massenspektrometrischer
Detektion im Positivionen-Modus untersucht. Ausgewadhlte Verbindungen wurden

zusatzlich mittels NMR vermessen.

4.3.1 Strukturaufklarung von Substanz VF1

Substanz VF1 konnte in einer Menge von 23 mg gewonnen werden. Auf der DC
zeigte die Substanz eine intensiv dunkelblaue Fluoreszenz bei UV 366 nm. Mit AAS-
Reagens bildete sich eine rosa-violette Farbung. Der hRF-Wert betrug 14,5 im

System CHCl3-MeOH-H,0 (95 + 1,5 + 0,1) auf Kieselgel 60 F2s4 (siehe Abb. 25, S. 37).

Das ESI-MS zeigte einen [M — H,0 + H]*-Peak bei m/z 383,2 und einen [M + K]*-Peak
bei m/z 439,2. Das Fragmentierungsmuster beinhaltete das charakteristische
Fragmention von Hydroxycoumarin bei m/z 163,3 (+MS2-Spektum). Der Verlust von
14 und 12 Dalton im +MS3-Spektrum zeigte die Fragmentierung einer Kohlen-
wasserstoff-Seitenkette. Ein Vergleich der ESI-MS-Daten mit aus Ferula-Arten
bekannten Verbindungen ergab als wahrscheinliche Struktur ein O-substituiertes

Sesquiterpencoumarin mit dem MG = 400 Da.

'H NMR-Spektrum: Die Protonen an C-3, C-4, C-5, C-6 und C-8 treten als Teil des
aromatischen Coumarin-Grundgeristes bei charakteristischen Verschiebungen zwi-
schen & = 6,23 ppm und 6 = 7,87 ppm als Doubletts auf. C-7 tragt kein Proton, was
auf die Substitution mit einer Seitenkette an dieser Position schlielen lasst. Die
Verschiebung der Protonen an C-1‘ bis C-15' mit 6 = 0,88 ppm bis § = 2,02 ppm
beweist das Vorliegen einer aliphatischen Seitenkette. Die Protonen an C-3‘ und
C-11° sind vergleichsweise starker entschirmt (6 = 3,35 ppm und & = 4,32 ppm),

woraus sich die Nachbarschaft zu einer Hydroxyl- bzw. Ethergruppe ableiten |&sst.

13C NMR-Spektrum: Analog zu den Wasserstoffen weisen die Kohlenstoffatome des
aromatischen Grundgeriists eine deutlich groRere chemische Verschiebung auf als
jene der aliphatischen Seitenkette. C-2 ist als Lacton-C besonders stark entschirmt
(6
(6

163,4 ppm). Ebenso C-4, welches in Konjugation zur Lactonfunktion vorliegt

145,8 ppm), und C-8a (6 = 157,2 ppm), das dem Lacton-Sauerstoff direkt

benachbart ist. Aus der Tieffeldverschiebung von C-7 (6 = 163,9 ppm) lasst sich die
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Substitution mit einem Sauerstoffatom ableiten, lber welches die Seitenkette
etherartig an das Coumarin-Grundgeriist gebunden ist. Das Signal von C-3 (6 = 77,1
ppm) ist im Vergleich zu den anderen Kohlenstoffen der Seitenkette deutlich
tieffeldverschoben, genauso das Signal von C-8 (6 = 74,2 ppm). Aus der
Entschirmung dieser beiden Positionen ldsst sich die Substitution mit je einer
Hydroxylgruppe ablesen. C-11‘ ist mit einer chemischen Verschiebung von § = 69,5

ppm der Etherbriicke zum Grundgerist direkt benachbart.

Durch Klarung der Stereochemie und Vergleich mit der Literatur konnte die
Verbindung als Deacetylkellerin (Abb. 26) identifiziert werden [28]. Die Substanz ist
bereits aus den Wurzeln von Ferula sinaica und Ferula kokanica bekannt [29, 30]

und konnte zum ersten Mal in Ferula gummosa nachgewiesen werden.

Abbildung 26: Struktur von Deacetylkellerin
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Tabelle 22: 'H NMR- und *C NMR-Daten von Substanz VF1 in MeOD

NMR-Messwerte VF1

Literaturdaten [28]

(MeOD) (CDCl3)
Position 'H (ppm) JH.H (Hz) 13C (ppm) 13C (ppm)

2 C - --- 163,4 160,0

3 CH 6,23 do,4a 113,2 112,8

4 CH 7,87 do,a 145,8 143,3

4a C - --- 113,9 112,3

5 CH 7,51 d8,5 130,3 128,6

6 CH 6,93 d8,5,d24 114,5 112,7

7 C - --- 163,9 161,8

8 CH 6,95 d2,4 102,4 101,3

8a C - --- 157,2 155,6
1‘ax/eq | CH; | 2,02/1,01 m 31,1 39,1
2‘ax/eq | CH; | 2,09/1,53 m 26,3 25,0
3 CH 3,35 t2,7 77,1 75,9

4 C - - 38,6 37,52
5 CH 1,72 m 43,4 42,1
6‘ax/eq | CHy | 1,72/1,43 m 19,4 17,9
7' CH» 1,72 m 39,5 29,6

8’ C 74,2 73,4

9" CH 1,59 d 3'2"1?63'1" 59,6 58,0
10° C 39,1 37,6°
11° CH, 4,32 d 10,6; d 3,5 69,5 67,8
12° CHs 4,06 d 10,6;d 3,1 31,5 31,3°b
13° CH3 1,27 S 29,2 28,4°
14/ CH3 0,97 S 22,7 25,0°
15° CHs 0,88 S 24,8 21,8°

ab Mit dem gleichen Hochbuchstaben versehene Werte sind gegeneinander
austauschbar.
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4.3.2 Strukturaufklarung von Substanz VF2

Substanz VF2 konnte in einer Menge von 5 mg gewonnen werden. Auf der DC zeigte
sich eine Bande mit intensiv hellblauer Fluoreszenz bei UV 366 nm, die sich mit
AAS-Reagens nicht anfarben lieR. Der hRF-Wert betrug ca. 10 im System CHCls-
MeOH-H,0 (95 + 1,5 + 0,1) auf Kieselgel 60 F2s4 (siehe Abb. 25, S. 37).

