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I. Einleitung

Die Chemodiversitatsforschung beschaftigt sich mit der Analyse der
Akkumulation, Verbreitung und biosynthetischen Herkunft pflanzlicher sekundérer
Metabolite, von denen (iber 200.000 bisher bekannt sind. Deren Akkumulation und
Verbreitung l&sst sich durch chromatographische Methoden analysieren, und die so
erhaltenen chemischen Profile bilden die Grundlage fur weitere vergleichende Analysen.
Unbekannte Stoffe missen isoliert und ihre Strukturen identifiziert werden. Neben
ubiquitarer Verbreitung kommt es haufig zu spezifischer Akkumulation biosynthetisch
definierter Stoffklassen und deren Derivaten in taxonomisch definierten Pflanzengruppen
(Arten, Gattungen, Familien). In diesem Falle erweisen sich die Sekundarmetabolite als
chemische Merkmale (Wink, 2008).

Im Rahmen des Forschungsschwerpunkts ,,Psychotria alliance® sollten kritische
Sippen auf ihre Inhaltsstoffe untersucht werden. Diese Gruppe zéhlt zur Familie der
Rubiaceae (Rotegewdchse, Kaffeegewéchse). Die Nutzung der Rotegewéchse ist
vielfaltig und reicht von der Farbstoffgewinnung bis hin zur traditionell medizinischen
Anwendung. Psychotria ist die artenreichste Gattung dieser Verwandtschaft und neben
ihrer phytochemischen Diversitat vor allem fir ihre ethnobotanische Bedeutung bekannt
(Berger, 2012). So wird die traditionelle Droge ,,Ayahuasca“ aus den Blattern von
Psychotria viridis Ruiz & Pav. und der Rinde von Banisteriopsis caapi (Spruce ex
Griseb.) C.V.Morton gewonnen und aufgrund der halluzinogenen Wirkung im Rahmen
ritueller Zeremonien verwendet (Rivier & Lindgren, 1972).

Die systematische Einordnung und Klassifizierung bestimmter Arten innerhalb
dieser Pflanzenfamilie ist aufgrund der Merkmalsarmut schwierig. Das urspriinglich auf
morphologischen Merkmalen basierende System wurde nach neueren phylogenetischen
und molekularen Untersuchungen mehrfach revidiert. Viele Arten der Untergattung
Heteropsychotria Steyerm. wurden daher ausgegliedert und nicht mehr der Gattung
Psychotria L., sondern beispielsweise der Gattung Palicourea zugeordnet (Borhidi,
2011, 2017; Razafimandimbison et al., 2014). Auch zwei der in dieser Arbeit
untersuchten Arten wurden urspringlich als Vertreter der Gattung Psychotria L. subgen.
Heteropsychotria Klassifiziert: Palicourea torresiana (Standl.) Borhidi mit dem
Basionym Psychotria torresiana Standl. und Palicourea goldmanii (Standl.) Borhidi,
urspriinglich  Psychotria goldmanii Standl.. Alle in dieser Arbeit untersuchten

Pflanzenarten gehtéren nun der Gattung Palicourea an, die zur Unterfamilie der

1



Rubioideae zdhlt. Uber die Metabolite der mittelamerikanischen Art Palicourea adusta
(Standl.) ist bislang wenig bekannt und die Literatur dazu ist teilweise widersprichlich.
Daher sollte diese Art hinsichtlich ihrer Blattinhaltsstoffe genauer untersucht werden.
Dariiber hinaus sollten die Stoffprofile von nahestehenden bzw. kritischen Arten der
Gattungen Palicourea und Psychotria auf Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten hin

analysiert und diskutiert werden.



1. Morphologie und Systematik der Gattungen Palicourea und
Psychotria

11.1. Ordnung Gentianales (Juss. ex Bercht. & J.Presl)

Neben den Apocynaceae, Gelsemiaceae, Gentianaceae und Loganiaceae, gehort die
Familie der Rubiaceae innerhalb der Klasse Magnoliopsida zur morphologisch
vielféltigen Ordnung Gentianales, deren Vertreter meist holzige Pflanzen der Tropen und
Subtropen sind (Angiosperm Phylogeny Group 1V, 2016; Backlund et al., 2000; Yang et
al., 2016) (Abb. 1). Zu den morphologischen Gemeinsamkeiten innerhalb dieser Ordnung
zahlen unter anderem die meist ganzrandigen, gegenstandigen Laubblétter und die
radiarsymmetrischen Bluten mit verwachsenen Kronblattern. Stipeln kdnnen vorhanden
sein (Backlund et al., 2000).

kKlasse: Magnoliopsida
L—Eudikytoledonen
L—Superasteriden
L—Asteriden
L Lamiiden (Euasteriden [)
L— Ordnung: Gentianales

Abb. 1: Einordnung der Gentianales innerhalb der Magnoliopsida.

I11.2. Familie Rubiaceae

Die Familie der Kaffeegewéchse oder Rotegewéchse (Rubiaceae Juss.) ist weltweit
verbreitet, mit den meisten Taxa in den Tropen und Subtropen. Sie ist mit tGber 600
Gattungen und mehr als 13.000 Arten die groRte Familie innerhalb der Gentianales
(Bremer & Eriksson, 2009). Die taxonomische Klassifizierung dieser monophyletischen
Gruppe (Robbrecht & Manen, 2006; Razafimandimbison, 2014) ist komplex und noch
nicht vollstandig verstanden. Fur eine genauere phylogenetische Zuordnung kénnen unter
Anderem sekundare Metabolite als chemotaxonomische Marker verwendet werden. So
liefert neben der Morphologie die Auswertung chemischer Profile wichtige

Informationen uber Klassifizierung, Phylogenie und Evolution innerhalb der Rubiaceae.



Dabei spielen viele verschiedene Substanzen wie Iridoide, Indolalkaloide,
Anthrachinone, Terpenoide, Flavonoide und andere Phenolderivate eine wichtige Rolle.

Morphologische Gemeinsamkeiten von Vertretern der Rubiaceae sind unter
anderem die gegensténdigen oder kreuzgegenstandigen, meist ganzrandigen Laubblatter,
Interpetiolarstipeln (miteinander verwachsene Nebenblatter), zweigeschlechtliche,
radiarsymmetrische, 4 — 5-zahlige Bliten und ein meist unterstandiger, zweikarpelliger
Fruchtknoten (Delprete, 2004). Die Wuchsformen innerhalb der Rubiaceae variieren je
nach Klimazone von krautigen Pflanzen, Gber Straucher, kleine Badume, bis hin zu hohen
Baumen oder Lianen. Einige Vertreter der Rubiaceae spielen in wirtschaftlicher Hinsicht
eine wichtige Rolle. Der bekannteste Vertreter ist Coffea arabica L., der zur
Kaffeeproduktion angebaut wird. Vor allem in Rubiaceae vorkommende Alkaloide und
andere sekundéare Metaboliten sind oft von pharmakologischem Interesse, dienen als
Naturmedizin, Halluzinogene oder Gifte. Ein bekannter heimischer Vertreter der
Rubiaceae ist der cumarinhaltige Waldmeister (Galium odoratum). Sein typisches Aroma
entsteht bei der Trocknung durch enzymatische Abspaltung des in der Pflanze an Zucker
gebundenen Cumarins. Die Stoffklasse der Cumarine wird im Kapitel I1l. Sekundare
Metabolite ndher behandelt.

11.3. Unterfamilie Rubioideae

Die Unterfamilie Rubioideae ist die evolutiondr &lteste Unterfamilie innerhalb der
Rubiaceae (Martins et al., 2015). Neben dieser zahlen die Unterfamilien Cinchonoidea,
die kleinste Unterfamilie, und die Ixoroideae zu den Rubiaceae, nachdem sich die
Antirheoideae in  molekularbiologischen  Untersuchungen als  polyphyletisch
herausstellten und daher ausgegliedert wurden (Robbrecht & Manen, 2006).

