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1. Einleitung und Zielsetzung

Die Vertreter der Gattung Scrophularia zahlen zu der Familie der Braunwurzge-
wachse (Scrophulariaceae), wovon in etwa 300 Arten bekannt sind. Sie kommen
vor allem im Mittelmeergebiet vor, hier vorwiegend in Griechenland, Italien, Frank-
reich und der Turkei [1,2].

So stammt auch die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Art Scrophularia

lucida L. aus der Turkei .

Abbildung 1: Scrophularia lucida L.?

.

Viele Vertreter der Gattung, wie auch Scrophularia lucida L., finden volksmedizi-
nisch Anwendung bei entzundlichen Erkrankungen und Hauterkrankungen [1,2].
Fir einige Scrophularia-Arten wurden antiinflammatorische, antibakterielle, im-

munmodulatorische und zytotoxische Wirkungen nachgewiesen [2,3].

' Fiir die Bereitstellung des Pflanzenmaterials bedanke ich mich bei Herrn Dr. A. Ozmen, Institute of Biology,
Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Adnan Menderes Universitesi, Aydin, Turkey.
2Quelle: http://www.inaturalist.org/observations/474046 (zuletzt aufgerufen am 2.6.14); ©Stefano Doglio


http://www.inaturalist.org/observations/474046

Dies nahm man zum Anlass, um funf verschiedene Arten von Scrophularia auf
ihre zytotoxische Wirkung auf, zur Metastasierung befahigte Brustkrebszellen zu
untersuchen [3].

Die Voraussetzung zur Metastasierung von Tumoren ist die Bildung von soge-
nannten ,gaps® (Locher) in den Zellschichten des Lymph- und/oder Blutgefa-
Rendothels [3].

Zur Uberprifung wurde ein CCID-Assay (circular chemoreppellent induced defects
assay) angewendet, wobei MCF-7-Brustkrebszellspharoide auf Lymphendothel-
zellschichten mit verschiedenen Extrakten der Scrophularia-Arten behandelt und
die Zahl und GroRe der ,gaps” bzw. deren Verhinderung durch die Extrakte ver-

messen wurden [3].

Abbildung 2: Verminderung der gap junctions von MCF-7 durch ein
methanolisches Extrakt von Scrophularia lucida L.3

Dabei kam die Studie zu dem Ergebnis, dass das methanolische Extrakt aus
Scrophularia lucida L. die beste Wirkung aufwies, um die gap-Bildung zu verhin-
dern [3].

Basierend auf diesen Ergebnissen und da bisher keine Daten zu den Inhaltsstof-
fen von Scrophularia lucida L. vorlagen, wurde im Rahmen dieser und einer weite-
ren Diplomarbeit [4] der Schwerpunkt auf die ldentifizierung und Isolierung der

wirksamen Komponenten gelegt.

3 Quelle: Giessrigl B., Yazici G., Teichmann M., Kopf S., Ghassemi S., Atanasov A., Dirsch V., Grusch M.,
Jager W., Ozmen A., Krupitza G. (2012), Effects of Scrophularia Extracts on tumor Cell Proliferation,
Death and Intravasation trough Lymphoendothelial Cell Barriers, INTERNATIONAL JOURNAL OF
ONCOLOGY 40, (6): 2063-2074



2. Material und Methoden

2.1. Material

Als Ausgangsmaterial standen 158 g methanolisches Extrakt, welches aus 2700 g
getrocknetem Kraut von Scrophularia lucida L. (Scrophulariaceae) gewonnen wor-

den war, zur Verfligung. Das Pflanzenmaterial stammte aus der Turkei.

2.2. Methoden

2.2.1. Vorreinigung des methanolischen Extraktes

Die Vorreinigung des methanolischen Extraktes wurde durchgeflihrt, um stérende
Gerbstoffe, Zucker, Fette, Wachse und Chlorophyll abzutrennen.

Zuerst wurde im Rahmen einer anderen Diplomarbeit [4] ein Vorversuch mit der
Methode nach Wall et al. [5] durchgefuhrt, um Kenntnisse Uber voraussichtliche
Ausbeuten zu erlangen.

Basierend auf der Vorgangsweise im Vorversuch, wurde die Vorreinigung mit dem
restlichen Extrakt (140 g) durchgefuhrt.

Es wurden viermal je 35 g Extrakt in Methanol/Wasser geldst und danach durch

Ausschutteln mit verschieden polaren Lésungsmitteln aufgetrennt.

2.2.2. Sadulenchromatographie

Zur weiteren Auftrennung und Fraktionierung bzw. Aufreinigung wurde die Sau-
lenchromatographie verwendet.
Als stationare Phase standen einerseits Kieselgel 60 Korngréf3e 0,063-0,200 mm

(Merck), andererseits Sephadex® LH-20 (Sigma) zur Verfligung.

Mobile Phasen: 1. MeOH/H20 Gemische unterschiedlicher Konzentrationen
2. MeOH
3. CHCI3/MeOH/H20 (75/15/1,5)

Zur Vereinigung zu Sammelfraktionen wurde jede flnfte Fraktion mittels Dann-
schichtchromatographie mit geeignetem FlieBmittelsystem getestet.
Die verwendeten mobilen und stationaren Phasen werden bei den einzelnen Kapi-

teln angeflhrt.



2.2.3. HPCCC

Zur weiteren Fraktionierung wurde auch die High Performance Current Counter
Chromatography an einem HPCCC-Gerat der Firma Dynamic Extractions, Ply-
mouth, UK verwendet.

Saule: Dynamic Extractions Spectrum HPCCC - Semi-Preparative Saule
(Volumen: 170 ml)

Flieldmittelsysteme:

HEMWAT 24: Hexan + Ethylacetat + Methanol + Wasser (5/1/5/1)

HEMWAT 20: Hexan + Ethylacetat + Methanol + Wasser (2/1/2/1)

HEMWAT 18: Hexan + Ethylacetat + Methanol + Wasser (6/5/6/5)

Als mobile Phase wurde die Unterphase und als stationare Phase die Oberphase
verwendet. Es wurde mit einer Flussrate von 1ml/min, bei einer Drehzahl von 1600
rpm gearbeitet.

Auch hier wurde zur Vereinigung jede funfte Fraktion mittels Dinnschichtchroma-

tographie untersucht.

2.2.4. Dunnschichtchromatographie

Die Dunnschichtchromatographie wurde zum Vereinigen von Fraktionen, aber

auch zu Vergleichen mit Vergleichssubstanzen herangezogen.

2.2.4.1. Stationare und mobile Phasen

Stationare Phasen: a) Kieselgel 60 F2s4 (Merck)
b) HPTLC-Fertigplatten RP-8 F2s4s (Merck)

Mobile Phasen: a) Ethylacetat + Methanol + konz. Ameisensaure + Wasser
(75+15+4 +4)
b) 90% Methanol




2.2.4.2. Detektionsverfahren

Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagens (AAS)

Das Reagens wird hergestellt, indem man 0,5 ml Anisaldehyd, 10 ml Essigsau-
reconc. Und 85 ml Methanol vermengt und danach vorsichtig mit 5 ml Schwefelsau-
reconc. versetzt. Nach dem Bespruhen der entwickelten DC-Platte mit dem Rea-
gens wird diese bei 105°C fur einige Minuten im Trockenschrank erhitzt. Anschlie-

Rend kann die DC-Platte bei Tageslicht ausgewertet werden [6].

Naturstoffreagens A und Polyethylenglycol 400 (Nst A/PEG)

Zuerst wird die entwickelte DC-Platte mit Naturstoffreagens A (1%ige Ldsung in
Methanol) und nach Ubertrocknen mit PEG 400 (5%ige ethanolische Lésung) be-
spruht. Danach kann die DC-Platte unter UV-Licht bei 366 nm ausgewertet wer-
den [6].

2.2.5. High Performance Liquid Chromatography

Verwendung fand die HPLC fiir die Uberpriifung der Zusammensetzung einzelner

Fraktionen.
Tabelle 1: HPLC — Gerat und Einstellungen
System SHIMADZU
Pumpe LC-20AD
Detektor Diode Array Detektor: Shimadzu SPD-M20A
Lichtstreudetektor: Shimadzu ELSD-LT
Saulenofen CTO-20AC
Autoinjektor SIL-20AC HAT
Saule Luna 5y C-18
Mobile Phase A: Wasser mit konz. Ameisensaure
auf pH 3 eingestellt
B: Acetonitril

Gradient 5% B auf 95% B in 60 min
Detektion 254 nm
Konzentration der

y 1 mg/mi
Analysenldsung
Flussrate 1 ml/min
Injektionsvolumen 10 i
Druck 120 bar
Temperatur 25°C




2.2.6. CCID-Assay 4

Das methanolische Extrakt, die Chloroformfraktion, die Ethylacetatfraktion sowie
die wichtigsten Fraktionen wurden mittels CCID-Assay auf ihre Wirksamkeit getes-
tet.