Das ESI-MS zeigte einen [M + H]*-Peak bei m/z 163,0 und einen [M + Na]*-Peak bei
m/z 184,9. Das MG betragt 162 Da. Ein Vergleich der ESI-MS-Daten mit der Literatur
lie® auf 7-Hydroxyaurapten (Umbelliferon) schlieRen, ein in vielen Apiaceen-Arten

verbreitetes Monoterpencoumarin [31].

VF2 wurde auf der DC mit Umbelliferon verglichen. RF-Wert, Fluoreszenzverhalten
und mangelnde Anfarbbarkeit durch AAS stimmten mit den Eigenschaften der
authentischen Substanz Gberein (Abb. 27) und die Verbindung wurde als Umbelli-

feron (Abb. 28) identifiziert.

VF2 Umbel. VF2  Umbel. VF2 Umbel.

Abbildung 27: DC-Vergleich von Substanz VF2 und Umbelliferon
Links: UV 254 nm, Mitte: UV 366 nm, rechts: Derivatisierung mit AAS
Mobile Phase: MeOH-H.0 (85 + 15)

Stationare Phase: RP-8 Fasas

Abbildung 28: Struktur von Umbelliferon
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4.3.3 Strukturaufklarung von Substanz VF3

Substanz VF3 konnte in einer Menge von 51 mg isoliert werden. Auf der DC zeigte
die Substanz eine intensiv dunkelblaue Fluoreszenz bei UV 366 nm. Mit AAS-
Reagens bildete sich eine braun-violette Farbung. Der hRF-Wert betrug 60 im

System CHCl3-MeOH-H,0 (95 + 1,5 + 0,1) auf Kieselgel 60 F2s4 (siehe Abb. 25, S. 37).

Das ESI-MS zeigte einen [M + H]*-Peak bei m/z 299,1 und einen [M + K]*-Peak bei
m/z 337,1. Das Fragmentierungsmuster beinhaltete den charakteristischen lonen-
peak fur Hydroxycoumarin bei m/z = 163,3 (+MS2-Spektum). Die Ergebnisse wurden

mit einer Datenbank verglichen.

Das MG von VF3 stimmte mit dem von Aurapten Ulberein, einem Monoterpen-
coumarin, das bereits bei einer vorherigen Aufarbeitung des Ausgangsmaterials [3]
isoliert worden war. Die Identifizierung von VF3 erfolgte mittels Rechromatographie
des DCM-Extraktes (siehe Abb. 30 und Abb. 31, S.43). Der Peak von VF3 wurde in
Ubereinstimmung mit den ESI-MS-Daten als Aurapten (Abb. 29) identifiziert.

0 0 0 y
2a ™ SN
| 7 1 7
2 S ia R 10

Abbildung 29: Struktur von Aurapten
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mAU bar
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Abbildung30: HPLC des DCM-Extraktes
Gradient 2 (Bedingungen siehe S.12 f)
Der Auraptenpeak (RT = ca. 34,5 min) ist markiert.

o
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Abbildung 31: HPLC von DCM-Extrakt + Substanz VF3
Gradient 2 (Bedingungen siehe S.12 f)
Der Auraptenpeak (RT = ca. 34,5 min) ist markiert.
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4.3.4 Strukturaufklarung von Substanz VF4

Substanz VF4 konnte in einer Menge von 82 mg isoliert werden. Auf der DC zeigte
sich eine intensiv dunkelblau fluoreszierende Bande bei UV 366 nm. Mit AAS-
Reagens entstand eine rosa-violette Farbung. Der hRF-Wert betrug 21 im System

CHCI3-MeOH-H,0 (95 + 1,5 + 0,1) auf Kieselgel 60 Fs4 (siehe Abb. 25, S. 37).

Das ESI-MS zeigte einen sehr schwachen [M + H]*-Peak bei m/z ca. 443 und einen
[M + K]*-Peak bei m/z 481,2. Der Peak bei m/z 383,2 war dem Fragmention
[M - CH3COOH + H]* zuzuordnen. Das Fragmentierungsmuster dhnelte dem von
Substanz VF1 und beinhaltete das fir Hydroxycoumarin charakteristische Fragment-
ion bei m/z 163,3 (+MS2-Spektum). Der Vergleich der ESI-MS-Ergebnisse mit aus
anderen Ferula-Arten bekannten Verbindungen wies auf ein acetyliertes, O-

substituiertes Sesquiterpencoumarin mit dem MG = 442 Da hin.

'H NMR-Spektrum: Die erhaltenen Werte stimmten weitgehend mit denen von
Substanz VF1 Uberein (siehe Punkt 4.3.1, S. 38). Bei & = 1,73 ppm wurde ein
zusatzliches, intensives Singulett detektiert. Intensitdat und fehlende Kopplung des
Signals lieRen auf eine isolierte Methylgruppe schlielen. Die relative Tieffeld-
verschiebung wies auf eine benachbarte elektronenziehende Gruppe hin. Daneben
erschien bei & = 4,59 ppm ein Triplett, wahrend die Intensitat des Tripletts bei
6 = 3,35 im Vergleich zu VF1 verringert war. Beide Signale lieen sich dem Proton
an C-3‘ zuordnen, wobei von einer hydrolysierbaren funktionellen Gruppe am

benachbarten Kohlenstoff auszugehen war.

13C NMR-Spektrum: Die erhaltenen Werte stimmten weitgehend mit denen von
Substanz VF1 (berein (siehe Punkt 4.3.1, S. 38 f). Bei 6 = 20,9 ppm und
6 = 172,3 ppm erscheinen zwei zusatzliche Signale. Sie lieBen sich als Methyl-
(C-17) bzw. Carboxyl-C (C-16‘) eines Acetylrestes interpretieren, der Gber C-3 OH

an die aliphatische Seitenkette gebunden ist.