Die morphologischen Merkmale der Rubioideae sind ein krautiger oder
strauchiger Habitus (seltener Baume), die Einlagerung von Calciumoxalatkristallen in
Raphiden (Kristallidioblasten) in den Bléattern, ganzrandige, zweigeteilte Stipeln und
radiarsymmetrische Bliten. Robbrecht & Manen (2006) erwéhnen weiters zumeist
valvate Knospendeckung, heterostyle Bluten, hohe Ploidiegrade (Kiehn, 1995, 2010) und
Aluminium-Akkumulation (Jansen et al., 2000a, 2002b).



11.4. ,,Psychotria Alliance*

Die Unterfamilie der Rubioideae wird in zwei Gruppen unterteilt: Die Supertriben
Rubiidinae, die hauptsachlich krautig sind, und die vorwiegend holzigen Psychotriidinae.
Die Psychotriidinae werden wiederum auch als ,,Psychotrieae alliance* bezeichnet und
sind eine monophyletische Gruppe, die aus acht Triben besteht: Cratispermeae,
Gaertnereae, Mitchelleae, Morindeae, Palicoureeae, Prismatomerideae, Psychotrieae und
Schradereae (Razafimandimbison et al., 2008; Robbrecht & Manen, 2006; Bremer &
Eriksson, 2009). Die Triben Palicoureeae und Psychotrieae, die zusammen als
,Psychotria Alliance* bezeichnet werden, machen ca. 24% der Rubiaceae aus und sind
ein wichtiger Teil tropischer Okosysteme. lhre Taxonomie ist komplex und die
morphologische Abgrenzung teilweise schwer. In vergleichend-phytochemischen
Analysen als Grundlage der Chemotaxonomie dienen Alkaloide und andere sekundére
Metabolite als taxonomische Marker. Dadurch und auf Basis von DNA-Analysen wurden
einige Arten taxonomisch neu eingeordnet (Borhidi, 2017; Razafimandimbison et al.,
2014).

11.5. Gattungen Palicourea und Psychotria

Die Gattungen Palicourea und Psychotria gehtren zur Unterfamilie der Rubioideae
innerhalb der Familie der Rubiaceae. Sie sind sich in vielen morphologischen Merkmalen
ahnlich, weshalb die systematische Zuordnung mancher Arten komplex ist. So werden
beispielsweise  viele Arten der Untergattung Heteropsychotria aus der Gattung
Psychotria jetzt der Gattung Palicourea zugeordnet. So auch zwei der in dieser Arbeit
untersuchten Pflanzen (P. torresiana und P. goldmanii). Die Pflanzen beider Gattungen
sind verholzend und wachsen als Badume oder Straucher. Infloreszenzen sind solitér,
terminal bzw. pseudoaxillar (Abb. 2). Die Frichte sind fleischige Beeren mit zwei
Pyrenen (,,Steinen*) und werden durch Vogel verbreitet. Domatien sind bei manchen
Arten vorhanden. Folgende Tabelle soll einen vereinfachten Uberblick uber die
Unterschiede der beiden Gattungen bieten, wobei Ausnahmen hier nicht berlcksichtigt
werden (Tabelle 1).



Abb. 2: Infloreszenz von Palicourea adusta (Foto: A. Berger, 2015; Costa Rica, Barva)



Tabelle 1: Unterschiede zwischen den Gattungen Palicourea und Psychotria (Rubiaceae) im Uberblick.

Palicourea spp. Psychotria spp.
Tribus: Palicoureeae Tribus: Psychotrieae
Systematik Gattung: Palicourea Gattung: Psychotria
ca. 800 Arten ca. 1600 Arten
Verbreitung neotropisch pantropisch
meist lebhaft gefarbt, lange meist klein, weil (oder gelb), kurze
Bliten Kronrohre, an der Basis oft sackartig Kronrohre
erweitert
Infloreszenz- und . eher kurz, manchmal sitzend oder
) oft lang gestielt .
Blutenstiele kopfig
Bestaubung Insekten oder Kolibris Insekten
Fruchtfarbe blau bis schwarz Meist rot, selten weil}

mit vorgeformten Keimdffnungen
Pyrenen (,,preformed germination slits*, PGS)  umgekehrte Pyreneigenschaften

ohne rotes Samenschalenpigment

Stipeln bleiben fallen ab

Phytochemie Alkaloide Gerbstoffe

Mit etwa 1.600 Arten ist die Gattung Psychotria eine der artenreichsten Gattungen der
Angiospermen. Viele Arten dieser Gattung finden Verwendung in der traditionellen
Medizin, zum Beispiel bei gastrointestinalen oder bronchialen Erkrankungen. Einige
Arten sind auch von spiritueller und kultureller Bedeutung, so beispielsweise das
traditionell im Amazonasbecken und angrenzenden Teilen Sudamerikas als

halluzinogene Droge verwendeten Ayahuasca. Hergestellt wird es aus den Blattern von



Psychotria viridis, die N,N-Dimethyltryptamin (DMT) enthalten, und der Rinde von
Banisteripsis caapi. Diese enthélt die p-Carbolin-Indolalkaloide Harmin, Harmalin und
Tetrahydroharmin, die den enzymatischen oxidativen Abbau des halluzinogenen
Wirkstoffes DMT inhibieren (Rivier & Lindgren, 1972). Von pharmakologischem
Interesse sind einige Arten vor allem bei neurodegenerativen Erkrankungen. Es wurden
bereits viele aktive Inhaltsstoffe isoliert, vor allem Alkaloide, Indole, Flavonoide,
Cumarine, Terpenoide, Tannine u.v.m. Sie wirken teilweise cytotoxisch, analgetisch,
antiviral, antifungal, oder modulieren die Aktivitat des zentralen Nervensystems (Calixto
etal., 2016).



I11. Sekundare Metabolite

Derzeit sind ca. 200.000 unterschiedliche Derivate des sogenannten
Sekundarstoffwechsels in Pflanzen bekannt. Die groRe strukturelle Diversitat ist jedoch
nur auf wenige Grundbausteine, die aus dem Primarstoffwechsel stammen,
zurlckzufuhren. Im Gegensatz zu den Produkten des Primarstoffwechsels sind
Sekundarmetabolite entbehrlich fir Wachstum und Entwicklung, jedoch unentbehrlich
fiir den Fortbestand im Okosystem (z.B. fiir Bestaubung, Verbreitung, Abwehr von
Herbivoren etc.). Sekundéare Metabolite sind daher wesentlich im 6kologischen Gefuige
und spielen eine groRe Rolle in biotischen und abiotischen Interaktionen. Die wenigen
Grundbausteine der Biosynthese sind Aminosduren, Isopren (Cs) sowie Acetat (C»). Die
Biosynthese der Grundstrukturen der Sekundarmetaboliten erfolgt zumeist gerichtet, etwa
in Form von Multi-Enzymkomplexen. Haufig werden Biosynthesewege kombiniert (z.B.
Flavonoide). Die Seitenketten verdndernden Enzyme, die Substituenten wie etwa
Hydroxy- oder Methoxygruppen bzw. diverse Zucker anlagern, tragen zur strukturellen
Vielfalt bei. Ebenso kénnen Stressreaktionen der Pflanze zur Akkumulation spezifischer
Sekundarmetaboliten fuhren (Hegnauer, 1994). Abb. 3 gibt (ber die biosynthetischen
Zusammenhange zwischen Primar- und Sekundéarstoffwechsel Auskunft.

In den untersuchten Arten konnten Derivate aus allen drei Grundbausteinen
detektiert werden. Diese umfassen Megastigmane (Derivate des Terpenstoffwechsels),
Cumarine und Neolignane (Polyphenole mit der Aminosdure Phenylalanin als
Ausgangspunkt) sowie die fiir die ganze Artengruppe charakteristischen Tryptamin-

Iridoid-Alkaloide. In diesem Kapitel werden die jeweiligen Stoffgruppen beschrieben.
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Abb. 3: Biosynthesezusammenhénge zwischen Primar- und Sekundéarstoffwechsel (veréndert
nach Greger).