Der Assay besteht aus einer einlagigen Zellschicht aus Lymphendothelzellen, die
mit Brustkrebszellkonglomerat (Spharoide) inkubiert werden. Durch die Brust-
krebszellen bilden sich Ldcher, sogenannte gaps, in der Lymphendothelzell-
schicht. Dies ist die Voraussetzung zur Metastasierung der Krebszellen [3].

Die Zahl und Grdlke der gaps und deren Verminderung durch etwaige Testsub-

stanzen wie beispielsweise die Chloroformfraktion kbnnen gemessen werden [3].

2.2.7. Massen-Spektrometrie °

Die Massenspektrometrie wurde zur Bestimmung molekularer Massen isolierter
Verbindungen, und um Informationen uber Hauptkomponenten einzelner Fraktio-
nen zu erhalten, verwendet.

Durchgefihrt wurden die LC-MS-Analysen auf einem UltiMate 3000 RSLC-Series
System von der Firma Dionex, gekoppelt an ein, mit einer orthogonalen ESI-
Quelle (HCT, Bruker Daltonics) ausgestattetem 3D-Quadrupol-lonenfallen Mas-
senspektrometer. Der Elutionsfluss wurde vor der ESI-Quelle ungefahr 1:4 gesplit-
tet.

Betrieben wurde die ESI-Quelle mit folgenden Parametern: Kapillarspannung:
-3,7/+3,5 kV, Vernebelungsgas: 26 psi (N2), Trockengasfluss: 9 L/min (N2), und
Trockengastemperatur: 340°C.

Positiv- und Negativ-lonenmodus Mehrstufenmassenspektren bis zu MS* wurden
in einem automatischen data-dependent acquisition (DDA) Modus mit Helium als
Kollisionsgas, einem Isolationsfenster von 4 Th und einer Fragmentierungs-

amplitude von 1,0 V gemessen.

4Mein Dank gilt Univ. Prof. Dr. Georg Krupitza und Chi Nghuyen Huu fiir die Durchfiihrung des Assays.
5 Fur die Durchfiihrung der LC-MS-Messungen bedanke ich mich bei Herrn Dr. Martin Zehl, Department fir
Pharmakognosie, Universitat Wien.



Tabelle 2: LC-MS - Gerat und Einstellungen

Gerat Dionex UltiMate 3000
RSLC-Series System
Saule Luna 5y C-18

Mobile Phase A: Aqua dest. mit Ameisensaureconc.
auf pH3 eingestellt

B: Acetonitril
Gradient 5% auf 95% B in 60 min
Temperatur 25 °C
Flussrate 1 ml/min
Detektion 190-400 nm

Zur Strukturaufklarung der isolierten Verbindungen wurden Mehrstufenmassen-
spektren bis zu MS3 im Positiv-lonenmodus aufgenommen. Die Probelésung wur-
de mit einer Spritzenpumpe (5 uL/min) direkt in das MS infundiert.

Betrieben wurde die ESI-Quelle wie folgt: Kapillarspannung: -3,7 kV, Vernebe-
lungsgas: 7 psi (N2), Trockengasfluss: 4 L/min (N2), und Trockengastemperatur:
250°C.

Aufgenommen wurden die CID-Spektren mit einem Isolationsfenster von 2 Th und
einer manuell optimierten Fragmentierungsamplitude, wobei Helium als Kollisions-

gas eingesetzt wurde.

2.2.8. NMR-Spektroskopie ©

Die NMR-Messungen wurden auf einem Bruker Avance DRX 600 NMR-
Spektrometer mit einem 5 mm QNP Probenkopf (1H, 13C, 19F, 31P) mit

z-Gradientenspule und automatischer Tuning- und Matching-Einheit durchgefuhrt.

Messfrequenz: 600,13 MHz fiir '"H-NMR bzw. 150,92 MHz fiir '3C-NMR
Messtemperatur: 298,1 K
Lésungsmittel: MeOH-d4

Es wurden 1D- (H-NMR, *C-NMR) und gradient enhanced 2D-Experimente
(COSY, TOCSY, NOESY, HMBC, HSQC) durchgefiihrt.

6 Mein Dank gilt Herrn Ass. Prof. Mag. Dr. Hanspeter Kahlig, Institut fiir organische Chemie, Universitat Wien,
fur die Durchfiihrung der NMR-Experimente.



3. Ergebnisse

3.1. Durchfihrung der Vorreinigung des Extraktes

Aufgrund der zufriedenstellenden Vorreinigung des methanolischen Extraktes im
Vorversuch [4], wurde die Vorreinigung mit dem Hauptanteil des methanolischen

Extraktes (140 g) ebenfalls wie folgt durchgeflhrt:

Die Vorreinigung wurde 4-mal mit je 35 g Extrakt durchgefuhrt. Wie Abbildung 3
(Seite 9) zeigt, wurde das Extrakt zuerst in 300 ml Methanol/Wasser (10:1) mittels
Ultraschall geldst. Danach wurde die Losung 3-mal mit je 300 ml Petrolether aus-
geschuttelt, um die Wachse, Fette und Chlorophyll zu entfernen. Entstandene
Niederschlage wurden in der walirigen Phase belassen. Die Petroletherphasen
wurden zur Trockene gebracht.

Danach wurde das Methanol/Wasser-Extrakt mit 300 ml Wasser verdunnt und die
Suspension 3-mal mit je 600 ml Chloroform ausgeschuttelt. Die Chloroformfraktion
wurde anschliefend mit einer 1%igen NaCl-Losung gewaschen und zur Entfer-
nung von Wasser uber Na2SO4 filtriert.

Danach wurde die Chloroformfraktion zur Trockene gebracht.

AnschlieBend wurde das Methanol aus der Methanol/Wasser-Fraktion abge-
dampft, um beim Ausschutteln mit 3-mal je 280 ml mit Ethylacetat eine gute Pha-
sentrennung zu erhalten. Auch die Ethylacetatfraktion wurde zur Trockene ge-
bracht.



Abbildung 3: Extraktionsschema

35 g Extrakt geldst in 300 ml MeOH/H20 (10:1)

3x mit je 300 ml
Petrolether ausschiitteln

MeOH/H20-Fraktion Petroletherfraktion

1. mit 300 ml H20 verdiinnen

2. 3x mit je 600 ml
Chloroform ausschiitteln

3. Waschen der
Chloroformfraktion
mit 1% NaCl-Lésung

MeOH abdampfen

Chloroformfraktion MeOH/H20-Fraktion

3x mit je 280 ml
Ethylacetat aus-
schutteln

Ethylacetatfraktion

Die erhaltenen Chloroformfraktionen und Ethylacetatfraktionen wurden zum Ver-

einen dunnschichtchromatographisch tuberpruft (Abbildung 4, Seite 10).



Abbildung 4: DC der Chloroform- und Ethylacetatfraktionen

Stationare Phase: Kieselgel 60 F2s4 Fertigplatten (Merck)

Mobile Phase: Ethylacetat + konz. Essigsaure + konz. Ameisensaure +
Wasser (100 + 11 + 11 + 20)

Detektion: AAS (a) und Naturstoffreagens A/PEG (b)

Platte: 12x10 cm

a)
LR L | -Front-
-Start-
12345678 1 2 3 4 5 6 7 8
Bahn Substanz
1-4 Chloroformfraktionen
5-8 Ethylacetatfraktionen

Aufgrund des gleichen Inhaltsstoffmusters konnten sowohl die Chloroformfraktio-
nen als auch die Ethylacetatfraktionen vereinigt werden. Die Petroletherphasen
wurden nicht weiter untersucht, da sie vorwiegend Fette und Wachse enthielten.

Die erhaltenen Mengen der Fraktionen sind in Tabelle 3 (Seite 11) aufgelistet.

Die DC lie auf uberwiegend apolare, terpenoide Inhaltsstoffe in den Chloroform-
fraktionen schlieBen (Abbildung 4a).

Die bei der Detektion mit Naturstoffreagens A/PEG 400 erhaltenen blau fluoreszie-
renden Banden sind ein Zeichen fur Phenolcarbonsauren und die rot fluoreszie-
renden Banden fur Chlorophyllanteile (Abbildung 4b).

Die Ethylacetatfraktionen wiesen phenolische Inhaltsstoffe auf, vorwiegend oran-

ge- und dunkelbraun fluoreszierende Flavonoide [4].

10



Tabelle 3: Mengen der verschiedenen Fraktionen nach der Vorreinigung

Fraktion Menge (9)
MeOH/H20 101,95
Chloroform 14,91
Ethylacetat 12,14
Petrolether 4,39

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit der Chloroformfraktion weitergearbeitet. Die
Ethylacetatfraktion wurde im Rahmen der Diplomarbeit Lewenhofer phytoche-
misch untersucht [4].