O 43/2

Abbildung 32: Struktur von Kellerin
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In Ubereinstimmung mit den Literaturdaten konnte die Verbindung als Kellerin
(Abb. 32, S. 44) identifiziert werden. Die Verbindung war bereits in den Wurzeln von
Ferula kokanica und Ferula kelleri nachgewiesen worden [30, 32] und konnte hier

zum ersten Mal aus Ferula gummosa isoliert werden.

Tabelle 23: 'H NMR- und *C NMR-Daten von Substanz VF4 in MeOD

NMR-Messwerte VF4
(MeOD)
Position 'H (ppm) JH.H (Hz) 13C (ppm)
2 C --- - 163,3
CH 6,25 d9,5 113,4
4 CH 7,88 d9,5 145,7
4a C 114,1
5 CH 7,56 d38,5 130,6
6 CH 6,97 dg85/d24 114,2
7 C - - 163,6
8 CH 6,96 d24 102,0
8a C --- - 157,3
1 ax/eq CH> 1,81/1,10 m/d12,8;t3,2 31,1
2‘ ax/eq CH, 2,05/1,56 m/m 23,8
3¢ CH 4,59 t2,7 80,2
4 C 38,0
5 CH 2,07 m 44,8
6‘ ax/eq CH> 1,76/1,48 m 19,2
7' CH» 1,78 m 40,2
8’ C - - 74,1
9 CH 1,55 m 58,8
10° C --- - 39,0
11° CHa 4,29/4,23 d dlf('fé;d d23”52/ 70,0
12° CH3 1,30 s 31,5
13° CH3 0,91 s 28,8
14/ CH3 0,96 s 22,2
15° CH3 1,38 do0,6 24,7
16° Cc=0 --- - 172,3
17° CH3 1,73 S 20,9

45




Ergebnisse

4.3.5 Strukturaufklarung von Substanz VF5

Substanz VF5 konnte in einer Menge von 117 mg isoliert werden. Auf der DC zeigte
sich eine intensiv dunkelblau fluoreszierende Bande bei UV 366 nm, die sich mit
AAS-Reagens braun-violett farbte. Der hRF-Wert betrug 21 im System CHCl3-MeOH-
H,0 (95 + 1,5 + 0,1) auf Kieselgel 60 F,s4 (siehe Abb. 25, S. 37).

Das ESI-MS zeigte einen [M + H]*-Peak bei m/z 383,2 und einen [M + K]*-Peak bei
m/z 421,1. Das MG der Substanz betrug 382 Da. Im MS2-Spektrum war das fir
Hydroxycoumarin charakteristischen Fragmention bei m/z = 163,3 zu sehen. Aus
dem Verlust von 14 und 12 Dalton im +MS3-Spektrum konnte die Fragmentierung
einer Kohlenwasserstoff-Seitenkette abgeleitet werden. Die Ergebnisse wurden mit

einer Datenbank verglichen.

MG, hRf-Wert (siehe Abb. 25, S. 37) und Retentionszeit in der HPLC (Abb. 34 und
Abb. 35, S. 47) wurden mit der Literatur verglichen und stimmten mit den Werten
von Farnesiferol A (iberein, das im verwendeten Ausgangsmaterial bereits nachge-
wiesen worden war [3]. Die Substanz VF5 wurde folglich als Farnesiferol A (Abb. 33)

identifiziert.

S

Abbildung 33: Struktur von Farnesiferol A
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Abbildung 34: HPLC von Substanz VF5
Gradient 1 (Bedingungen siehe S.12 f)
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Abbildung 35: HPLC des DCM-Extraktes
Gradient 1 (Bedingungen siehe S.12 f)
Farnesiferol A (RT = ca. 33,5 min) und Aurapten (RT = ca. 41,5 min) sind markiert.
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4.3.6 Strukturaufklarung von Substanz VF6

Substanz VF6 konnte in einer Menge von 121 mg isoliert werden. Auf der DC zeigte
sich eine intensiv dunkelblau fluoreszierende Bande bei UV 366 nm. Mit AAS-
Reagens entstand eine grau-violette Farbung. Der hRF-Wert betrug 52 im System

CHCI3-MeOH-H,0 (95 + 1,5 + 0,1) auf Kieselgel 60 Fs4 (siehe Abb. 25, S. 37).

Das ESI-MS zeigte einen [M + K]*-Peak bei m/z 395,1. Der Peak bei m/z = 297,1
konnte dem Fragmention [M - CH3COOH + H]* zugeordnet werden. Das Fragmentie-
rungsmuster dhnelte dem von Substanz VF7 und beinhaltete das fir
Hydroxycoumarin charakteristische Fragmention bei m/z 163,2 (+MS%Spektum).
Der Vergleich der ESI-MS-Ergebnisse mit aus anderen Ferula-Arten bekannten
Verbindungen wies auf das acetylierte, O-substituierte Monoterpencoumarin

Acetoxyaurapten mit dem MG = 356 Da hin.

'H NMR-Spektrum: Die Signale der Protonen an C-1 bis C-8a stimmten mit jenen
von Substanz VF1 weitgehend Uberein (siehe Punkt 4.3.1, S. 38). In der Seitenkette
wurden Verschiebungen zwischen 6 = 1,67 ppm und 6 = 1,92 ppm flr die Protonen
an primaren Kohlenstoffatomen (C-8°, C-9°, C-107, C-12‘) gemessen. Die Protonen an
C-12‘ gaben im Gegensatz zu jenen an C-8°, C-9° und C-10’ Singuletts. Aufgrund des
Fehlens einer Kopplung mit anderen Protonen musste diese Methylgruppe rdumlich
isoliert vorliegen. Die Wasserstoffe an C-4‘ wiesen mit 6 = 2,24 ppm bzw.
6 = 2,41 ppm typische Werte einer Methylenbriicke auf. Die Tieffeldverschiebung
der Protonen an C-2‘ und C-6° (6 = 5,50 ppm bzw. 6 = 5,11 ppm) lief sich durch die
Beteiligung an je einer Doppelbindung erkldren, jene der Protonen an C-1‘ und C-5°

durch die Substitution mit Sauerstoffatomen.