I11.1. Terpenoide

Der Grundbaustein der Terpenoide ist das aus 5 Kohlenstoffatomen aufgebaute Isopren
(Abb. 4). Durch Kondensation dieser Einheiten entstehen beispielsweise Monoterpene -
sie bestehen aus 10 Kohlenstoffatomen, entsprechend zwei Isopreneinheiten,
Sesquiterpene, die groRte Untergruppe, mit 15 Kohlenstoffatomen aus drei. Wahrend der
Biosynthese kénnen Kohlenstoffatome entfernt oder umgeordnet werden, somit ist ihre
Anzahl nicht immer zwingend ein Vielfaches von finf. Terpenoide sind eine sehr
vielfaltige und mit Gber 35.000 bekannten Substanzen die groRte Naturstoffklasse
(Hunter, 2007). Vor allem in hoheren Pflanzen kommen sie grofitenteils als
Sekundé&rmetaboliten vor, zum Beispiel in Blltenduften, und kénnen dank ihrer Spezifitat
als chemotaxonomische Marker verwendet werden (Rodriguez-Concepcion & Boronat,
2015).
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A

Abb. 4: Isopren als Grundstruktur der Terpenoide.

Ihre Biosynthese kann Uber zwei verschiedene Stoffwechselwege erfolgen.
Sesqui- und Triterpene entstammen dem Mevalonat-Weg (MEV-Weg), Monoterpene
(z.B. Iridoide, viele Duftstoffe), Di- und Tetraterpene in der Regel dem erst spater
entdeckten Methylerythritolphosphatweg (MEP-Weg). In beiden Féllen wird als
»Baustein“ der Terpenoide Isopentyldiphosphat (IPP, ,aktives Isopren®)
beziehungsweise durch das Enzym IPP-Isomerase sein Isomer Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP) gebildet (Hunter, 2007).

111.1.1. Megastigmane

Megastigmane dhneln mit ihren 13 Kohlenstoffatomen strukturell den Sesquiterpenoiden,
sind aber Abbauprodukte wvon Tetraterpenen und stammen aus dem
Carotinoidstoffwechsel. Carotinoide werden in den Plastiden iber den MEP-Weg (nach
dem Enzym 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase auch DOXP-Weg genannt)
gebildet. Bedingt durch ihre konjugierten Doppelbindungen sind Carotinoide instabil und
kdnnen leicht enzymatisch oder nicht-enzymatisch gespalten werden (Mendes-Pinto,
2009). Durch oxidative Spaltung der konjugierten Doppelbindungen kénnen sogenannte
Norisoprenoide mit 9, 10, 11 oder 13 Kohlenstoffatomen entstehen (Abb. 5). Ciz-
Norisoprenoide, die durch die regioselektive 9,10,(9¢,10%)-
Carotinoidspaltungsdioxygenase (CCD) entstehen, kommen in der Natur am haufigsten
vor, zu ihnen zahlen auch die Megastigmane (Abb. 6). Diese Stoffe spielen unter anderem

eine wichtige Rolle als Aromastoffe in Wein (Mendes-Pinto, 2009).
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Abb. 5: Bildung von Cg-, Cio-, C11- und Ci3 — Norisoprenoiden aus B-Carotin (nach Mendes-
Pinto, 2009).

Megastigman-Grundgeriist lonone Damascone Megastipmane
Cn B-Jonon B-Damascan (E.ErMegastigma-4 6,3-trien

Abb. 6: Strukturen von Norisoprenoiden als Carotinoidabbauprodukte mit Megastigman-
Grundgerist (nach Mendes-Pinto, 2009).

Die Bildung von Norisoprenoiden in Pflanzen verlauft in drei Schritten: Die
enzymatische Spaltung durch die Dioxygenase CCD, die enzymatische Transformation
der primaren Spaltprodukte zu Intermediaten und die saurekatalysierte Konversion dieser
Intermediate zu weiteren Derivaten. Megastigmane sind im Pflanzenreich weit verbreitet
und viele wurden bereits aus verschiedenen Pflanzen isoliert, z.B. aus Blattern von
Juglans regia L. (Walnuss) (Schwindl et al., 2017) oder aus Vitis vinifera L. (Weinrebe)
(Skouroumounis et al., 1994).

Blumenol A

Blumenol A (Abb. 7), auch Vomifoliol genannt, ist ein sehr weit verbreiteter sekundérer
Metabolit und kommt in zahlreichen Familien vor. In der Gattung Psychotria wurde es
erstmals 2012 aus der philippinischen Psychotria gitingensis Elmer isoliert (Tan et al.,
2012). Auch in anderen Vertretern der Rubiaceae wurde es nachgewiesen, zum Beispiel
in Hedyotis corymbosa (L.) Lam., Ochreinauclea maingayi (Hook.f.) Ridsdale,

Palicourea alpina DC. und Morinda citrifolia L. (Tan et al., 2013).
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Abb. 7: Struktur des Megastigmans Blumenol A mit dem IUPAC-Namen (4S)-4-
hydroxy-4-[(E,3R)-3-hydroxybut-1-enyl]-3,5,5-trimethylcyclohex-2-en-1-on.

Die Biosynthese von Blumenol A hat sich innerhalb der Familie der Rubiaceae
wahrscheinlich mehrmals entwickelt (Tan et al., 2013). Das VVorkommen von Blumenol
A oder seiner strukturellen Analoga kann ein Hinweis auf die Verwandtschaft innerhalb
der Gattung sein (Tan et al., 2012), allerdings ist dieses Megastigman generell
weitverbreitet. Auch beispielsweise in Paprikapulver (Capsicum annuum L.),
japanischem Reis (Oryza sativa L. cv. ,,Awaakamai‘) oder Seidenraupenfikalien, die in
der traditionellen chinesischen Medizin als ,,CanSha“ verwendet werden, wurde
Blumenol A nachgewiesen (Cui et al., 2007; Kato-Noguchi et al., 2011; Krammer et al.,
2002). Als pflanzenwachstumhemmendes Toxin (Kato-Noguchi et al., 2011) wirkt es
unter anderem phytotoxisch (Llanos et al., 2010), cytotoxisch gegen menschliche
Krebszellen (Ren et al., 2009), antibakteriell gegen das Bakterium Klebsiella oxytoca,
aber nicht gegen Bacillus cereus, Staphylococcus aureus und Escherichia coli (Tan et al.,
2012).

I11.2. Tryptamin-Iridoid-Alkaloide

Mit urspringlich zehn Kohlenstoffatomen, entsprechend zwei Isopreneinheiten, gehdren
Iridoide zu den Monoterpenen. Sie haben in der Regel eine bizyklische Grundstruktur mit
einem Cyclopentanopyran-Grundgerist, sind meistens oxygeniert und glykosidisch
gebunden (tblicherweise mit 3-D-Glucose) (Dinda et al., 2011). Iridoidal, das strukturelle
Grundgerust (Abb. 8), wurde aus dem Wehrsekret der Ameise Iridomyrmex purpureus

isoliert, woraus sich der Name fir die Stoffklasse ableitet (Cavill et al., 1956).
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Abb. 8: Strukturelles Grundgerist der Iridoide. Beziffertes Iridoidskelett und Iridoidal als
Grundgerist (Hansel & Sticher, 2010).