3.2. Fraktionierung der Chloroformfraktion

Die DC der Chloroformfraktion zeigte 2 Hauptkomponenten bei einem Rf-Wert von
0,65 und 0,53 (Abbildung 4a, Seite 10). Ziel der Fraktionierung der Chloroform-
fraktion war es, die 2 Hauptkomponenten zu trennen und diese in einzelnen Frak-

tionen anzureichern.

3.2.1. HPCCC (High Performance Current Counter Chromatography)

Um die Chloroformfraktion grob zu fraktionieren und durch Adsorptionsprozesse
so wenig Fraktion wie mdglich zu verlieren, wurde zuerst die HPCCC als Trenn-
verfahren eingesetzt, da diese eine reine Verteilungschromatographie ohne festen

Trager ist und eine Trennung ohne Verluste ermdglicht.

3.2.1.1. Wahl eines geeigneten FlieBmittelsystems

Fir die Auswahl eines geeigneten FlieBmittelsystems ermittelte man den Vertei-
lungskoeffizienten der Chloroformfraktion in mehreren Systemen. Dieser ergibt
sich aus dem Verhaltnis der Verteilung der Fraktion in der Ober- und der Unter-
phase des Systems. Fur optimale Trennungen sollte der Verteilungskoeffizient
zwischen 0,5 und 2 liegen.

Dazu wurden 2 mg der Chloroformfraktion in der Ober- und Unterphase eines Sys-
tems gelost, die zwei Phasen anschlie3end getrennt und zur Trockene gebracht.
Daraufhin wurde das Gewicht des Anteils des Extraktes bestimmt, welcher sich

jeweils in der Ober- bzw. Unterphase geldst hatte.

11



Im System Hexan + Ethylacetat + Methanol + Wasser (5/1/5/1) lag der Vertei-
lungskoeffizient bei 0,3, aber aufgrund einer weiteren Untersuchung mittels DC

wurde mit diesem FlieRmittel gearbeitet.

3.2.1.2. HPCCC1

Methode und Gerat siehe Kapitel 2.2.3. (Seite 4)
FlieBmittel: Hexan + Ethylacetat + Methanol + Wasser (5/1/5/1)

Mobile Phase: Oberphase

Stationare Phase: Unterphase
Auftragelésung: 50 mg Chloroformfraktion in 1ml Ober- und Unterphase des

FlieBmittels (3+7)

Mit dieser Methode konnte keine Trennung der beiden Hauptkomponenten erzielt
werden, lediglich Chlorophyll konnte abgetrennt werden. Durch Spllen mit der
stationaren Phase wurde der Hauptanteil der Chloroformfraktion ungetrennt in
zwei Fraktionen eluiert.
Es wurden 40 Fraktionen zu jeweils 3 ml gesammelt und zum Vereinigen jede

funfte Fraktion mittels Dinnschichtchromatographie tGberpruft.

Abbildung 5: DC der Sammelfraktionen von HPCCCA1

Stationare Phase: Kieselgel 60 F2s4 Fertigplatten (Merck)

Mobile Phase: EtOAc + konz. Essigsaure + konz. Ameisensaure +
Wasser (100 + 11 + 11 + 20)

Detektion: AAS

-Front

-Start

c 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

Bahn Substanz

C Chloroformfraktion

1-8 Fraktionen der Oberphase
9-11 Fraktionen der Unterphase
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Aufgrund der unzureichenden Trennung wurden die zwei Fraktionen, die den
Hauptanteil der Chloroformfraktion enthielten, vereinigt und ein weiterer Versuch

mit einem polareren Flielmittel vorgenommen.

3.2.1.3. HPCCC2

Methode und Gerat siehe Kapitel 2.2.3. (Seite 4)
Fliemittel: Hexan + Ethylacetat + Methanol + Wasser (6/5/6/5)
Mobile Phase: Oberphase
Stationare Phase: Unterphase
Auftrageldsung: 28 mg Chloroformfraktion in 1 ml Ober- und Unterphase des
FlieBmittels (1+1)

Die zwei Hauptkomponenten der Chloroformfraktion wurden mit dieser Methode
gut getrennt. In den ersten beiden Sammelfraktionen waren vorwiegend Chloro-
phyll und apolare Komponenten enthalten. In Sammelfraktion 4 lag die Hauptkom-
ponente bei einem Rf von 0,51 angereichert vor. In Sammelfraktion 6 und 7 war
der Hauptanteil der Chloroformfraktion mit der Hauptkomponente bei Rf 0,65 ent-
halten.

Auch hier wurden 40 Fraktionen mit je 3 ml gesammelt und mittels DC die zu

vereinigenden Fraktionen ermittelt.

Tabelle 4: Sammelfraktionen von HPCCC2

Sammelfraktion | Einzelfraktionen | Menge (mQ)
1 5-7 1,9
2 8+9 2,3
3 10 + 11 0,6
4 12-17 3,7
5 18-27 2,7
6 28-30 6,4
7 31-40 10,2
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Abbildung 6: DC der Sammelfraktionen von HPCCC2

Stationare Phase: Kieselgel 60 F2s4 Fertigplatten (Merck)

Mobile Phase: Ethylacetat + konz. Essigsaure + konz. Ameisensaure +
Wasser (100 + 11 + 11 + 20)

Detektion: AAS

Platte: 12x10 cm

-Front

-Start

CSF1 2 3 4 5 6 7
Coon. Chloroformfraktion

Die Trennung war zwar gut, jedoch war diese Methode fur die Fraktionierung einer
grélkeren Menge an Chloroformfraktion nicht geeignet, sodass entschieden wurde
auf die Saulenchromatographie an Kieselgel als alternative Auftrennungsmethode

zuriickzugreifen.

3.2.2. Saulenchromatographie am Kieselgel

Die Saulenchromatographie an Kieselgel eignet sich gut fur die Trennung apolarer
Gemische, weshalb man diese Methode zur Auftrennung der Chloroformfraktion

verwendet hat.

3.2.2.1. Saulenchromatographie 1

Zuerst wurde ein Versuch mit 500 mg Chloroformfraktion durchgefuhrt, um diese

Trennmethode auf die Eignung zur Trennung dieses Gemisches zu testen.

Anhand von DC mit unterschiedlich polaren, mobilen Phasen wurde das geeignete

FlieRBmittel zur Auftrennung der Chloroformfrakion ermittelt.
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Anschlielend wurde die Fraktion unter folgenden Bedingungen aufgetrennt:

Saule: Durchmesser: 2 cm

Fallhéhe: 95 cm

Stationare Phase: Kieselgel 60

Mobile Phase: Chloroform/Methanol/Wasser (75 + 15 + 1,5)

Auftragsmenge: 500 mg Chloroformextrakt gelost in Chloroform

Flussrate: 6 ml / 30 min

Insgesamt wurden 239 Fraktionen gesammelt. Um die Fraktionen zu Sammelfrak-

tionen zu vereinigen, wurde jede funfte Fraktion mittels DC Uberpruft.

Tabelle 5: Sammelfraktionen von SC1

Sammelfraktion | Einzelfraktionen | Menge (mQ) Weiterbearbeitung
1 1-13 30,4
2 14-17 44,2
) vereinigt mit SF9_SC2
3 18-27 29,4 SC3 (Seite 26)
4 28-40 29,9
5 41-52 31,9 vereinigt mit SE13_SC2
HPCCC (Seite 24)
6 53-57 19.2 vereinigt mit SF1 5._802
LC-MS, NMR (Seite 36)
) vereinigt mit SF17_SC2
! o8-67 98,0 LC-MS, NMR (Seite 38)
8 68-77 21,6
9 78-82 13,4 vereinigt mit
SF20+21_SC2
10 83-87 10,0 SC5 (Seite 30)
LC-MS (Seite 41)
11 88-91 10,2
12 92-112 17,2
13 113-137 10,1
14 138-185 11,0
15 186-239 8,4
16 Nachlauf 105,8
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Nach Vereinigen der Fraktionen wurde eine Dunnschichtchromatographie der
Sammelfraktionen angefertigt.

Abbildung 7: DC der Sammelfraktionen von SC1

Stationare Phase: Kieselgel 60 F2s4 Fertigplatten (Merck)

Mobile Phase: Ethylacetat + Methanol + konz. Ameisensaure +
Wasser (70 + 8 + 4 + 4)

Detektion: AAS

Platte: 20x10 cm

\ -Front

-e 9"

-Start
SF1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 C

C...... Chloroformfraktion

Die Sammelfraktionen 3, 5, 6, 7 und 9+10 wurden weiter aufgetrennt, da bei die-
sen jeweils eine deutliche Hauptkomponente ersichtlich war. Die restlichen Frakti-
onen wurden nicht weiter bearbeitet. In den ersten beiden Fraktionen war Uber-
wiegend Chlorophyll vorhanden, weshalb eine weitere Auftrennung ebenfalls nicht

zielfUhrend war.