13C NMR-Spektrum: Die Signalwerte des Coumaringrundgeristes (C-1 bis C-8a)
stimmten mit jenen von Substanz VF1 weitgehend Uberein (siehe Punkt 4.3.1,
S. 38 f). Die vier Signale zwischen 6 = 17,1 ppm und & = 25,7 ppm lagen im typischen
Bereich fiir primare Kohlenstoffe und waren den Methylgruppen der Seitenkette
zuzuordnen. Die Signale von C-1° und C-5° (6 = 66,6 ppm bzw. 6 = 70,8 ppm wurden
durch die Sauerstoffsubstitution tieffeldverschoben. Die Verschiebungen von C-2/,
C-3/, C-6“und C-7 (6 = 123,7 ppm bis & = 138,7 ppm) zeigten das Vorliegen von zwei

Doppelbindungen. Bei C-11‘ handelte es sich aufgrund der besonders starken
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Tieffeldverschiebung von 6 = 172,2 ppm um ein Carboxyl-C, welches mit der C-12*-

Methylgruppe einen Acetylrest ergab.

Insgesamt lie sich aus den Signalen eine C-5'-acetylierte Seitenkette mit allylischer
Struktur konstruieren, die (ber C-1‘ etherartig an das Coumaringrundgerist
gebunden ist. Die HH-Kopplungskonstanten aus Tabelle 24 (S. 50) wurden Uber
Spinsimulation mit DAISY ermittelt. Durch Vergleich der NMR-Daten mit der
Literatur konnte die Substanz als 5'-Acetoxyaurapten (Abb. 36) identifiziert werden
[33]. Die Stereochemie von C-5‘ konnte nicht gekldart werden. 5-Acetoxyaurpten
war bereits aus Zanthoxylum schinifolium bekannt [33]. Im Rahmen dieser Arbeit

konnte die Substanz erstmals innerhalb der Gattung Ferula nachgewiesen werden.

0 0 8] g
2a S SN
| 7 I 7
2%y 2 g o 10
11'—<11'

0

Abbildung 36: Struktur von 5‘-Acetoxyaurapten
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Tabelle 24: 'H NMR- und *C NMR-Daten von Substanz VF6 in MeOD

NMR-Messwerte VF6

Literaturdaten [33]

(MeOD) (CDCls)
Position 'H (ppm) JH.H (Hz) 13C (ppm) | H (ppm) JH.H (Hz)

2 C 163,3

3 CH 6,23 d9,4 113,3 6,25 d9,4

4 | CH 7,87 | d9,4;,d0,6 145,8 7,64 d9,4

4a C 114,0

5 CH 7,52 d8,6 130,4 7,37 d8,2

6 | CcH 690 | d86;d24 114,5 6,82 d2,4

7 C 163,7

8 | cH 6,85 d2,4;d0,6 102,5 6,80 d2,4

8a C 157,1

1 | CH, 4,66 dtloz";’;"s 06,'75 "1 663 4,59 d 6,4

2 | cH 5,50 t6,5;tL0; 123,7 5,50 t6,4
ql,3

3¢ C 138,7

4 | cHa 241 | @ d7'19,6?t103,'76‘ 46,0 2,43 | d7,7;d13,6

224 | @ d5'19,6?t103,'76‘ 2,23 | d6,0;d13,6

5 | CH 568 | O 5’3";17'9" 70,8 568 | O 6’3";07'7"

6 | CH 511 | 49V ALE T 506 5,12 d9,0;t 1,4
ql4d

7 C 138,4

8 | CHs 1,81 d1,3;t0,7 17,1 1,71 d1,4

9° | CHs 1,67 d1,4 25,7 1,80 d0,8

10° | CHs 1,70 d1,4 18,5 1,72 d1,4

11° | ¢ 172,2

12° | CHs 1,92 s 21,1 1,99 s
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4.3.7 Strukturaufklarung von Substanz VF7

Substanz VF7 konnte in einer Menge von 28 mg isoliert werden. Auf der DC zeigte
sich eine intensiv dunkelblau fluoreszierende Bande bei UV 366 nm. Mit AAS-
Reagens entstand eine violette Farbung. Der hRF-Wert betrug 27,5 im System
CHCI5-MeOH-H,0 (95 + 1,5 + 0,1) auf Kieselgel 60 F;s4 (siehe Abb. 25, S. 37).

Das ESI-MS zeigte einen [M - H20 + H]*-Peak bei m/z = 297,1 und einen [M + K]*-
Peak bei m/z = 353,1. Das Fragmentierungsmuster dhnelte dem von Substanz VF6
und beinhaltete das fiur Hydroxycoumarin charakteristische Fragmention bei m/z
163,2 (+MS?-Spektum). Der Peak bei m/z 135,4 im +MS?*Spektrum war dem
Fragmention der Seitenkette zuzuordnen. Der Vergleich der ESI-MS-Ergebnisse mit
aus anderen Ferula-Arten bekannten Verbindungen ergab Hinweise auf das
hydroxylierte, O-substituierte Monoterpencoumarin Hydroxyaurapten mit dem

MG =314 Da.

'H NMR-Spektrum: Die Werte der Protonen an C-1 bis C-8a stimmten mit jenen von
Substanz VF1 weitgehend (berein (siehe Punkt 4.3.1, S. 38). Die Signale der
Seitenkettenprotonen dhnelten denen von Substanz VF6 (siehe Punkt 4.3.6, S. 48).

Allerdings fehlte das Singulett bei 6 = 1,92 ppm.

13C NMR-Spektrum: Die Werte des Coumaringrundgeriistes (C-1 bis C-8a) stimmten
mit jenen von Substanz VF1 weitgehend lberein (siehe Punkt 4.3.1, S. 38 f). Die
Signale der Ubrigen Kohlenstoffe dhnelten jenen von Substanz VF6. Im Unterschied
zu VF6 fehlten allerdings die Signale des Acetylrestes (6 = 21,1 ppm bzw. 6 = 172,2
ppm, siehe Punkt 4.3.6, S. 48).