Iridoide entstehen iber den MEP-Weg durch Kondensation von IPP mit DMAPP
zu Geranyldiphosphat (GPP), tiber das daraus gebildete Geraniol, das tiber mehrere

Schritte zu Iridoidal oxidiert wird (Contin et al., 1998) (Abb. 9).
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Abb. 9: Biosynthese von Iridoiden. Uber den MEP-Weg entsteht schrittweise Secologanin,
einer der Ausgangsstoffe der Monoterpen-Indol-Alkaloide (O’Connor & Maresh, 2006).
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Bisher sind knapp 3000 verschiedene Iridoide aus verschiedenen Pflanzenfamilien
bekannt (De Luca et al., 2014). Sie dienen den Pflanzen meist als Schutz vor Herbivoren
und Pathogenen. Fressfeinde werden in erster Linie durch ihren bitteren Geschmack
abgeschreckt. Ein toxischer Effekt tritt auf, wenn durch mechanische Verletzung der
Pflanze das inaktive Iridoidglykosid aus den VVakuolen freigesetzt wird und dadurch das
Enzym R-Glucosidase die Glucose abspalten kann, wodurch das bioaktive Aglykon
entsteht. Spezialisierte Insekten sind jedoch in der Lage, Iridoide zu verdauen und oder
zum eigenen Schutz vor Fressfeinden zu akkumulieren (Dobler et al., 2011; Pungitore et
al., 2004). Von Secoiridoiden spricht man, wenn der Pentanring des Grundkorpers durch
oxidative Spaltung gedffnet ist (Abb. 10).

I
talbe!
L \{]}/H “| -‘HE

Abb. 10: Grundgerust von Iridoiden (links) und Secoiridoiden (rechts).

Eines der wichtigsten Secoiridoide ist Secologanin, welches eine zentrale Rolle in
der Monoterpen-Indol-Alkaloid-Biosynthese spielt (O'Connor & Maresh, 2006; El-Sayed
& Verpoorte, 2007). In den meisten Arten der Psychotria-Verwandtschaft liegen Iridoide
gebunden vor — entweder als Tryptamin-Iridoid-Alkaloide oder Dopamin-Iridoid-
Alkaloide. Der Tryptamin-Teil der Tryptamin-Iridoid-Alkaloide wird durch das Enzym
Tryptophandecarboxylase (TDC) aus der essentiellen Aminosaure Tryptophan gebildet.
Durch Kondensation von Tryptamin mit Secologanin, katalysiert vom Enzym
Strictosidinsynthase (STS), entsteht Strictosidin, von dem sich die Tryptamin-Iridoid-
Alkaloide ableiten (O’Connor & Maresh, 2006) (Abb. 11).
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Abb. 11: Bildung von Tryptamin-Iridoid-Alkaloiden. Durch Kondensation entsteht aus
Tryptamin und Secologanin Strictosidin (nach Berger, 2012).

111.3. Polyphenole

Der Shikimat- oder Shikimisdureweg ist Teil des Primé&rstoffwechsels, liefert aber auch
Vorstufen fiir den sekundaren Pflanzenstoffwechsel. Uber diesen Biosyntheseweg
entstehen die proteinogenen aromatischen Aminosauren Tryptophan (aus Chorismat),
Phenylalanin und Tyrosin (aus dem aus Chorismat durch Claisen-Umlagerung gebildete
Prephenat), sowie weitere wichtige Aromaten. Da Tiere nicht Uber diesen
Biosyntheseweg verfligen, sind die drei genannten Aminoséuren fiir sie essentiell.
Phenolische Substanzen kdnnen prinzipiell auch tber andere Wege gebildet werden, was
an ihren Strukturen erkennbar ist. Phenolische Terpenoide sind beispielsweise an ihrer
Isoprenstruktur  erkennbar, phenolische Polyketide an den meta-standigen
Hydroxylgruppen (Kreis, 2007). Nicht unmittelbar an ihrer Struktur l&sst sich die
Herkunft von aromatischen und phenolischen Zimtséuren, Phenolcarbonsauren oder
einfachen Phenolen erkennen. Sie stammen aus dem Shikimisarestoffwechsel (Abb. 12).
Phenylpropanoide, zu denen auch die Zimtsdure gehdrt, haben ein Ce-C3z-Bauelement als
Grundgerust. Der oxidative Abbau der Seitenketten von Zimtsdure fihrt zu

Phenolcarbonsauren und einfachen Phenolen.
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Abb. 12: Phenylpropanoid-Biosyntheseweg. Die Metabolite des Shikimisdureweges sind grau
unterlegt. Aus der Shikimisaure wird Phenylalanin gebildet und daraus durch oxidative
Desaminierung mithilfe des Enzyms Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL) Zimtséure.
Abgeleitet vom zentralen Metaboliten p-Coumaroyl-CoA werden weitere Phenylpropanoide
gebildet, sowie Cumarine, Flavonoide, Isoflavonoide, Stilbene, Cutin,
Proanthocyanidine, Lignane und Lignin und viele mehr (Vogt, 2010).

Suberin,
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111.3.1. Cumarine

Cumarine sind Phenylpropanlactone (zyklische Ester) und stammen aus dem
Phenylpropanoidstoffwechsel. Sie sind ubiquitdr in hoheren Pflanzen zu finden
(Harborne, 1999), wo sie meistens als Glykoside vorliegen. Durch ortho-Hydroxylierung
von Zimtsaure, tran/cis-Isomerisierung der Seitenkette und Lactonisierung entsteht das

Grundgerust von Cumarinen (Abb. 13).

AN

O 0O

Abb. 13: Grundgerist der Cumarine

Der Name stammt von der spanischen Bezeichnung fur den Tonkabohnenbaum,
Cumaru, der hohe Konzentrationen des Duftstoffes Cumarin enthélt und aus dessen
Bohnen die Substanz erstmals isoliert wurde. Zu Pflanzen mit hohem Cumaringehalt
zahlen auflerdem Waldmeister (Galium odoratum) und die Rinde der Zimtkassie
Cinnamomum cassia (L.) J.Presl.. Ceylon-Zimt, Cinnamomum verum J.Presl, enthélt
hingegen nur Spuren von Cumarin.

Cumarine konnen strukturell unterteilt werden in einfache Cumarine (1,2-
Benzopyrone; methoxylierte und hydroxylierte Cumarine, z.B. Scopoletin) und die
deutlich aktiveren, phototoxischen und als Kontaktallergene wirkenden Furanocumarine
(7-oxygenierte Cumarine) und Pyranocumarine (Benzodipyran-2-one). Sie dienen
Pflanzen als Schutz vor Phytopathogenen, konstitutiv oder induziert, als Reaktion auf
abiotischen Stress, regulieren oxidativen Stress und spielen wahrscheinlich eine Rolle im
Phytohormonsystem (Bourgaud et al., 2006). Viele Cumarine sind von therapeutischem
Interesse und finden bereits Verwendung in der Medizin, zum Beispiel als
Blutgerinnungshemmer (z.B. Marcumar), gegen Symptome bei Multipler Sklerose
(Wulff et al., 1998) oder als Chemotherapeutika (Kawase et al., 2005).

Scopoletin  (7-Hydroxy-6-methoxy-2H-chromen-2-on) beispielsweise ist ein
einfaches phenolisches Cumarin und ein Phytoalexin. Seine Biosynthese wird induziert
durch mikrobiellen Angriff oder abiotischen Stress, zum Beispiel mechanische
Verletzungen oder Trockenstress (Tanaka et al., 1983). Die Bildung von Scopoletin in der

Pflanze ist Gber mehrere Biosynthesewege moglich, aber noch nicht vollstandig geklart.
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Abgeleitet von Cumarin wird es Uber den Shikimisdureweg gebildet (Beeching et al.,
1998; Harborne, 1999; Kai et al., 2008). Es wurde bereits aus vielen verschiedenen
Pflanzen isoliert und wirkt antibakteriell und antifungal. In der traditionellen
afrikanischen, asiatischen und européischen Medizin spielt es eine Rolle als Mittel gegen
diverse Beschwerden, wie zum Beispiel Krampfe, Entziindungen oder rheumatische

Schmerzen (Gnonlonfin et al., 2012).