16



3.2.2.2. Saulenchromatographie 2

Nachdem die Chloroformfraktion in SC1 erfolgreich fraktioniert worden war, wurde
eine zweite Saulenchromatographie unter denselben Bedingungen mit einer gro-
Reren Menge an Chloroformfraktion durchgefuhrt, um ausreichende Mengen der

einzelnen Fraktionen fur die Identifizierung der Inhaltsstoffe zu erhalten.

Abbildung 8: SC2

Séaule: Durchmesser: 5,5 cm
Fullhohe: 65 cm

Stationare Phase: Kieselgel 60

Mobile Phase: Chloroform/Methanol/Wasser
(75 +15+1,5)
Auftragsmenge: 3,4 g Chloroformextrakt ge-

|6st in Chloroform (aufgezo-
gen auf 10 g Kieselgel)
Flussrate: 6 ml/ 30 min

Insgesamt wurden 662 Fraktionen gesammelt.
Um die Fraktionen zu Sammelfraktionen zu vereinigen, wurde jede flnfte Fraktion
mittels DC Uberpruft (Tabelle 6, Seite 18).

17



Tabelle 6: Sammelfraktionen von SC2

Sammelfraktion | Einzelfraktionen | Menge (mg) Weiterbearbeitung
1 1-130 5,0
2 131-137 4,9
3 138-142 10,2
4 143-162 114,0
5 163-177 238,0
6 178-180 38,0
7 181-192 130,9
8 193-202 81,9 SC4 (Seite 28)
9 203-229 97.3 vereinigt mit.SF3_SC1
SC3 (Seite 26)
10 223-232 44,6
11 233-242 42,6
12 243-262 59,4
13 263-297 118.9 vereinigt mit S.F5_SC1
HPCCC (Seite 24)
14 298-307 29,8
s | wmaw | wg | esmamereser
16 338-357 120,0
v | e | sws | e
18 428-462 76,1
19 463-512 94,8
20 513-557 56,7 vereinigt mit
SF9+10_SC1
21 558-577 45,9 SC5 (Seite 30)
LC-MS (Seite 41)
22 578-622 98,2
23 623-642 28,2
24 643-662 31,2
25 Nachlauf 1001,0
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Nach Vereinigen der Fraktionen wurde eine Dunnschichtchromatographie der
Sammelfraktionen angefertigt.

Abbildung 9: DC der Sammelfraktionen von SC2

Stationare Phase: Kieselgel 60 F2s4 Fertigplatten (Merck)

Mobile Phase: Ethylacetat + Methanol + konz. Ameisensaure +
Wasser (70 + 8 +4 + 4)

Detektion: AAS

Platte: 20x10 cm

Front

SF1 2 3 4 5 6 7 8 91011 121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 C
Start

OF Chloroformfraktion

Der Vergleich mit der DC der Sammelfraktionen von SC1 zeigte die Reproduzier-
barkeit der Methode. Von SC2 wurden die Sammelfraktionen 9, 13, 15, 17, 20, 21
zur weiteren Aufreinigung ausgewahlt. Auch hier war in den ersten 5 Fraktionen
Uberwiegend Chlorophyll vorhanden, deshalb wurden auch diese und die weiteren

Fraktionen ohne deutliche Hauptkomponenten nicht weiter aufgearbeitet.
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3.2.2.3. Vereinigung von Fraktionen aus SC1 und SC2 mit Ubereinstimmen-

der Zusammensetzung

Die zur weiteren Fraktionierung herangezogenen Fraktionen wurden in zwei ver-
schiedenen DC-Systemen chromatographiert, um Fraktionen zusammenzufuhren.

Dazu wurden RP-DC-Platten verwendet.

Abbildung 10: DC-Vergleiche der zu vereinigenden Fraktionen
Stationare Phase: HPTLC-Fertigplatte RP-8 F2s4s (Merck)

Mobile Phase: 80% MeOH

Detektion: AAS

Platte: 2-mal 10x10 cm

-Front

-Start

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Banden Substanzen
SF3 SC1
SF9 SC2
SF5 SC1

SF13_SC2
SF6_SC1
SF15 SC2
SF7_SC1
SF17 _SC2
SF9+10_SC1
SF20+21_SC2

ol No|olswN| =

Die Fraktionen SF6_SC1 und SF15_SC2, sowie die Fraktionen SF7_SC1 und

SF17_SC2 wurden aufgrund der identen Hauptkomponenten vereinigt.
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Die Fraktionen SF3_SC1, SF9_SC2, SF5_SC1, SF13_SC2, SF9+10_SC1 und
SF20+21_SC2 wurden in einer zweiten DC mit einer apolareren mobilen Phase

nochmals kontrolliert.

Abbildung 11: weiterer DC-Vergleich der zu vereinigenden Fraktionen

Stationare Phase: HPTLC-Fertigplatte RP-8 F2s4s (Merck)
Mobile Phase: 100% MeOH

Detektion: AAS

Platte: 10x10 cm

-Front

-Start

1 2 3 4 ) 6

Banden Substanzen
SF3 SC1
SF9 _SC2
SF5 SC1

SF13 SC2
SF9+10_SC1
SF20+21_SC2

DR WIN| I~

Dabei zeigte sich ein sehr gut Ubereinstimmendes Inhaltsstoffmuster der Fraktio-
nen SF5_SC1 und SF13_SC2 und SF9+10_SC1 und SF20+21_SC2. Daher wur-
den auch diese Fraktionen vereinigt. Aulerdem wurden die Fraktionen zum Ver-
gleich auch mittels HPLC analysiert und die Ubereinstimmende Zusammensetzung
bestatigt.

Aufgrund der HPLC-Vergleiche konnten auch die Fraktionen SF3_SC1 und
SF9 SC2, die bei dem DC-Vergleich kein eindeutig Ubereinstimmendes Inhalts-

stoffmuster aufwiesen, vereinigt werden.
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Daraus ergaben sich folgende Fraktionen fur die weitere Aufarbeitung:

Tabelle 7: vereinigte Sammelfraktionen (SC1 + SC2)

SF20+21_SC2

Kombinierte Sammelfraktionen Sammelfraktionen Menge (mQ)

A SF3_SC1 126.7
SF9_SC2

B SF5_SC1 150.8
SF13_SC2

c SF6_SC1 163.9
SF15_SC2

D SF7_SC1 6305
SF17_SC2

E SF9+10_SC1 125.9

3.3. HPLC-Untersuchungen

Die 5 Sammelfraktionen wurden mittels HPLC auf ihr Inhaltsstoffmuster Uberpruft.
Die Fraktionen A, B und E enthielten keine Uberwiegenden Hauptkompontenten.

Diese wurden daher weiter fraktioniert (Kapitel 3.4., Seite 24-30).

In den Fraktionen C und D war jeweils eine Hauptkomponente bei den Retenti-
onszeiten 37,9 min (Fraktion C; Abbildung 12, Seite 23) und 31,6 min (Fraktion D;
Abbildung 13, Seite 23) erkennbar, sodass diese beiden Fraktionen zur Struktur-

aufklarung mittels LC-MS, MS" und NMR-Spektroskopie untersucht wurden (Kapi-

tel 3.6., Seite 35-41).
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Abbildung 12: HPLC-Chromatogramm der Fraktion C
Gerat und Methode siehe Kapitel 2.2.5. (Seite 5)
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Abbildung 13: HPLC-Chromatogramm der Fraktion D
Gerat und Methode siehe Kapitel 2.2.5. (Seite 5)
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3.4. Auftrennung der Fraktionen von SC1 und SC2

Die Fraktionen A, B und E sollten weiter aufgetrennt werden. Die Substanz, die als
magentafarbene Bande bei einem Rf von 0,5 detektiert wurde, sollte aus Fraktion
B isoliert werden.

Weiters sollten aus Fraktion A die Substanz, die als violette Bande bei einem Rf
von 0,66 und von Fraktion E die Substanz, die als violette Bande bei einem Rf von
0,19, zu sehen waren, isoliert werden (Abbildung 9, Seite 19).

3.4.1. Fraktionierung von Fraktion B mittels HPCCC

Der Grund fur die Wahl der HPCCC zur Fraktionierung war die erhoffte bessere
Trennleistung aufgrund der Verwendung eines unterschiedlichen Trennmecha-
nismus im Vergleich zu SC1 und SC2, wobei das FlieBmittelsystem in ahnlicher
Polaritat wie bei HPCCC1 und HPCCC2 gewahlt wurde.

Abbildung 14: HPLC-Chromatogramm von Fraktion B
Gerat und Methode siehe Kapitel 2.2.5. (Seite 5)
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HPCCC3:
Methode und Gerat siehe Kapitel 2.2.3. (Seite 4)
Fliemittel: Hexan + Ethylacetat + Methanol + Wasser (2/1/2/1)
Mobile Phase: Oberphase
Stationare Phase: Unterphase
Auftrageldsung: 137 mg Fraktion B in 5 ml Ober- und Unterphase des
Fliel3mittels (6+4)
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Es wurden 100 Fraktionen zu jeweils 1 ml gesammelt und jede flnfte Fraktion mit-

tels Dinnschichtchromatographie Uberpruft.