Die HH-Kopplungskonstanten aus Tabelle 25 (S. 52) wurden (ber Spinsimulation mit
DAISY ermittelt. Durch Vergleich der NMR-Daten mit der Literatur konnte die
Substanz als 5-Hydroxyaurapten (Synonym: Anisocoumarin H, Abb. 37) identifiziert
werden [34, 35]. Die Stereochemie von C-5‘ konnte nicht geklart werden. 5'-

Hydroxyaurapten wurde erstmals innerhalb der Gattung Ferula nachgewiesen.

0 g
0 D ga ™ N
| 7 1 7
2% 7o & OH 1o
Abbildung 37: Struktur von 5‘-Hydroxyaurapten
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Tabelle 25: 'H NMR- und *C NMR-Daten von Substanz VF7 in MeOD

NMR-Messwerte VF7

Literaturdaten [34]

(MeOD) (CDCls)
Position 'H (ppm) JH.H (Hz) 13C (ppm) | H (ppm) JH.H (Hz)
2 C 163,4
3 CH 6,23 d9,5 113,2 6,24 d9,5
4 | CH 7,87 d9,5d06 | 1458 7,62 d9,5
4a C 113,9
5 CH 7,51 d8,6 130,4 7,36 d 8,0
6 | CcH 6,91 d8,6;d2,4 | 1145 683 | d1,5d8,0
7 C 163,8
8 | CH 6,87 d2,4;d06 | 1025 6,79 d1,5
8a C 157,1
1 | CH, | 4,67/4,66 dt102,'72;"qd 06"75 | 66,5 4,60 d6,5
2 | cH 5,50 t65i L0 559 5,56 brt6,5
ql,3
3¢ C 139,6
4 | cHp | 2337216 | © :fé)’fjtl;';“ 48,7 | 2,30/2,22 | d8,0;d 14,0
5 | CH 4,49 d8,8;t6,8 67,7 4,51 d‘;;‘:’g" .
6 | CH 5,12 d88ald | 1590 5,17 br d 8,0
qld
7 C 135,3
8 | CHs 1,80 d1,3;t0,7 17,3 1,70 brs
9° | CHs 1,66 d1,4 25,9 1,69 br s
10° | CHs 1,65 d1,4 18,3 1,80 brs
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4.3.8 Strukturaufklarung von Substanz VF8

Substanz VF8 konnte in einer Menge von 14 mg isoliert werden. Auf der DC zeigte
sich eine intensiv dunkelblau fluoreszierende Bande bei UV 366 nm, die sich mit
AAS-Reagens violett farbte. Der hRF-Wert betrug 29 im System CHCl3-MeOH-H,0
(95 + 1,5+ 0,1) auf Kieselgel 60 F2s4 (siehe Abb. 25, S. 37).

Das ESI-MS zeigte einen [M + H]*-Peak bei m/z 383,2 und einen [M - H,0 + H]*-Peak
bei m/z 365,2. Im +MS?-Spektrum ist das fiir Hydroxycoumarin charakteristische
Fragmention bei m/z 163,2 zu sehen. Der Verlust von 14 und 12 Dalton war mit der
Fragmentierung einer Kohlenwasserstoff-Seitenkette erkldrbar (+MS3-Spektrum).
Der Vergleich der ESI-MS-Ergebnisse mit aus anderen Ferula-Arten bekannten

Verbindungen ergab Hinweise auf ein Sesquiterpencoumarin mit dem MG 382 Da.

'H NMR-Spektrum: Die Werte der Protonen an C-1 bis C-8a (6 > 6,2 ppm) stimmten
mit jenen von Substanz VF1 weitgehend (iberein (siehe Punkt 4.3.1, S. 38). Die
meisten Signale der Seitenkettenprotonen zeigten Hochfeldverschiebungen. Die
Signale zwischen & = 4,6 ppm und & = 5,4 ppm waren den Protonen an C-1/, C-2° und
C-12 zuzuordnen. In Kombination mit den Daten der 3C NMR erklarte sich die
Tieffeldverschiebung dieser Protonen durch die Substitution mit einem Sauerstoff-
atom (C-1‘) bzw. durch das Vorliegen von Doppelbindungen (C-2‘, C-12‘). Das Signal
bei 6 = 3,22 ppm war der Methylengruppe eines sekundaren Alkohols und somit
dem Proton an C-8‘ zuzuordnen. Die Verschiebungen zwischen 6 = 0,68 ppm und
6 = 2,29 ppm korrelierten mit den Protonen der aliphatischen bzw. alicyclischen C-

Atome der Seitenkette.

13C NMR-Spektrum: Die Werte des Coumaringrundgerustes (C-1 bis C-8a) stimmten
mit jenen von Substanz VF1 weitgehend lberein (siehe Punkt 4.3.1, S. 38 f). Die
Signale bei 6 = 66,4 ppm und & = 77,8 ppm lagen im Bereich primarer bzw.
sekundarer alkoholischer Gruppen. Uber die Korrelation im COSY erfolgte die
Zuordnung von C-1‘ bzw. C-8‘. C-2° (6 = 120,5 ppm) kam mit der typischen
Verschiebung eines tertidren Kohlenstoffs als Teil einer Doppelbindung von C-2°
nach C-3 zur Resonanz. Diese Annahme wurde durch das Signal bei 6 = 143,7 ppm
unterstitzt, welches einem quartdren Kohlenstoff in einer Doppelbindung

entspricht und damit C-3‘ zuzuordnen war. C-12‘ konnte mit einer Verschiebung von
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6 = 108,6 ppm und der Kopplung an zwei Protonen als exocyclische Methylen-
gruppe bestatigt werden. C-11‘ gab mit einer Verschiebung von & = 148,8 ppm das
Signal eines quartdren Kohlenstoffs in einer Doppelbindung. Die Signale zwischen
6 =15,8 ppm und 6 = 26,4 ppm stammten von den Methylgruppen C-13‘, C-14 und
C-15, die Signale bei & = 33,1 ppm und & = 34,4 ppm von den alicyclischen
Methylengruppen C-9 und C-10‘. Das Signal bei 6 = 51,7 ppm war sowohl aus der
Lage der 3C NMR-Signale als auch aus dem Kopplungsmuster der entsprechenden

Protonen (siehe 2D-NMR-Spektren im Anhang) dem tertidren C-6‘ zuzuordnen.