111.3.2. Flavonoide

Von den ubiquitar vorkommenden Flavonoiden sind derzeit ca. 10.000 Derivate bekannt.
Sie kommen in allen Pflanzengruppen und -geweben vor, teilweise auch in Driisenhaaren
und Exkreten. lhre Funktionen sind so vielfaltig wie ihre Strukturen — sie dienen als
Antioxidantien und zum UV-Schutz, der Pollenkeimung, Nodulation, haben
Signalwirkung oder spielen eine Rolle in der Gentranskription. Flavonoide sind
Polyphenole und haben ein aromatisches, heterozyklisches Grundgerist (Abb. 14), das
unter anderem durch Methylierung oder Prenylierung freier OH-Gruppen oder C-C-
Bindungen, aromatische Substituenten oder Glykosylierung modifiziert sein kann.

Dadurch entsteht eine groRe strukturelle Vielfalt innerhalb der Flavonoide.

Abb. 14: Flavan, das Grundgeriist der Flavonoide, mit Kennzeichnung der Ringe und

Nummerierung der Kohlenstoffatome
Ihre Biosynthese, eine Kombination aus Aminoséaure- und Acetatstoffwechsel, findet

ER (endoplasmatisches Retikulum)-gebunden tber Multienzymkomlpexe im
Cytoplasma statt (Abb. 15).
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Abb. 15: Chalkon als Ausgangspunkt fur die Biosynthese der wichtigsten Flavonoidklassen, zum

Beispiel Flavone, Flavonole und Anthocyane (markiert) (nach Greger).

111.3.3. Lignane und Neolignane

Diese Stoffgruppe ist relativ weit verbreitet im Pflanzenreich und stammt ebenso aus dem
Shikimat-Weg wie die anderen Polyphenole. Es handelt sich um dimere Strukturen,
wobei zwei Phenlypropaneinheiten tber eine ,8‘- Verbindung gekoppelt sind. Dimere
Verbindungen, die tber ein O-Atom verethert sind, werden ublicherweise als Neolignane
bezeichnet (Abb. 16). Derivate aus beiden Gruppen sind auch wesentlich an der
Pflanzenverteidigung beteiligt. Sesam (Sesamum indicum L.), Lein (Linum L.) und
Ginseng (Panax ginseng C.A.Mey.) sind bekannte Pflanzen, deren Lignane

erndhrungsmedizinisch von Bedeutung sind (Teponno et al., 2016).

vaf
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Abb. 16: Neolignan: Dihydrobenzofuran-Derivat (aus Teponno et al., 2016).
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In den untersuchten Arten wurde Dihydrodehydrodiconyferylalkohol detektiert, das
strukturell hier zugeordnet werden kann. Strukturell verwandte Verbindungen werden
u.A. als Glykoside z.B. in Samen von Crataegus-Arten (Huang et al., 2013) oder in der
Rinde von Ulmus (Lee et al., 2001) akkumuliert, in Aglycon-Form beispielsweise im
Pericarp von Juglans regia L. (Tsasi et al., 2016). In Rubiaceaen wurde diese Stoffgruppe

selten detektiert.

111.4. Fettsduremetaboliten

Hydroxyfettsaure

Das Hydroxyderivat der Stearinsdaure, das im Zuge dieser Arbeit aus P. adusta isoliert
wurde (Abb. 17), wurde bereits in diversen anderen Pflanzenarten nachgewiesen,

innerhalb der Rubiaceae beispielsweise in Morinda citrifolia L. (Takashima et al., 2007).

OH

Abb. 17: Struktur der Hydroxyfettsaure (9Z,11E,152)-13-Hydroxyoctadeca-9,11,15-trienséure.

Die Biosynthese von Fettsduren erfolgt durch die Addition von Malonyl-CoA (Cz-
Baustein) an eine Acetylgruppe und ist Teil des Primarstoffwechsels (siehe Abb. 3). Bis
zu einer Kettenldnge von Cig geschieht dies tiber eine Reihe enzymatischer Reaktionen
in den Plastiden, eine Verlangerung der Ketten dartber hinaus im endoplasmatischen
Retikulum (ER).

Eine Akkumulation von gebundenen Hydroxyfettsauren wurde in der Kutikula
festgestellt — Hydroxyfettsauren mit Kettenlangen von Cis oder Cig zdhlen zu den
wichtigsten Monomereinheiten fir die Bildung von Cutin (Seipold, 2004). Diese
entstehen vermutlich im ER durch Cytochrom-P450-Oxygenasen aus den Coenzym A-
Derivaten von Palmitinsaure und Olséaure (Seipold, 2004). Die strukturell zur oben
genannten Hydroxyfettsdure &hnliche Stearidonsdure (6,9,12,15-Octadecatetraensdure)
ist eine Omega-3-Fettsaure. Als solche spielt sie eine Rolle in der Erndhrung und soll sich
in  mehrerlei  Hinsicht positiv.  auf die Gesundheit auswirken (gegen

Herzkreislauferkrankungen, Entziindungen, Krebs und neurologische Stérungen), kommt
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aber kaum in pflanzlichen Lebensmitteln, sondern hauptséchlich in Fischen oder Algen
(z.B. Undaria pinnatifida) vor. In Vertretern der Boraginaceae, Caryophyllaceae,

Grossulariaceae und Primulaceae wurde Stearidonsdaure nachgewiesen (Whelan, 2008).
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1VV. Experimentelles

1V.1. Material

Im Zuge dieser Arbeit wurden getrocknete Bléatter verschiedener Arten untersucht.
Details zum verwendeten Material sind in Tabelle 2 angefihrt.

Tabelle 2: Gesammeltes Material aus unterschiedlichen Regionen Costa Ricas. Verwendet

wurden jeweils die getrockneten Blétter.

) ) Menge
Palicourea Sammelnummer Provinz Herbarnummer (]
g
P. adusta Standl.  Berger, A. AB 10021002 Heredia WU 0067363 48,5
) WU 0067363
P. adusta Standl.  Berger, A.; s.n. (2015) Heredia 124,5
(Nachsammlung)
P. torresiana Berger, A. & Schinnerl, J.
- Cartago wu 49,4
(Standl.) Borhidi 1500
P. torresiana Berger, A. & Schinnerl, J.
o Puntarenas wu 49,7
(Standl.) Borhidi 1619
P. goldmanii Berger, A. & Schinnerl, J.
Cartago WU 0082531 51,2

(Standl.) Borhidi 1496

Das luftgetrocknete Pflanzenmaterial wurde zerkleinert und mit Methanol fir 2
mal 3 Tage extrahiert. Danach wurden die Extrakte abfiltriert, vereinigt und unter
Vakuum das Losungsmittel verdampft. Die Ruckstande wurden in Wasser aufgenommen
und sukzessive mit Petrolether (PE), Chloroform (CHCIs), Ethylacetat (EtOAc) und 1-
Butanol ausgeschittelt. Die erhaltenen Phasen wurden dann weiter mit verschiedenen

chromatographischen Methoden untersucht bzw. aufgetrennt.
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1VV.2. Methoden

IVV.2.1. Analytische Methoden

Diinnschichtchromatographie

Nach jedem préparativen Trennschritt wurden die erhaltenen Fraktionen mittels
Diinnschichtchromatographie untersucht, um einerseits den Trennerfolg festzustellen und
andererseits mithilfe von Spriihreagenzien erste qualitative Ruckschlisse auf die jeweils
enthaltenen Substanzen ziehen zu kdnnen. Dabei werden die einzelnen Komponenten
aufgrund ihrer unterschiedlich starken Wechselwirkungen mit der stationdren Phase

getrennt.

Fur die Dunnschichtchromatographie wurden Platten vom Typ Alugram SIL
G/UVa2ss4  (Aluminiumplatte  beschichtet mit 0,20 mm Kieselgel 60 mit
Fluoreszenzindikator) der Firma Merck verwendet. Abhangig von der Polaritat der zu
analysierenden Substanzen wurden verschiedene Losungsmittelgemische als Laufmittel

verwendet:

Tabelle 3: Verwendete Laufmittel. Die Werte sind jeweils in Prozent angegeben.