Tabelle 8: Sammelfraktionen von HPCCC3

Sammelfraktion | Einzelfraktionen | Menge (mgQ)
1 1-10 1,4
2 11-22 1,9
3 23-37 25
4 38-47 1,4
5 48-54 0,7
6 55-56 0,8
7 57-71 21
8 72-76 1,3
9 77-79 2,2
10 80-86 93,0
11 87-100 1,4

Abbildung 15: DC der Sammelfraktionen von HPCCC3

Stationare Phase: Kieselgel 60 F2s4 Fertigplatten (Merck)

Mobile Phase: Ethylacetat + Methanol + konz. Ameisensaure +
Wasser (70 + 8 + 4 + 4)

Detektion: AAS

Platte: 13,5 x 10 cm

-Front

-Start

FrBSF1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Aus dieser Dunnschichtchromatographie wurde ersichtlich, dass sich die zu isolie-
rende Substanz bei einem Rf-Wert von 0,5 wahrend der Fraktionierung zersetzt
hatte.
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Aufgrund der Zersetzung und des fehlenden Materials fur eine Auftrennung mit
einer anderen Methode, konnten die Komponenten von Fraktion B nicht isoliert

werden.

3.4.2. Fraktionierung von Fraktion A mittels Sdulenchromatographie

Die violette Komponente bei einem Rf von 0,66 sollte mittels Sdulenchromatogra-
phie isoliert werden (Abbildung 9, Seite 19).

SCa3:

Saule: Durchmesser: 1,3 cm

Fallhéhe: 85 cm

Stationare Phase: Kieselgel 60

Mobile Phase: Chloroform + MeOH + H20 (85/8/0,5)

Auftragemenge: 114 mg Fraktion A gel6st in Chloroform

Flussrate: 4 ml/ 30 min

Es wurden 37 Fraktionen gesammelt. Zum Vereinigen zu Sammelfraktionen wurde
jede funfte Fraktion mittels Dunnschichtchromatographie Uberpruft.
Nach Vereinigen der Fraktionen wurde eine Dunnschichtchromatographie der

Sammelfraktionen angefertigt.

Tabelle 9: Sammelfraktionen von SC3

Sammelfraktion | Einzelfraktionen | Menge (mQ)
1 1-6 8,5
2 7+8 15,1
3 9-11 22,5
4 12-14 17,8
5 15-18 9,3
6 19-27 9,8
7 28-37 54
8 NL 10,2
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Abbildung 16: DC der Sammelfraktionen von SC3

stationdre Phase: Kieselgel 60 F 254 (Merck)

mobile Phase: EtOAc + MeOH + conc. Ameisensaure +
Wasser (70/8/4/4)

Detektion: AAS

Platte: 10,5 x 10 cm

-Front

-Start

FrASF1 2 3 4 5 6 7 8

HPLC-Untersuchung von SF4_SCa3:

Die Fraktion SF4_SC3 zeigte nur 2 Hauptkomponenten bei der DC. Deshalb wur-
de diese mittels HPLC auf ihre Zusammensetzung Uberprift. Diese ergab zwei
Hauptkomponenten bei den Retentionszeiten 28,6 min und 63,0 min.

Abbildung 17: HPLC-Chromatogramm von SF4_SC3
HPLC-Methode siehe Kapitel 2.2.5. (Seite 5)
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Abbildung 18: UV-Spektren von SF4_SC3

a) Retentionszeit 28,6 min b) Retentionszeit 63,03 min
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Das UV-Spektrum bei der Retentionszeit von 63,01 min zeigte auf, dass es sich
bei dieser Komponente um Chlorophyll a handelte [7].

Da nur 17,8 mg SF4_SC3 vorhanden waren und eine gro3e Menge der Fraktion
Chlorophyll a war, wurde mit dieser Fraktion nicht weitergearbeitet.

Stattdessen wurde die Fraktion SF8 SC2, die ein ahnliches Inhaltsstoffspektrum
wie Fraktion A enthielt (Abbildung 9, Seite 19), mit einer Saulenchromatographie
(Sephadex® LH-20) weiter fraktioniert.

3.4.3. Fraktionierung von SF8_SC2 mit Saulenchromatographie

Aufgrund der nicht optimalen Auftrennung von Fraktion A mit Kieselgel 60, wurde
fur die Auftrennung von SF8 SC2 eine Sephadex® LH-20 als stationare Phase

verwendet, um eine Adsorption moglichst gering zu halten.

SC4:

Saule: Durchmesser: 1,3 cm

Fallhéhe: 40 cm

Stationdre Phase: Sephadex® LH-20

Mobile Phase: Methanol

Auftragsmenge: 81 mg SF8_SC2 in Methanol geldst

Flussrate: 3 ml/ 30 min

Insgesamt wurden 20 Fraktionen gesammelt.
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Um die Fraktionen zu Sammelfraktionen zu vereinigen, wurde jede funfte mittels
DC uberpruft.

Tabelle 10: Sammelfraktionen von SC4

Sammelfraktion | Einzelfraktionen Menge (mQ)
1 1-3 10,8
2 4 22,3
3 5 21,9
4 6 14,9
5 7 6,3
6 8-11 3,9
7 12-20 0,3
8 Nachlauf 0,4

Nach Vereinigen der Fraktionen wurde eine Dunnschichtchromatographie der

Sammelfraktionen angefertigt.

Abbildung 19: DC der Sammelfraktionen von SC4

stationdre Phase: Kieselgel 60 Fs4 (Merck)

mobile Phase: EtOAc + MeOH + conc. Ameisensaure +
Wasser (70 + 8 + 4 + 4)

Detektion: AAS

Platte: 10,5 x 10 cm

-Front

-Start

SF8 SF1 2 3 4 5 6 7 8
SC2
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HPLC-Untersuchung von SF2_SC4:
Da SF2_SC4 bei der DC eine deutliche Hauptkomponente bei Rf 0,66 aufwies,

wurde sie mittels HPLC auf ihre Zusammensetzung untersucht.

Abbildung 20: HPLC-Chromatogramm von SF2_SC4
Gerat und Methode siehe Kapitel 2.2.5. (Seite 5)
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Da in dem HPLC-Chromatogramm keine Hauptkomponente ersichtlich war, muss-
te davon ausgegangen werden, dass sich die Substanz wahrend der Analyse zer-
setzt hatte.

Aus Zeitgrinden wurde diese Fraktion nicht weiter untersucht.

3.4.4. Fraktionierung von Fraktion E mit Sdulenchromatographie

Die violette Komponente bei einem Rf von 0,19 sollte von Fraktion E mittels Sau-

lenchromatographie isoliert werden (Abbildung 9, Seite 19).

SC5:

Saule: Durchmesser 1 cm

Fallhéhe: 30 cm

Stationdre Phase: Sephadex® LH-20

Mobile Phase: isokratische Elution mit Methanol

Auftragsmenge: 110 mg Fraktion E in Methanol geldst

Flussrate: 3 ml/30 min
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Insgesamt wurden 10 Fraktionen gesammelt. Um die Fraktionen zu Sammelfrakti-

onen zu vereinigen, wurde jede flnfte mittels DC Uberpruft.

Tabelle 11: Sammelfraktionen von SC5

Sammelfraktion Einzelfraktionen Menge (mQ)
1 1+2 21,2
2 3 29,4
3 4 26,8
4 5 11,8
5 6-10 9,1
6 NL 11,5

Nach Vereinigen der Fraktionen wurde eine Dunnschichtchromatographie der

Sammelfraktionen angefertigt.

Abbildung 21: DC der Sammelfraktionen von SC5

Stationare Phase: HPTLC-Fertigplatte RP-8 F2s4s (Merck)
Mobile Phase: 90% Methanol
Detektion: AAS
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In Sammelfraktion 3 konnte man nur noch eine Hauptkomponente erkennen, wes-

halb diese mittels HPLC auf ihre Zusammensetzung untersucht wurde.
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HPLC-Untersuchung von SF3_SC5:

Abbildung 22: HPLC-Chromatogramm von SF3_SC5
Gerat und Methode siehe Kapitel 2.2.5. (Seite 5)
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Die Zone mit Rf 0,19 aus Fraktion E konnte in den Sammelfraktionen von SC5
nicht detektiert werden. Es war daher davon auszugehen, dass es zur Zersetzung
dieser Komponente wahrend der saulenchromatographischen Trennung gekom-
men war. Um Hinweise Uber die Hauptkomponente zu erhalten, wurde Fraktion E
mit LC-MS untersucht (Kapitel 3.6.3., Seite 41). Aullerdem wurde Fraktion E
nochmals mittels HPLC und das UV-Spektrum der Hauptkomponente naher ana-
lysiert (Abbildung 23 und 24, Seite 33).
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HPLC-Untersuchungen von Fraktion E:

Abbildung 23: HPLC-Chromatogramm von Fraktion E
Gerat und Methode siehe Kapitel 2.2.5. (Seite 5)
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Die Hauptkomponente war bei der Retentionszeit von 23,9 min zu sehen. Anhand
des UV-Spektrums konnte man erkennen, dass es sich um ein Flavonoid handeln

musste.