Insgesamt ergab sich aus den NMR-Daten eine Uber C-1‘ etherartig an das
Coumaringrundgerist gebundene Seitenkette mit einem hydroxylierten Cyclo-

hexanring, der eine exozyklische Methylengruppe tragt.

Durch Vergleich der NMR-Daten mit der Literatur konnte die Substanz als
Farnesiferol B (Abb. 38) identifiziert werden [36, 37]. Farnesiferol B war bereits in
Ferula gummosa und in mehreren anderen Ferula-Arten nachgewiesen worden [38—
43]. Im Rahmen dieser Arbeit gelang erstmals die zweifelsfreie Zuordnung der 3C

NMR-Daten (siehe Tab. 26, S. 55).

Abbildung 38: Struktur von Farnesiferol B
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Tabelle 26: 'H NMR- und *C NMR-Daten von Substanz VF8 in MeOD

Ergebnisse

NMR-Messwerte VF8

Literaturdaten [36, 37]

(MeOD) (CDCl3)
Position H (ppm) JH.H (Hz) e 13C (ppm)
(ppm)
2 C --- --- 163,4 161,3
3 CH 6,24 do4 113,2 112,4
4 CH 7,88 do4 145,8 143,5
4a C --- --- 113,9 113,0
5 CH 7,53 d 8,6 130,4 128,7
6 CH 6,92 d8,6;,d24 114,7 113,3
7 C --- --- 163,8 162,1
8 CH 6,89 d2,4 102,6 101,5
8a C - - 157,1 155,8
1 CH, | 4,70/4,66 | d12,0;d6,5 66,4 65,5
2" CH | 542 tesald 1 1184 X
t1,3
3 C --- --- 143,7 142,8
4' CH; | 2,19/1,97 m 39,3 38,4
5 CH; | 1,72/1,63 m 24,2 23,4
6’ CH 1,63 m 51,7 51,0
7 C 41,6 40,5
8’ CH 3,22 d10,1;d4,3 77,8 77,2
9‘ax/eq | CH; | 1,47/1,75 m 33,1 32,1
10" ax/eq | CH2 | 1,89/2,29 ;“ 4/’ ;'; (1134,17; 34,4 32,7
11° C - - 148,8 147,0
12° CH; | 4,87/4,58 m 108,6 108,5
13¢ CHs 0,99 3 26,4 25,9
14/ CHs 0,68 3 15,8 15,8
15° CHs 1,78 m 16,7 16,5
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4.3.9 Aus Galbanum isolierte Substanzen

Aus dem DCM-Extrakt von Ferula gummosa waren bei einem aktivitdtsgeleiteten
Screening auf AChE-Hemmwirkung bereits Aurapten und Farnesiferol A als aktive
Verbindungen isoliert worden [3]. Das Vorliegen dieser Substanzen konnte im
Rahmen dieser Arbeit bestatigt werden. Dariliber hinaus gelang die Isolierung von
fiunf weiteren Acetylcholinesterase-Inhibitoren und Umbelliferon sowie die
zweifelsfreie Zuordnung der 3C NMR-Daten von Farnesiferol B. In Tabelle 27 sind

wichtige Kenndaten zu den isolierten Verbindungen zusammengefasst.

Tabelle 27: Kenndaten der isolierten Verbindungen

Verbindung MG (Da) | Summenformel CANS;JTE?;?:Y-
VF1 Deacetylkellerin 400 C24H3, Os 54165-75-2
VF 2 Umbelliferon 162 Co He O3 93-35-6
VF 3 Aurapten 298 C19 H22 O3 495-02-3
VF 4 Kellerin 442 C26 H34 Os 54594-05-7
VF5 Farnesiferol A 382 C24 H3p O4 511-33-1
VF 6 | 5-Acetoxyaurapten 356 C21 H24 Os 168001-91-0
vy | > Hydroxyaurapten | 5, , Cio H22 Os 107390-19-2

(Anisocoumarin H)

VF 8 Farnesiferol B 382 C24 H3p O4 54990-68-0
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4.4 Aktivitatsbestimmung

Zur Ermittlung der AChEI-Aktivitdt wurde wie im Methodenteil unter Punkt 3.3.2
(S. 16 ff) beschrieben vorgegangen. Beim Bereiten der Probenldsungen waren die
meisten der zu vermessenden Verbindungen in wassrigem Puffer mit 10 % DMSO
allerdings nicht I6slich. Auch eine zweistlindige Behandlung im Ultraschallbad unter

mildem Erwdrmen auf etwa 50°C brachte kein zufriedenstellendes Ergebnis.

In einem zweiten Versuch wurden die Probenlésungen mit Methanol bereitet. Die
Endkonzentration im Well betrug 10 % Methanol. Methanol beeintrachtigt in dieser
Konzentration die Aktivitdt des Enzyms nicht und ware dem AChE-Inhibitor DMSO
diesbezliglich sogar vorzuziehen [44]. Alle Verbindungen waren in Methanol leicht
[6slich. Nach Zugabe der Probenldsung zum wassrigen Reaktionsgemisch im Well
fielen allerdings die meisten Verbindungen unter Triibung wieder aus. Die erhal-
tenen Messwerte waren nicht auswertbar und die Aktivitdt der Verbindungen

konnte nicht ermittelt werden.

57



Diskussion

5 Diskussion

Altersdemenz ist eine chronisch-progressive mentale Stérung, deren Prdvalenz sich
in den kommenden drei Jahrzehnten wegen des stetig steigenden Durchschnitts-
alters der Bevolkerung vervierfachen soll [24]. Trotz intensiver Untersuchungen und
verschiedener Ansétze ist eine Heilung zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht moglich.
In der symptomatischen Alzheimertherapie werden Acetylcholinesterase-
Hemmstoffe wie Galantamin, Rivastigmin und Donepezil erfolgreich eingesetzt. Die
Anwendung dieser Arzneistoffe geht allerdings mit unangenehmen Nebenwir-
kungen einher [14]. Dariber hinaus sind industriell erzeugte Medikamente einem
grolen Teil der Weltbevolkerung nicht zuganglich. Die Erforschung von
Medikamenten aus der traditionellen pflanzlichen Medizin kdnnte neue Therapie-

ansatze liefern.