Laufmittel CHCIs MeOH BuOH H20 AcOH
I 80 20

1* 50 40 10
Il 95 5

*nur die organische Phase

Die Proben wurden in geeigneter Konzentration punktférmig auf die Platte
aufgetragen und in eine Trennkammer mit geeignetem Laufmittel gestellt. Nach dem
Entwickeln wurde die Platte unter UV-Licht bei 254 nm und 366 nm ausgewertet und
anschlieBend mit Dragendorff’s Reagenz oder Anisaldehyd-Reagenz bespriht.
Dragendorff’s Reagenz wird aus 5 mL Losung I (0,85 g Bismutsubnitrat in 10 mL
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Essigsaure und 40 mL Wasser), 5 mL Loésung 11 (4 g Kaliumiodid in 10 mL Wasser), 10
mL Essigsaure und 80 mL Wasser hergestellt. Es farbt viele Alkaloide durch
Komplexbildung orange. Das Anisaldehyd-Reagenz, bestehend aus 85 mL Methanol, 10
mL Essigsdure, 8 mL konzentrierter Schwefelsdure und 0,5 mL Anisaldehyd, fuhrt nach
Erhitzen zu Additionsreaktionen mit diversen Farbreaktionen mit verschiedenen
Substanzgruppen. Beispielsweise farbt es Terpene rosa-violett, Alkaloide griin-braun und

Iridoide blau.

Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC)

Prinzipiell wird bei einer HPLC (High Performance Liquid Chromatography) die mobile
Phase mit hohem Druck durch eine mit der stationdren Phase dicht gepackten S&ule
gepumpt. Die Trennung erfolgt aufgrund der unterschiedlich starken Wechselwirkungen
der einzelnen Komponenten mit der stationdren Phase. Die kontinuierliche UV/VIS-
Detektion des Eluats ermdglicht es, einzelne Substanzen zu detektieren und eine
Informationen uber deren Chromophore zu erhalten und so, unter Berticksichtigung der
spezifischen Retentionszeit, erste Rickschlisse auf deren Struktur schlieBen zu kénnen.
Die so erhaltenen Profile dienen einerseits dem qualitativen Vergleich verschiedener
Proben (beispielsweise verschiedener Pflanzen oder unterschiedlicher Organe),
andererseits der Uberpriifung der Trennung nach angewendeten praparativen Methoden.

Im Zuge dieser Arbeit wurde ein Gerdt des Typs Agilent 1100 mit einer
Umkehrphasen-Sdule verwendet. In der verwendeten Sdule befindet sich mit unpolaren
C18-Seitenketten modifiziertes Silikagel (Hypersil BDS-C18, 250 * 4.6 mm, 5 um
PartikelgroRe). So eluieren polare Substanzen zuerst, unpolare haben aufgrund starkerer
Van-der-Waals-Wechselwirkungen mit der stationaren Phase eine langere Retentionszeit.
Im Laufmittel wurde graduell die Menge an MeOH erhoht und an 10 mM waéssriger
Ammoniumacetatlosung verringert. (Von 40% MeOH zu 100% MeOH in 15 min und
anschlieend 10 min 100% MeOH.) Die Flussgeschwindigkeit betrug 1 mL/min und das
Injektionsvolumen 10 pL. Wéhrend der Elution erfolgte kontinuierlich eine UV-
Detektion bei 230 nm.
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Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Die chemischen Strukturen der isolierten Substanzen wurden unter Anwendung von
Kernresonananzspektroskopischen ~ Methoden  (1D- und  2D-NMR)  und
Massenspektrometrie von Prof. Lothar Brecker (Department fur Organische Chemie,

Universitat Wien) aufgeklért.

Polarimetrie

Zur Bestimmung des spezifischen Drehwinkels wurde die optische Drehung mithilfe

eines Polarimeters gemessen.

IV.2.2. Praparative Methoden

Gelpermeationschromatographie - GroBenausschlusschromatographie mit Sephadex LH-
20

Die als Sephadex bezeichneten Dextran-Epichlorhydrin-Copolymere bilden ein Gel mit
Poren, die in der Saule eine Trennung nach Molekdlgrofie ermdglichen. GroRRe Molekile

eluieren zuerst, da sie nicht in die Poren der stationaren Phase eindringen.

Saulenchromatographie mit Kieselgel

Die Saule wurde mit feinem Kieselgel (Kieselgel 60, 40 — 63 um) und Chloroform befiillt.
Dazu wurde zuerst Watte vorgelegt, darauf grobes Kieselgel und zuletzt das
aufgeschlammte feine Kieselgel (CHCI3 vorgelegt; ca. 50 g Kieselgel mit der KorngroRe

von 40 — 63 um aufgeschlammt in CHCla).

MPLC

Als spezielle Form der Saulenchromatographie kam die MPLC (Medium Pressure Liquid
Chromatography) zum Einsatz. Das Prinzip der Trennung ist dasselbe wie bei

herkommlichen Sdulenchromatographien mit Kieselgel. Der Arbeitsdruck von 2 — 4 bar
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ermoglicht allerdings die Verwendung eines Kieselgels mit 40 — 60 um, wodurch die
Trennung des Analytengemisches durch Erhohung der Trennstufenanzahl verbessert
wird. Dazu ist der Trennséule eine Pumpe vorgeschaltet, durch die die geléste Probe und
das Laufmittel unter erhohtem Druck eluieren.

Préaparative Dinnschichtchromatographie

Im Zuge dieser Arbeit wurden fur die préparative DC 20 * 20 cm groRe, mit Kieselgel
und Fluoreszenzmarker beschichtete Glasplatten verwendet (DC Kieselgel 60 F2s4 0,5
mm Schichtdicke, Merck). Die geldste Probe wurde maglichst gleichméiig und méglichst
bandenférmig etwa 2 cm Uber dem unteren Rand der Platte mithilfe einer ausgezogenen
Glaspipette aufgetragen und in eine Glaskammer mit geeignetem Laufmittel gestellt und
entwickelt. Die unter UV-Licht (oder durch Besprihen der Plattenrander mit
Anisaldehyd-Reagenz sichtbar gemachten) Banden wurden markiert und konnten
vorsichtig von der Glasplatte gekratzt und in einen Erlenmeyerkolben tberfuhrt werden.
Durch Extraktion mit Methanol im Ultraschallbad und anschlieBendem Abnutschen

mithilfe einer Wasserstrahlpumpe wurde das Kieselgel vom Analyten abgetrennt.

IVV.3. Durchfihrung

Aus 124,5 g getrockneten Blattern von P. adusta wurde ein Gesamtextrakt mit Methanol
hergestellt. Dafiir wurden die getrockneten Blatter zerkleinert, in einer Glasflasche mit
Methanol Uberschichtet und lichtgeschutzt gelagert (2 * 3d). Nach der Filtration,
Entfernen von Methanol mit dem Rotavapor und Anschlieen an die Vakuumpumpe
wurde der so erhaltene trockene Gesamtextrakt (6,55 g) in Wasser suspendiert. Danach
wurde mit verschiedenen Lésungsmitteln mehrmals ausgeschdttelt und in folgende in

Tabelle 4 angefiihrten Phasen nach steigender Polaritat getrennt.
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Tabelle 4: Menge der bei der Flussig-Flussig Extraktion erhaltenen Fraktionen des

Gesamtextrakts von P. adusta.

Losungsmittel Masse nach Trocknung
95% Petrolether (PE) + 5 % Aceton 2,119
Chloroform (CHCIs) 150 mg
Ethylacetat (EtOAC) 180 mg
1-Butanol (BuOH) 320 mg
Wasser (H20) 3,579

Etwa die Hélfte der Wasserphase (1,517 @) wurde in einer
GrolRenausschlusschromatographie uber eine Sephadex-Sédule (SO1) weiter getrennt. Der
Trockenextrakt wurde in Methanol geldst, auf die mit Sephadex LH20 befillte S&ule
aufgetragen und mit Methanol als mobiler Phase eluiert. So wurde die H,O-Phase in 10
Fraktionen (je ca. 50 mL) nach MolekulgréRe getrennt (Fraktionen S01-1 bis S01-10). In
den Fraktionen S01-7, S01-9 und S01-10 bildeten sich nach Verdampfen des Methanols
unlésliche Kristalle, die vorerst fir spatere Analysen vereinigt und in einem
Braunglasflaschchen aufbewahrt wurden.