Abbildung 24: UV-Spektrum bei 23,9 min
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3.5. CCID-Assay

Das Methanolextrakt sowie die Chloroformfraktion, die Ethylacetatfraktion und die
MeOH/H20-Fraktion wurden auf ihre Wirkung im CCID-Assays untersucht (Abbil-
dung 25).

Dabei kam man zu dem Ergebnis, dass das Methanolextrakt, wie auch schon in
der vorangegangenen Studie [3] eine gute Wirkung aufwies. Auch die Chloroform-
fraktion wirkte in beiden Konzentrationen sehr gut, was darauf schlie3en liel3, dass
hier die wirksamen Bestandteile von Scrophularia lucida L. angereichert wurden.
Auch in der Ethylacetatfraktion sind wirksame Bestandteile enthalten, da diese
Fraktion aber keine Wirkung in niedrigerer Konzentration zeigte, konnte sie andere
Substanzen oder gleiche Bestandteile in niedrigerer Konzentration als die Chloro-
formfraktion enthalten [4]. Die MeOH/H20-Fraktion zeigte keinerlei Wirkung.

Abbildung 25: Wirksamkeit von Fraktionen aus dem methanolischen
Extrakt von Scrophularia lucida im CCID-Assay
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Nach der Fraktionierung durch SC1 und SC2 wurden die wichtigsten Fraktionen
auch auf ihre Wirkung untersucht. Hierbei zeigten alle Fraktionen einen inhibie-
renden Effekt im CCID-Assay, der beste zeigte sich bei Fraktion A (Abbildung 26,
Seite 35).
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Aufgrund dieses Ergebnisses wird das Augenmerk weiterer Arbeiten auf diese
Fraktion gerichtet sein, um die Substanzen zu isolieren, die fur diese Wirkung ver-

antwortlich sind.

Abbildung 26: Wirksamkeit von ausgewahlten Fraktionen der
Chloroformfraktion im CCID-Assay
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3.6. Strukturaufklarung mittels LC-MS und NMR-Spektroskopie

Zur Strukturaufklarung wurden die Fraktionen C und D mittels LC-MS, MS" und
NMR- Spektroskopie analysiert ’.

Fiur die LC-MS Messungen wurden dieselbe Saule und derselbe Gradient wie bei
den HPLC-Analysen (Tabelle 2, Seite 7) verwendet.

Abhangig von den zu untersuchenden Fraktionen wurden MS"-Scan-Experimente
automatisiert im DDA-Modus (data dependent aquisition) (Bedingungen siehe Ka-
pitel 2.2.7., Seite 6) durchgefuhrt.

7 Die dazugehdorigen Spektren der einzelnen Verbindungen befinden sich im Anhang.
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3.6.1. Strukturaufklarung von SL1 (=Koelziosid)

Substanz SL1 war chromatographisch fast einheitlich in Fraktion C enthalten.

Die Substanz konnte mittels LC-MS im Positiv- und Negativionenmodus nicht
fragmentiert werden und wurde direkt analysiert. Dazu wurde Ammoniumacetat
hinzugeflgt.

Durch die MS-Analyse konnte das Molekulargewicht von 810,4 Da ([M+NH4]* =
828,4) bestimmt werden.

Im MS?-Scan trat ein Masseverlust von 379,2 Da auf, welcher, in Zusammenhang
mit den NMR-Daten, auf eine Abspaltung des Iridoids mit dem Zucker hindeutete.
Im MS3-Scan war ein Verlust der Masse von 60 Da zu sehen, welcher typisch fur
einen Acetylrest ist. Weiters kam es zu einer Abspaltung eines Fragments mit 148
Da, was auf eine Zimtsaure hindeutete.

Mit NMR-Spektroskopie und der MS-Analyse konnte die Substanz SL1 als Koelzi-
osid identifiziert werden (Abbildung 27).

Die gemessenen 'H-NMR und "*C-NMR-Daten korrelierten weitgehend mit den
Daten aus der Literatur [8].

Koelziosid wurde zuerst in Scrophularia koelzii nachgewiesen [8]. Weiters kommt
es auch in Scrophularia deserti vor [9].

Abbildung 27: Koelziosid

Chemical Formula: C41H46017
Molecular Weight: 810,79
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Tabelle 12: "TH-NMR- und 3C-NMR-Daten von Substanz SL1 in MeOH-d4; 291,1 K

Position H (ppm) JH.H (Hz) 13C (ppm) [3C-Vergleich?®
1 CH 5.116 do.7 95.13 95.11
3 CH 6.409 d59/d1.8 142.50 142.47
4 CH 5.108 d59/d4.7 103.18 103.18
5 CH 2.522 d76/d79/d45/d1.8 37.17 37.13
6 CH 4.105 d8.2/d1.0 84.92 84.91
7 CH 3.707 d1.0 59.45 59.43
8 C --- - 66.55 66.53
9 CH 2.606 d7.6/d9.7 43.28 43.23
10 CH2 4.168 d13.2 61.43 61.40
3.828 d13.2
B-Glc
1 CH 4,786 d7.9 99.71 99.68
2 CH 3.273 d7.9/d9.2 74.82 74.77
3 CH 3.406 d9.2/d8.8 77.67 78.58
4 CH 3.260 d8.8/d9.8 71.78 71.71
5 CH 3.323 d9.8/d21/d6.7 78.65 77.61
6 CH2 3.920 d21/d11.9 62.96 62.91
3.631 d6.7/d11.9
a-Rha
1 CH 5.173 d1.8 97.80 97.77
2 CH 5.501 d1.8/d3.5 71.41 71.38
3 CH 5.454 d3.5/d10.1 70.88 70.84
4 CH 5.262 d10.1/d9.8 72.42 72.38
CO --- --- 171.88 171.87
CHs 2.048 s 20.73 20.74
5 CH 4.099 d9.8/q6.3 68.07 68.03
6 CHs 1.270 d6.3 17.74 17.74
17 | C 135.51 135.43
2'/6° | CH | 7.638 m 129.52 130.04
315 CH 7.419 m 130.08 129.50
4 CH 7.424 m 131.83 131.82
7 CH 7.756 d 16.0 147.78 147.74
8 CH 6.673 d 16.0 117.96 117.92
9 C - - 167.37 162.32
1”7 C - - 135.42 135.35
2’6" | CH 7.506 m 129.37 129.98
3”/5” | CH 7.340 m 130.00 129.35
4” CH 7.360 m 131.72 131.71
7’ CH 7.618 d 16.0 147.39 147.37
8” CH 6.422 d 16.0 117.86 117.84
9” C - - 167.17 167.14

8 Quelle: Bhandari S. P. S., Mishra A., Roy R., Garg H. S. (1992) Koelzioside, an iridoid diglycoside from

Scrophularia koelzii. Phytochemistry 31, (2): 689-691. 37



3.6.2. Strukturaufklarung von SL2 (=Scrovalentinosid)

Substanz SL2 als Hauptkomponente in Fraktion D wurde mittels LC-MS, MS" und
NMR-Spektroskopie als Scrovalentinosid identifiziert.

In der LC-MS konnte die Substanz nicht fragmentiert werden, da diese protoniert
und deprotoniert nicht stabil war. Man konnte dadurch nur das Molekulargewicht
von 752,3 Da bestimmen.

SL2 wurde daraufhin direkt in die MS infundiert. Dazu wurde zu SL2 Ammoniu-
macetat hinzugefugt, damit sich die Substanz protonieren lie3 und so eine Frag-
mentierung ermaoglichte. Hier wurde das Molekulargewicht mit 752,3 Da ([M+NH4]*
= 770,3) nochmals bestatigt.

SL1 und SL2 fragmentierten ahnlich, wodurch man davon ausgehen konnte, dass
sie eine ahnliche Struktur aufweisen.

Im MS2-Scan sah man den gleichen Massenverlust (von 379,2 Da) wie bei SL1.
Dies wies auf das Iridoid mit dem Zucker hin. Zusatzlich wurde eine Masse von
162 Da abgespalten, was auf den Verlust des Zuckers allein schlie3en liel3.

Im MS3-Scan war ein Masseverlust von 60 Da zu sehen, was wiederum auf einen
Acetylrest schlieRen lie. Weitere 60 Da wurden abgespalten, was auf einen zwei-
ten Acetylrest hinwies.