Ferula gummosa Boiss. ist eine im Iran heimische Apiaceenart. Galbanum, das
Gummiharz von Ferula gummosa, wird in der Traditionellen Iranischen Medizin
gegen Erkrankungen des zentralen Nervensystems eingesetzt [6, 12]. Zusammen-
setzung und pharmakologische Wirkung von Galbanum waren bereits Gegenstand
zahlreicher Studien. Bisher lag das Hauptaugenmerk auf der Erforschung des
atherischen Ols. In einem Screening traditioneller iranischer Arzneipflanzen zeigte
das DCM-Extrakt von Ferula gummosa, welches auch die nicht flichtigen Harz-
bestandteile enthalt, Acetylcholinesterase-inhibitorische Aktivitat [3]. Diese Eigen-
schaft lasst die Anwendung von Galbanum zur Verlangsamung des Gedachtnis-
verlustes plausibel erscheinen. Welche Inhaltsstoffe flr die Wirkung verantwortlich
sind, sollte anhand bioaktivitdtsgeleiteter Fraktionierungen geklart werden. In
vorangegangenen Untersuchungen waren bereits zwei Acetylcholinesterase-
Hemmstoffe, Aurapten und Farnesiferol A, aus dem DCM-Extrakt von Ferula
gummosa isoliert worden [3]. Daneben war eine Reihe weiterer aktiver
Komponenten detektiert worden, deren Untersuchung Gegenstand dieser Arbeit
war. Das Vorliegen von Aurapten und Farnesiferol A konnte im Rahmen dieser
Arbeit bestatigt werden. Daruber hinaus gelang die Isolierung von funf weiteren
Acetylcholinesterase-Inhibitoren, namlich 5-Acetoxyaurapten, 5 -Hydroxyaurapten,

Kellerin, Deacetylkellerin und Farnesiferol B, sowie von Umbelliferon.

58



Diskussion

Kellerin und Deacetylkellerin waren bisher nur in den Wurzeln anderer Ferula-Arten
nachgewiesen worden [29, 30, 32] und wurden erstmals aus Galbanum isoliert.
5‘-Acetoxyaurapten und 5°-Hydroxyaurapten wurden noch nie als Inhaltsstoffe der
Gattung Ferula beschrieben und konnten ebenfalls zum ersten Mal aus Galbanum
isoliert werden. Aurapten, Farnesiferol A und Umbelliferon waren als Inhaltsstoffe
von Ferula gummosa bereits bekannt [3, 45]. Farnesiferol B war ebenfalls schon in
Ferula gummosa nachgewiesen worden [38] und im Rahmen der vorliegenden

Arbeit gelang erstmals die zweifelsfreie Zuordnung der 3C-NMR Daten.

2010 hat die Arbeitsgruppe um Karimi et al. Coumarinderivate aus verschiedenen
Ferula-Arten isoliert und hinsichtlich ihres AChEI-Potentials getestet. Aurapten,
Farnesiferol A und Umbelliferon zeigten sich im Microplate-Assay nur wenig
wirksam. Das Ausmal} der Hemmung betrug fiir die aktivste Verbindung Farnesiferol
A bei einer Konzentration von 100 uM (ca. 300 pg/ml) etwa 20 Prozent [45]. Zu den
Ubrigen funf Verbindungen liegen bezlglich der AChE-Hemmwirkung noch keine
Literaturdaten vor. Bei den isolierten Substanzen handelt es sich mit Ausnahme von
Umbelliferon um sehr apolare Verbindungen, die im Puffer des Microplate-Assays
nach Ellman nur unzureichend I6slich waren. Eine denkbare Modifikation ware die
Verwendung von methanolischen Probenlésungen, die 10 % DMSO enthalten.

Untersuchungen zur Aktivitat sind zurzeit im Gange.

Zur Bedeutung des Substituenten in Position C-7 finden sich in der Literatur
widersprichliche Angaben. Nach einer von Anand et al. (2012) erstellten Struktur-
Aktivitats-Beziehung fuhren grofRere Substituenten an C-6 und C-7 des Coumarin-
ringes wegen der sterischen Hinderung zu Affinitatsverlusten [46]. Fir die
vorliegenden Verbindungen ware demnach keine starke AChE-Inhibition zu
erwarten, sie wirden sich als Template fiir das gezielte Design hochpotenter AChEI
wenig eignen. Demgegeniiber hat eine Untersuchung von BriithImann et al. (2001)
gezeigt, dass einfache 7- benzyloxysubstituierte Coumarine sowohl AChE als auch
MAO-B in mikromolaren Konzentrationen hemmen. Die AChE-Hemmung nimmt
mit Verlangerung der Alkylkette zwischen Ethergruppe und Benzolring allerdings ab

[47].
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Coumarine binden vorwiegend (ber PAS (peripheric anionic site) an die
Acetylcholinesterase, blockieren also nicht direkt das katalytische Zentrum des
Enzyms. Daher stellt sich die Frage, ob die Affinitat der isolierten Verbindungen zu
dem Enzym mit dem colorimetrischen Assay nach Ellman {berhaupt ermittelt
werden kann. Durch Bindung an PAS kommt es zu einer allosterischen Umlagerung
im katalytischen Zentrum mit einer nichtkompetitiven Abnahme der hydrolytischen
Aktivitat. Mit dem colorimetrischen Assay nach Ellman lasst sich daher auch fur
PAS-Liganden eine quantitative Aussage Uber die Affinitat zu dem Enzym treffen.
Die erwiinschten Effekte der PAS-Blockade umfassen aber nicht nur die Reduktion
der hydrolytischen Aktivitdt, sondern auch die Verdrangung von AB aus der PAS-
Bindestelle und damit Verminderung der AB-Aggregation und —Ablagerung [46].
Uber den therapeutischen Nutzen von Coumarinderivaten in der Alzheimertherapie
lasst der Assay nach Ellman alleine also kein Urteil zu. Eine direkte Verdrangungs-

studie mit AB ware vermutlich aussagekraftiger.