Die Fraktion S01-2 (109 mg) wurde uber eine Kieselgelsdule (Kieselgel 60, 40 —
63 pum) mit Mischungen aus Chloroform (CHCI3) und Methanol (MeOH) mit
aufsteigender Polaritat getrennt (KGO1). Die Elution erfolgte anfangs mit einem Gemisch
aus 90% CHCIs und 10% MeOH (100 mL), es folgte ein Gradient mit je 100 mL
Lésungsmitteln (80% CHCI3 + 20 % MeOH, 70% CHCls + 30% MeOH, usw.). Es wurden
insgesamt 18 Fraktionen gesammelt — die erste mit 100 mL, alle weiteren mit je ca. 50
mL (Fraktionen KGO01-1 bis 18). Die Fraktion KG01-6 (2,0 mg) enthielt ein Gemisch der
Substanzen Linalooloxid Pyranoid (1) und Roseosid (2).

Die aus dem Gesamtextrakt durch Ausschiitteln erhaltenen CHCIs—, EtOAc— und
BuOH-Phasen wurden vereinigt und mittels Sdulenchromatographie mit Kieselgel (50 g
Kieselgel 60 0,2 — 0,5 mm) weiter in je ca. 50 mL grofe Fraktionen getrennt (Fraktionen
KGO03-1 bis 22). Als Laufmittel wurde eine Startmischung von 80% PE und 20 % EtOAc,
mit in Zehnerschritten steigendem EtOAc—Anteil, gefolgt von 80% EtOAc und 20%
MeOH und zuletzt 100% MeOH verwendet. Die vereinigten Frakionen KG03-9 bis 11
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(46,1 mg) wurden Uber eine Sephadexsdule und CHCI:/MeOH = 95/5 als Laufmittel
weiter getrennt (S02).

Aus den Fraktionen S02-11 und 12 wurden mit Hilfe von préaparativer DC mit
CHCI3/MeOH =90/10 als Laufmittel 3,6 mg Blumenol A (= Vomifoliol) (3) isoliert. Aus
den Fraktionen S02-16 bis 18 wurden ebenfalls mittels praparativer DC mit
CHCIl3/MeOH = 90/10 als Laufmittel 2,0 mg Dihydrodehydroconiferyl (5) isoliert.

Die Hydroxyfettsaure (4) (5,3 mg) konnte aus der PE-Phase (860 mg) nach
Trennschritten Gber eine grobe Kieselgel-Saule (KG04) mit Laufmittelgradienten von PE
uber EtOAc zu MeOH (s.0.), gefolgt von einer Sephadexsédule LH20 eluiert mit
Methanol/Aceton (70:30) der Fraktionen KG04-7 bis 15 (113,2 mg) und anschlieRender
MPLC isoliert werden. Bei der MPLC erfolgte die Trennung in einer Kieselgelséaule
(KGO05) mit PE/EtOAC = 80/20 als Laufmittel.

Die gesamten Isolierungsschritte sind zusammenfassend in der Abbildung 18

dargestellt.
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Abb. 18: Flussdiagramm zur Gewinnung der Reinstoffe 1 — 5 aus dem Blattextrakt von P.

adusta.
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V. Ergebnisse und Diskussion

V.1. Ergebnisse

Im Zuge der vorliegenden Arbeit konnten aus dem Blattextrakt von P. adusta das
Monoterpenglucosid Linalooloxid (1), die beiden Megastigmane Roseosid (2) und
Blumenol A (3), sowie die Hydroxyfettsaure (9Z,11E,157)-13-Hydroxyoctadeca-
9,11,15-trienséure (4) und das Neolignan Dihydrodehydrodiconiferylalkohol (5) isoliert
werden (Abb. 19). Zusatzlich wurden das Cumarin Scopoletin (6) und das
Flavonolglykosid Nicotiflorin (7) durch Vergleich von Retentionszeiten und UV-

Spektren nachgewiesen (Abb. 20).
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Abb. 19: Strukturformeln der aus P. adusta isolierten Verbindungen.

Linalooloxid Pyranoid (1), Roseosid (2), Blumenol A (3), (9Z,11E,15Z)-13-Hydroxyoctadeca-
9,11,15-triensdure (4) und Dihydrodehydrodiconiferylalkohol (5). Die Positionen der
Methoxygruppen am entsprechenden Ring von 5 konnten noch nicht eindeutig zugeordnet

werden.
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Abb. 20: Die Strukturen der in P. adusta co-chromatographisch nachgewiesenen Substanzen
Scopoletin (6) und Nicotiflorin (7). Rut = Glc-Rha.

Die Verbindungen 1 und 2 (2,0 mg) wurden aus der wassrigen Phase des
Gesamtextraktes isoliert. Die CHCIs-, EtOAc- und BuOH-Phasen wurden vereinigt und
mittels zwei Saulenchromatographien weiter aufgetrennt. Das Megastigman 3 (3,6 mg)
wurde aus einer darauffolgenden préaparativen Diinnschichtchromatographie isoliert. Aus
derselben Phase wurde 5 (2,0 mg) isoliert. Die Hydroxyfettséure 4 (5,2 mg) konnte aus
der PE-Phase nach mehreren séulenchromatographischen Trennschritten isoliert werden.
Ein Uberblick tiber die eingesetzten Methoden zur Isolierung der Stoffe 1-5 (Abb. 18),
sowie Details zur Durchfiihrung sind im Kapitel 4 angefiihrt. Die Abbildung 21 zeigt die
HPLC-Profile der durch Flussig-Flussig-Extraktion erhaltenen Fraktionen und des
methanolischen Gesamtextraktes. Die Substanzen 1- 7 sind darin markiert, sofern sie im
jeweiligen Profil sichtbar sind.
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Abb. 21: HPLC Profile des methanolischen Gesamtextraktes von P. adusta und der durch
Flissig-Flussig Extraktion erhaltenen Phasen. PE-Phase (A), EtOAc-Phase (B), Wasserphase (C)
und Gesamtextrakt (D). Linalooloxid Pyranoid (1), Roseosid (2), Blumenol A (3) sowie die
Hydroxyfettsaure (4) und Dihydrodehydrodiconiferylalkohol (5).

Zusétzlich wurden vergleichende HPLC Analysen von den Blattextrakten der beiden nahe
verwandten Arten P. torresiana und P. goldmanii durchgefiihrt. Diese Ergebnisse sind in
Abb. 22 und die Strukturen der detektierten Substanzen in Abb. 23 dargestellt. Die
Tabelle 5 zeigt einen Uberblick tiber die aus P. adusta, P. torresiana und P. goldmanii
isolierten oder nachgewiesenen Substanzen (Kahlig, 2018; Kozak, 2017; Schmidtbauer,
2017).
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Abb. 22: Vergleichende HPLC Profile der Arten P. adusta (a), P. torresiana (b) und P. goldmanii
(c). Die Verbindungen 8 —12 wurden aus P. goldmanii isoliert und deren Struktur aufgeklart
(Ké&hlig, 2018; Schmidtbauer, 2017). 8 und 9 wurden aus P. torresiana isoliert (Kozak, 2017).
Strictosidin (8), Strictosamid (9), Vallesiachotamin (10), Feroyl-Lyalosid (11), Lyalosid (12).
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Abb. 23: Die Strukturen der in P. torresiana und P. goldmannii identifizierten Sustanzen.
Strictosidin (8), Strictosamid (9), Vallesiachotamin (10), Feroyl-Lyalosid (11), Lyalosid (12).
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Tabelle 5: Isolierte oder co-chromatographisch nachgewiesene Substanzen aus P. adusta, P.

goldmanii und P. torresiana.