Ein Masseverlust von 178 Da wies auf die Abspaltung einer methoxylierten Zimt-
saure und von 238 Da auf die Abspaltung von einem Acetylrest mit der methoxy-
lierten Zimtsaure hin.

Aufgrund der Masse und des Fragmentierungsmusters konnte davon ausgegan-
gen werden, dass es sich bei SL2 um Scrovalentinosid handelte (Abbildung 28,
Seite 39). Bestatigt wurde dies mittels NMR-Spektroskopie.
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Die "H-NMR- und 3C-NMR-Daten von SL2 stimmten mit den aus der Literatur be-
kannten Daten weitgehend Uberein [10].

Scrovalentinosid wurde erstmals in Scrophularia auriculata ssp. pseudoauriculata
nachgewiesen [10]. Weiters kommt es in Scrophularia nodosa vor [11]. Fur die

Substanz konnten antiinflammatorische Effekte nachgewiesen werden [12].

Abbildung 28: Scrovalentinosid

4'

—0

Chemical Formula: C35H44018
Molecular Weight: 752,71
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Tabelle 13: "TH-NMR- und 3C-NMR-Daten von Substanz SL2 in MeOH-d4. 2981
K

13C-Vergleich

iti 1 13
Position H (ppm) JuH (Hz) C (ppm) (ppm) °

1 CH 5.099 d9.6 95.12 95.20
3 CH 6.398 d6.0/d1.8 142.49 142.40
4 CH 5.094 d6.0/d4.5 103.18 103.20

5 CH 2488 [d7.7/d7.9/d45/d1.8|37.17 37.10

6 CH | 4.067 d8.2/d1.0 84.91 85.10

7 CH 3.671 d1.0 59.45 59.50

8 C 66.53 66.50

9 CH 2.589 d7.7/d9.6 43.29 43.30

10 | CH2 | 4.156 d 13.1 61.40 61.60

3.820 d 13.1
B-Glc

1 CH | 4.777 d8.0 99.70 99.80

2 CH 3.265 d8.0/d9.2 74.82 74.80

3 CH 3.401 d9.2/d8.8 77.67 77.70

4 CH 3.253 d8.8/d9.9 71.78 71.70

5 CH 3.319 d9.9/d21/d6.7 78.65 78.50

6 CH2 | 3.919 d2.1/d11.9 62.96 62.90

3.628 d6.7/d11.9
a-Rha

1 CH 5.076 d1.8 97.77 97.80

2 CH 5.304 d1.8/d34 71.23 71.40
cO 171.67 171.60

CHs | 2.163 s 20.69 20.80

3 CH 5.361 d3.4/d10.2 70.64 70.60
cO 171.64 171.60

CHs | 1.928 s 20.61 20.80

4 CH 5.170 d10.2/d9.9 71.99 72.10

5 CH | 4.072 d9.9/q6.3 68.28 68.40

6 CHs | 1.217 d6.3 17.77 18.00
1’ C 128.10 127.90
2/6° | CH 7.571 d8.8 131.24 131.20
3/5 | CH 6.958 d8.8 115.48 115.50
4 C 163.42 163.30

OCHs3 | 3.832 s 55.90 55.80
7 CH 7.677 d 15.9 147.39 147.40
8’ CH 6.375 d 15.9 115.06 115.10
o C 167.93 167.90

9 Quelle: Giner R. M., Villalba M. L., Recio M.-C., Salvador Mafiez S., Gray A. |., Rios J. L. (1998) A New Iridoid
40 from Scrophularia auriculata ssp. Pseudoauriculata. Journal of natural products 61, (9): 1162-1163
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http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Gray%2C+A+I
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3.6.3. Informationen Uber Fraktion E durch LC-MS

Um Informationen uUber die Hauptkomponente von Fraktion E zu erhalten, wurde
diese mittels LC-MS analysiert. Dabei konnte ein Molekulargewicht von 504 Da
bestimmt werden. Im Positivionen-MS? sah man einen Masseverlust von 15 Da,
was auf ein Methylradikal schlieen lie®. Diese sind spezifisch fur phenolische
Methoxygruppen und kommen in Flavonoiden vor, sind sonst aber selten. Die ver-
bleibende Masse von 285 Da deutete auf das radikalisierte Aglykon des Flavono-
ids hin. Weiters trat im Positivionen-MS? ein Verlust von 204 Da auf. Dies wies auf
eine Acetylhexosylgruppe hin. Diese Ergebnisse deckten sich mit denen des Ne-
gativionenmodus.

Aufgrund des typischen UV-Spektrums und der Korrelation mit den MS-Spektren,
konnte davon ausgegangen werden, dass die Hauptkomponente ein Flavonoid ist.
Aufgrund des hohen Anteils von 2“-O-Acetyl-Homoplantaginin im MeOH-Extrakt
[4] und der Ubereinstimmung des MS-Spektrums von Fraktion E mit dem MS-
Spektrum von 2°-O-Acetyl-Homoplantaginin, konnte man darauf schlieen, dass
es sich bei der Hauptkomponente von Fraktion E um 2°“-O-Acetyl-Homoplantaginin
handelt [4].

Damit konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Hauptkomponente von Fraktion
E nicht um die violette Bande bei einem Rf von 0,19, sondern um die I6schende
Bande unter UV 366 nm bei Rf von 0,68 handelte (Abbildung 29).

Abbildung 29: DC von Fraktion E
Stationare Phase: Kieselgel 60 F2s4 Fertigplatten (Merck)
Mobile Phase: Ethylacetat + Methanol + konz. Ameisensaure +
Wasser (70 + 8 +4 + 4)
Detektion: AAS (a) und Naturstoffreagens A/PEG (b)
Platte: 20x10 cm
a) b)
i -Front-

—> -

- Start -
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, aus der Chloroformfraktion eines methanoli-
schen Extraktes von Scrophularia lucida Inhaltsstoffe mit inhibierender Wirkung
auf die gap-Bildung im CCID-Assay zu isolieren und identifizieren.

Es erfolgte eine Vorreinigung von 140 g methanolischem Extrakt durch Ausschut-
teln mit verschieden polaren Losungsmitteln, um die storenden Inhaltsstoffe wie
z.B. Chlorophyll, Fette und Wachse zu entfernen.

Daraus gingen 14,9 g Chloroformfraktion hervor, die im Zuge dieser Arbeit weiter
mittels Saulenchromatographie (SC1 und SC2) fraktioniert wurde.

Dabei entstanden jeweils funf Sammelfraktionen, die zur weiteren Aufarbeitung
verwendet wurden, da nur wenige Komponenten bei der Untersuchung mittels DC
und HPLC nachweisbar waren. Die Fraktionen von SC1 wurden aufgrund des i-
denten Inhaltsstoffmusters mit den entsprechenden Fraktionen von SC2 vereinigt.
Mit Fraktion B wurde eine HPCCC durchgefuhrt, um eine magentafarbene Kom-
ponente bei Rf 0,5 zu isolieren. Diese Komponente war aber nicht stabil und konn-
te nicht isoliert werden.

Fraktion A wurde mittels Saulenchromatographie, mit Kieselgel 60 als stationare
Phase, weiter fraktioniert. Hierbei wurde eine Fraktion (SF4_SC3) mit zwei Haupt-
komponenten erhalten. Der Hauptanteil konnte als Chlorophyll a identifiziert wer-
den. Diese Fraktion wurde nicht weiter bearbeitet.

Die Fraktion SF8 SC2 wurde zur weiteren Auftrennung auf Sephadex® LH-20 als
stationare Phase aufgetragen, um Adsorptionen zu vermeiden.

Allerdings konnte keine Komponente in ausreichender Menge und Reinheit fur die
Strukturaufklarung gewonnen werden.

Eine erneute Gewinnung und Aufarbeitung von Fraktion A konnte aus Zeitgrinden
nicht mehr durchgeflhrt werden, ware aber flr weitere Arbeiten von Interesse.
Fraktion E wurde ebenfalls mittels Sdulenchromatographie an Sephadex® LH-20
aufgetrennt. Das HPLC-Chromatogramm wies daraufhin, dass sich die zu isolie-
rende Substanz wahrend der HPLC-Analyse auf der Saule zersetzt hatte.

Aus Zeitgrinden wurde Fraktion E mittels LC-MS analysiert, um Informationen
uber ihre Inhaltsstoffe zu bekommen. Dabei wurde festgestellt, dass die Substanz
mit einem Rf-Wert von 0,19 nicht die Hauptkomponente war, sondern eine 16-

schende Bande unter UV 366 nm bei einem Rf-Wert von 0,68, die auch in der
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Ethylacetatfraktion vorhanden war und als 2“-O-Acetyl-Homoplantaginin identifi-
ziert wurde [4].