Prenyloxyphenylpropanoide wie die isolierten Coumarine konnen die Toxizitat
exzitatorischer Aminosauren mindern, indem sie NMDA-Rezeptoren blockieren. Ein
entsprechender Effekt wurde 2008 von Epifano et al. fiir Aurapten nachgewiesen
[48]. Andere Inhaltsstoffe von Galbanum, vor allem aus dem atherischen Ol, wirken
antioxidativ und begegnen damit dem erhdhten oxidativen Stress im dementen

Gehirn [49].

Viele Coumarinderivate hemmen auBRerdem die Monoaminoxisase B.
7-Benzoyloxystubstituierte Coumarine hemmen das Enzym in mikromolaren Kon-
zentrationen [50]. Aus der strukturellen Ahnlichkeit alleine l4sst sich die MAO-
Hemmwirkung der isolierten Verbindungen nicht abschatzen. Wegen des poten-
tiellen neuroprotektiven Effekts der MAO-Inhibition ware es interessant, die

isolierten Verbindungen auf diese Aktivitdt zu untersuchen.

In Coumarinderivaten lassen sich AChE-Hemmung, MAO-Hemmung und PAS-
Blockade in einem Molekil vereinen. Sie besitzen damit nicht nur das Potential, die
kognitive Leistung zu verbessern, sondern kdnnten auch eine Verlangsamung des
Absterbens der Neuronen bewirken. Eine Aktivitatssteigerung lieBe sich

moglicherweise durch partialsynthetische Modifikation erzielen [46]. In der Droge
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Galbanum liegen zahlreiche potentiell wirksame Inhaltsstoffe in einem komplexen
Gemisch vor, die bei Alzheimer-Demenz auf vielfdltige Weise in das Krankheits-
geschehen eingreifen kdnnen. Die traditionelle Anwendung gegen dementielle
Symptome erscheint daher trotz der eher schwachen AChE-Inhibition plausibel. Zur
Evaluierung des tatsachlichen Nutzens ware eine kontrollierte in vivo Untersuchung

notwendig.
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6 Zusammenfassung

Altersdemenz ist eine chronisch-progressive mentale Stérung, deren Prdvalenz sich
wegen der steigenden Lebenserwartung der Bevdlkerung in den kommenden
Jahrzehnten vervielfachen wird. Bisher sind keine kurativen MaBnahmen bekannt.
In der symptomatischen Therapie werden vor allem Acetylcholinesterase-
Hemmstoffe eingesetzt, deren Anwendung allerdings mit Nebenwirkungen einher-
geht. Die Erforschung der traditionellen pflanzlichen Medizin kdnnte neue Ansatze

liefern.

Ferula gummosa Boiss. ist eine im Iran beheimatete Apiaceenart, deren Gummiharz
Galbanum in der Traditionellen Iranischen Medizin unter anderem zur Behandlung
von Geddchtnisstérungen angewendet wird. In einem Screening waren in Galbanum
mehrere Komponenten mit Acetylcholinesterase-hemmenden Eigenschaften
detektiert und die aktiven Verbindungen Aurapten und Farnesiferol A isoliert

worden.

Das Vorliegen von Aurapten und Farnesiferol A konnte im Rahmen dieser Arbeit
bestatigt werden. Dariber hinaus gelang mittels Sdulenchromatographie an
Kieselgel und SPE an RP-Phasen die Isolierung von filinf weiteren coumarinartigen
Acetylcholinesterase-Inhibitoren, namlich 5-Acetoxyaurapten, 5 -Hydroxyaurapten,
Kellerin, Deacetylkellerin und Farnesiferol B, sowie von Umbelliferon. Die
Strukturklarung erfolgte mittels MS wund NMR. 5°Acetoxyaurapten, 5°-
Hydroxyaurapten, Kellerin und Deacetylkellerin wurden zum ersten Mal aus
Galbanum isoliert. Aurapten, Umbelliferon sowie Farnesiferol A und B waren als
Inhaltsstoffe von Ferula gummosa bereits bekannt. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit gelang erstmals die zweifelsfreie Zuordnung der 3C-NMR Daten von

Farnesiferol B.

In Galbanum liegen somit zahlreiche Inhaltsstoffe mit AChE-hemmender Wirkung
vor, die bei Alzheimer-Demenz in das Krankheitsgeschehen eingreifen kénnten. Die

traditionelle Anwendung gegen dementielle Symptome erscheint daher plausibel.
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Summary

7 Summary

Dementia in elderly people is a progressive chronic mental disease. Due to the
increasing life span, the number of people affected is expected to multiply during
the next decades. No curative treatment is available yet, only attempts to improve
the symptoms. In current symptomatic treatment inhibitors of the enzyme
acetylcholine esterase, such as galantamine and rivastigmine, are used. These drugs
are also causing adverse effects, though. Traditional herbal medicine might provide

new therapeutic approaches.

Ferula gummosa Boiss. is an umbelliferous plant growing in Iran. Its oleogum-resin
is called galbanum. Among other indications, galbanum is used for treating mental
disorders in Traditional Iranian Medicine. A screening had identified several
components with acetylcholine esterase inhibitory activity, two of which had been

isolated and identified as auraptene and farnesiferol A.

Auraptene and farnesiferol A were confirmed within this study. Furthermore, five
other compounds with acetylcholine esterase inhibitory activity were isolated using
column chromatography on silica gel and solid phase extraction on RP-material.
Their structures were elucidated as 5’-acetoxyauraptene, 5°-hydroxyauraptene,
kellerine, deacetylkellerine and farnesiferol B via MS and NMR. Additionally,

umbelliferone was isolated.

5'-Acetoxyauraptene, 5°-hydroxyauraptene, kellerine and deacetylkellerine were
detected in galbanum for the first time. Auraptene and umbelliferone as well as
farnesiferol A and B were known to be compounds of Ferula gummosa. This trial
allowed the unambiguous assignment of 13C NMR data for farnesiferol B for the first

time.

Galbanum thus contains several active components which could alleviate mental
disorders. The traditional use of galbanum in the treatment of mental disorders is

therefore plausible.
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