Fettsaurederivat  Neolignan Tryptamin-Iridoid-

Monoterpene Cumarine  Flavonoide

Alkaloide
1,2,3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
P. adusta X X X X X
P. X X X X X
torresiana
P. .. X X X X X X
goldmannii

Linalooloxid Pyranoid (1), Roseosid (2), Blumenol A (3), Hydroxyfettsaure (4),
Dihydrodehydrodiconiferylalkohol (5), Scopoletin (6), Nicotiflorin (7), Strictosidin (8), Strictosamid (9),
Vallesiachotamin (10), Feroyl-Lyalosid (11), Lyalosid (12).

V.2. Diskussion

Das Monoterpenglucosid Linalooloxid (1) und die Megastigmanderivate Roseosid
(2) und Blumenol A (3) konnten erstmalig im Rahmen dieser Arbeit fir P. adusta
beschrieben werden. Das Megastigman Roseosid (2) wurde erstmals aus Catharanthus
roseus (L.) G.Don isoliert (Bhakuni et al., 1974, unter dem Namen Vinca rosea).
Blumenol A (3) wurde erstmals von Pousset et al. (1969) aus Rauvolfia vomitoria Afzel.
und innerhalb der Gattung Psychotria aus der philippinischen Psy. gitingensis Elmer
isoliert (Tan et al., 2012). Des Weiteren wurde 3 zusammen mit weiteren
Megastigmanderivaten auch in der philippinischen Psy. cadigensis Merr. nachgewiesen
(Tan et al., 2014). Innerhalb der Rubiaceae wurde 3 unter anderem in den Arten Villaria
odorata Merr. (Tan et al., 2012), Oldenlandia corymbosa Aiton (Stuart et al., 1975, unter
dem Namen Hedyotis corymbosa), Ochreinauclea maingayi (Farine et al., 1996),
Palicourea alpina (Kuang et al., 2009) und Morinda citrifolia (Mukhtar et al., 2012)
identifiziert. Weitere Megastigmanderivate wurden auch aus Pal. correae (Achenbach et
al., 1995, als Psy. correae) und Psy. stachyoides Benth. (Pimenta et al., 2011) isoliert.

Das Neolignanderivat Dihydrodehydrodiconiferylalkohol (5) wurde erstmalig aus
Silybum marianum (L.) Gaertn. (Mariendistel) beschrieben (Weinges et al., 1970) und

mehrmals in unterschiedlichen Verwandtschaftskreisen nachgewiesen.
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Valverde et al. (1999) beschreibt verschiedene Tryptamin-Iridoid Alkaloide aus
P. adusta. Im Gegensatz dazu konnten in der vorliegenden Arbeit keine Tryptamin-
Iridoid Alkaloide in P. adusta nachgewiesen werden. Das ist umso bemerkenswerter, weil
das von Valverde et al. (1999) untersuchte Pflanzenmaterial ebenfalls aus Costa Rica
stammt. Im Rahmen phytochemischer Untersuchungen von getrockneten Blattern der
morphologisch sehr &hnlichen Arten P. torresiana und P. goldmanii wurden Lyalosid und
dessen Derivate isoliert und deren Struktur aufgeklart (K&hlig, 2018; Kozac, 2017;
Schmidtbauer, 2017) (Abb. 22 und Tabelle 5). Diese Ergebnisse stimmen mit der Studie
von Valverde et al. (1999) (berein, stehen aber in Widerspruch zu den Resultaten der
vorliegenden Arbeit. Ein mdglicher Grund fir diese Diskrepanzen sind unter Anderem
chemische Differenzierungen innerhalb der Art, im Sinne von Bildung chemischer
Rassen. Ebenso konnten abiotische oder biotische Stressfaktoren eine Rolle bei der
Biosynthese von Sekundérstoffen spielen. Letztendlich konnte aber auch das
Pflanzenmaterial von Valverde et al. (1999) fehlbestimmt sein, was in Anbetracht der
Merkmalsarmut und  Schwierigkeiten bei der korrekten Zuordnung nicht
unwahrscheinlich ist. Aufschluss Uber mdgliche Verwechslungen oder eventuelle
Variationsbreiten kdnnten weitere phytochemische Analysen mehrerer Individuen von P.

adusta bringen.
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VIIl. Anhang

VII.1. Zusammenfassung

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden Arten der Gattung Palicourea (Rubiaceae)
hinsichtlich ihrer Sekundarmetabolite untersucht. Blattextrakte von P. adusta, P.
torresiana und P. goldmanii wurden tber HPLC aufgetrennt und die erhaltenen
phytochemischen Profile vergleichend analysiert. Aus P. adusta konnten unter
Anwendung mehrerer chromatographischer Trennmethoden das Monoterpenglucosid
Linalooloxid (1), die Megastigmane Roseosid (2) und Blumenol A (3), sowie die
Hydroxyfettsaure (9Z,11E,15Z7)-13-Hydroxyoctadeca-9,11,15-triensédure (4) und das
Neolignan Dihydrodehydrodiconiferylalkohol (5) isoliert und identifiziert werden.
Weiters wurde durch Vergleich von Retentionszeiten und UV-Spektren aus den HPLC-
Profilen das Cumarin Scopoletin (6) und das Flavonolglykosid Nicotiflorin (7)
identifiziert. Anhand der jeweiligen HPLC-Profile konnte in P. torresiana das
VVorkommen der Indolalkaloide Strictosidin (8), Strictosamid (9), Feroyl-Lyalosid (11),
sowie Lyalosid (12) und die aus dem Extrakt von P. adusta isolierte Hydroxyfettsaure (4)
nachgewiesen werden. In Extrakten von P. goldmanii wiesen die Retentionszeiten und
UV-Spektren ebenfalls auf diese Verbindungen und zusétzlich auf das Indolalkaloid
Vallesiachotamin (10) hin. Entgegen bisheriger Arbeiten (Valverde et al., 1999) konnten
im Rahmen dieser Arbeit keine Indolalkaloide in P. adusta gefunden werden. Da Uber
Grunde fir diese widersprichlichen Ergebnisse nur spekuliert werden kann, sind weitere
phytochemische Analysen zur Abklarung der Variation erforderlich. Die vergleichenden
Analysen zeigen jedenfalls, dass die ansonsten typischen Indolalkaloide nicht in jeder Art
dieser Verwandtschaftsgruppe akkumuliert werden. Die beobachtete chemische

Differenzierung kénnte somit chemotaxonomisch bedeutsam sein.

36



VI11.2. Abstract

In the course of this thesis, species of the genus Palicourea have been analyzed for their
secondary metabolites. Phytochemical profiles of P. adusta, P. torresiana and P.
goldmanii were obtained by HPLC-UV and analyzed comparatively. Several components
were isolated from P. adusta: The monoterpene glucoside linalooloxide (1), the
megastigmanes roseoside (2) and blumenol A (3), as well as the hydroxy fatty acid
(9Z,11E,157)-13-hydroxy octadeca-9,11,15-trienoic acid (4) and the neolignane
dihydrodehydro-diconiferylalcohol (5). By comparing retention times and UV-spectra,
the coumarin scopoletin (6) and the flavonol glycoside nicotiflorin (7) were identified.
Similarly, retention times and HPLC-UV-spectra indicated the presence of the indole
alkaloids strictosidine (8), strictosamide (9), feroyl-lyaloside (11), lyaloside (12) in P.
torresiana extract as well as the above mentioned hydroxy fatty acid (4) isolated from P.
adusta. The profiles of P. goldmanii revealed the presence of the same substances, and
additionally of the indole alkaloid vallesiochotamine (10). Contrary to previous works
(Valverde et al. 1999), no alkaloids were detected in P. adusta in the current study.
Reasons for these contradictory results are speculative, indicating the necessity of further
phytochemical analyses. In any case, these analyses showed that the otherwise typical
indolalkaloids are not detectable in all taxa of this group, which might be of

chemotaxonomic significance.
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