Die Fraktionen C und D wurden zur Identifizierung und Strukturaufklarung mittels
LC-MS, MS" und NMR-Spektroskopie untersucht. Hierbei konnte in der Fraktion C
Koelziosid und in Fraktion D Scrovalentinosid als Hauptkomponente aufgeklart

werden. Es handelt sich bei beiden Substanzen um sehr seltene Iridoidglykoside.
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5. Zusammenfassung

Die in dieser Diplomarbeit untersuchte Scrophularia-Art, Scrophularia lucida L.,
findet wie auch andere Arten dieser Gattung, Anwendung bei entzundlichen Er-
krankungen und Hauterkrankungen, beispielsweise in der traditionellen turkischen
Medizin [1,2].

Da bisher keine Daten zu den Inhaltsstoffen von Scrophularia lucida vorlagen,
war es Ziel dieser Arbeit, Komponenten zu isolieren und zu identifizieren sowie

ihre inhibierende Wirkung im CCID-Assay zu uberprufen.

Durch Ausschutteln mit verschieden polaren Losungsmitteln wurde das vorhande-
ne methanolische Extrakt des Krautes von Scrophularia lucida fraktioniert. Im

Rahmen dieser Diplomarbeit wurde die Chloroformfraktion weiter aufgetrennt.

Die Fraktionierung der Chloroformfraktion erfolgte mittels Saulenchromatographie.
Dabei wurden zwei Fraktionen mit nur einer Hauptkomponente gewonnen.

Diese Fraktionen wurden mittels LC-MS, MS" und NMR-Spektoskopie auf ihre
Identitat hin untersucht, wobei die Hauptkomponente von Fraktion D als Haupt-
komponente Scrovalentinosid, ein sehr seltenes Iridoidglykosid, aufwies. Fraktion
C enthielt einen geringen Anteil von Scrovalentinosid, als Hauptkomponente wur-

de der seltene Naturstoff Koelziosid eindeutig identifiziert.

Vier weitere Fraktionen wurden mittels Saulenchromatographie und HPCCC wei-
ter aufgetrennt. Dabei konnten keine weiteren Substanzen isoliert werden. In einer
Fraktion konnte 2“-O-Acetyl-Homoplantaginin als Komponente mittels LC-MS

identifiziert werden.

Damit liegen erstmals Daten zum Iridoidmuster von Scrophularia lucida L. vor.
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6. Summary

Scrophularia lucida L. as well as other kinds of this genus, are applied in inflam-
matory diseases and skin deseases, for example in the traditional Turkish medi-
cine [1,2].

Due to the fact that no data on the secondary metabolites of Scrophularia lucida
were available until now, the goal of this thesis was the isolation and identification

of compounds with inhibitory effects in the CCID assay.

Fractions of a methanolic extract of the aerial parts of Scrophularia lucida were
prepared by partition with different solvents. The chloroform fraction was further

fractionated in this thesis.

The fractionation of the chloroform fraction was performed using column chroma-
tography. Two fractions with only one main component were obtained during that
process.

Those fractions were examined by LC-MS, MS" and NMR spectroscopy, resulting
in the identification of scrovalentinoside, a very rare iridoidglycoside, as the main
component of fraction D. Fraction C contained a small amount of scrovalentino-

side, but the rare natural compound koelziosid as the main component.
Four further fractions were seperated via column chromatrography and HPCCC.
However, no other pure substances were isolated during those processes. In one

fraction 2“-O-acetyl-homoplantaginin was identified by LC-MS.

This is the first report of iridoidglycosides in Scrophularia lucida L.
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Anhang

Anhang 1. MS-Spektren im Positivionenmodus von SL2
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SL2, MS-Spektren von oben nach unten: Positivionen-MS'; MS? des [M+NH4]*
bei m/z 770,3; MS3 (m/z 770,3 - 391,1 =)
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Anhang 2: MS-Spektren im Positivionenmodus von SL1
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Anhang 3: MS-Spektren im Positivionenmodus von Fraktion E
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Anhang 4: MS-Spektren im Negativionenmodus von Fraktion E
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Anhang 5: 3C-NMR Spektrum von SL1 in MeOH
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Anhang 6: *H-NMR Spektrum von SL1 in MeOH
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Anhang 7: Ausschnitt H-NMR Spektrum von SL1
6,0-7,8 ppm
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Anhang 8: Ausschnitt H-NMR Spektrum von SL1

4,4-6,2 ppm
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Anhang 9: Ausschnitt H-NMR Spektrum von SL1
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Anhang 10: Ausschnitt *H-NMR Spektrum von SL1

0,9-2,6 ppm
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Anhang 11: HMBC-Spektrum von SL1 in MeOH
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Anhang 12: HSQC-Spektrum von SL1 in MeOH
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Anhang 13: NOESY-Spektrum von SL1 in MeOH
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Anhang 14: COSY-Spektrum von SL1 in MeOH
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Anhang 15: 13C-NMR-Spektrum von SL2 in MeOH
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Anhang 16: 'H-NMR Spektrum von SL2 in MeOH

m

-

65



Anhang 17: Ausschnitt *H-NMR Spektrum von SL2
6,4-7,8 ppm
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Anhang 18: Ausschnitt *H-NMR Spektrum von SL2
4,6-5,9 ppm
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Anhang 19: Ausschnitt *H-NMR Spektrum von SL2
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Anhang 20: Ausschnitt *H-NMR Spektrum von SL2
1,2-2,6 ppm
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Anhang 21: HMBC-Spektrum von SL2 in MeOH
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Anhang 22: HSQC-Spektrum von SL2 in MeOH
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Anhang 23: NOESY-Spektrum von SL2 in MeOH
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Anhang 24: COSY-Spektrum von SL2 in MeOH
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Anhang 25: HPLC-DAD-Chromatogramm der Chloroformfraktion

|
~
% -8
% -8
j -9
-8
S -2
<
£
2
: +—
28
T S N N T
< < ] ™ ol ~ — =

74



Curriculum vitae

Name:
Geburtsort:
Staatsangehorigkeit:

Eltern:

Ausbildung

1996-2000

2000-2008

09.06.2008

seit 01.10.2008
Oktober-danner 2013/14

Praktika

Sommer 2005
Sommer 2006
Sommer 2007
Sommer 2008
Sommer 2009
Sommer 2009, 2010

Sommer 2011, 2012, 2013

Lisa Schweighofer
Melk

Osterreich

Reinhard Schweighofer
Angelika Schweighofer

Volksschule Melk

Stiftsgymnasium Melk

Matura

Universitat Wien - Diplomstudium Pharmazie
Praktische Arbeit der Diplomarbeit am
Department fur Pharmakognosie der

Universitat Wien

Sommerspiele Melk

Ardex Loosdorf

EVN Melk

Finanzamt Amstetten-Melk-Scheibbs
Krankenhaus Melk
Herz-Jesu-Apotheke St. Pdlten
Landschaftsapotheke Melk



	1. Einleitung und Zielsetzung
	2. Material und Methoden
	2.1. Material
	2.2. Methoden
	2.2.1. Vorreinigung des methanolischen Extraktes
	2.2.2. Säulenchromatographie
	2.2.3. HPCCC
	2.2.4.  Dünnschichtchromatographie
	2.2.4.1. Stationäre und mobile Phasen
	2.2.4.2. Detektionsverfahren

	2.2.5. High Performance Liquid Chromatography
	2.2.6. CCID-Assay 4
	2.2.7. Massen-Spektrometrie 5
	2.2.8. NMR-Spektroskopie 6


	3. Ergebnisse
	3.1. Durchführung der Vorreinigung des Extraktes
	3.2. Fraktionierung der Chloroformfraktion
	3.2.1. HPCCC (High Performance Current Counter Chromatography)
	3.2.1.1. Wahl eines geeigneten Fließmittelsystems
	3.2.1.2.  HPCCC1
	3.2.1.3. HPCCC2

	3.2.2. Säulenchromatographie am Kieselgel
	3.2.2.1. Säulenchromatographie 1
	3.2.2.2. Säulenchromatographie 2
	3.2.2.3. Vereinigung von Fraktionen aus SC1 und SC2 mit übereinstimmender Zusammensetzung


	3.3. HPLC-Untersuchungen
	3.4. Auftrennung der Fraktionen von SC1 und SC2
	3.4.1. Fraktionierung von Fraktion B mittels HPCCC
	3.4.2. Fraktionierung von Fraktion A mittels Säulenchromatographie
	3.4.3. Fraktionierung von SF8_SC2 mit Säulenchromatographie
	3.4.4. Fraktionierung von Fraktion E mit Säulenchromatographie

	3.5. CCID-Assay
	3.6. Strukturaufklärung mittels LC-MS und NMR-Spektroskopie
	3.6.1. Strukturaufklärung von SL1 (=Koelziosid)
	3.6.2. Strukturaufklärung von SL2 (=Scrovalentinosid)
	3.6.3. Informationen über Fraktion E durch LC-MS


	4. Diskussion
	5. Zusammenfassung
	6. Summary
	7. Literaturverzeichnis
	8. Abbildungsverzeichnis
	9. Tabellenverzeichnis

