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Abstract (Deutsch

Caesalpinia sappareine strauclartige Pflanzgist in weitenTeilen Slidostasies verbreité
Dort wird sie haufig traditioneltur Behandlungon verschiedenen Erkrankungen eingesetzt.
Um zu eruieren welche Inhaltsstoftke heilende Wirkung auslésen, wie die Pflanze
eingehender untersucht. Die polareren Komponenten wurdearamgegangeneArbeiten
untersuchtZur Gewinnung apolarerer Komponenten wurdefdiirennung degthanolischen
Extrakts mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographi¢digh Performance Liquid
Chromatography, HPLCpptimiert. Es konnterfinf Fraktionen isoliertwerden die die

Ausgangsbasis fur weitere Untersuchungen tetde

Im Anschluss wurden die isolierten Fraktionen auf ihre anéimfhatorische \ivksankeit
untersucht. Einéliesbezigliche \ivkung konnte bei allegewonnenen apolareré&maktionen
festgestelltwerden Die untersuchte Interleuki6 Reduktion der Fraktionen, bei einer
Konzentration von 100 pg/mieichie von 40 bis 756. Zwei Fraktionen(F 10 und F 11jviesen
im Zuge detntersuchung auf antiinflammatoriscWérksamkeitzytotoxische Wirkungen auf.
Aufgrund dessBefundswurdenbeide Fraktionen awdine antikarzerogenaVNirksamkeit an
drei verschiedenen Kbszelllinen geaeset. BeideFraktionenzeigten(in einer Konzentration
von 100 pg/mlleineantikarzerogenéVirksamkeitauf alle untersucten Krebszdllinien Die
hdchste Wirksamkeibei den Versuchemvurde an einer kLaZelllinie (F 107 36 %
Uberlebende KrebszelleR 117 24 %Uberlebende Krebszellergie schwachste Wirksekait
auf eine Caco2 Zelllinie (F 107 56 % uUberlebende Krebszellen, Fil#0 % uberlebende

Krebszellen) ermittelt

Abschliefend wurdedie Lagerungsbestandigkeitedisolierten Fraktionen getesteDabei
wurde eine hoheStabilitat im trockenen Zuand, aber nur eine eingeséahkte

Lagerungsstabilitat im gelosten Zad festgestlit.
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Abstract (Englisch)

Caesalpinia sappais a shruHike plant that is common in Southeast Asia. There it is frequently
used as a traditional traent of various diseases. The aifithis thesis is to identify which
ingredients of the plangéxet bioactivity The more polar components have already been
investigated in previous theses. To obtain the more nonpolar components, the fractionation of
the ethanolic extract was optimized. Five fractions were isolated, which formed the basis for

thefollowing analysis.

Subsequently, the isolated fractions were examined for thekinflatinmatory activity. A
relevant efficacy has been observed &k of the more nonpolar fractions. The examined
interleukin6 reduction ranged from 40 to 75 %. Two fractigRs10 and F 11) showed a
cytotoxic effect during the investigation for amtflammatory efficacy. Due to this finding, the
two fractions were tested for amtancer activity in three different cancer cell lines. Both
fractions showed anticarcinogenic @oties at a concentration of J0§/ml in all tested cancer

cell lines. The highest efficacy was measured in the experiments with a HeLa cell liné (F 10
36 % surviving cancer cells, F 1124 % surviving cancer cells), the weakest efficacy with a

Caco2cell line (F 10i 56 % surviving cancer cells, F 1140 % of surviving cancer cells).

Finally, the storage stability of the isolated fractions was tested. A high stability in the dry state,
but only limited storage stability in a dissolved state wereatied.

Vi
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1 Einleitung

Alternativzur Wirkstoffentwicklung im Labor spielt die Gewinnung wirksamer Substanzen aus
der Natureine wichtige RolleDiesen natirlichen Wirkstoffa kommtrund um die Welt seit
Jahrtausenden in der Behandlung von Erkrankumjje® groRe Bedeuturgyu. Eine solche

tradierte Wirkung hat in Fernost zum Beismak Sappanhalz

Caesalpinia sapparst einestrauclartige Pflanzedie in weitenTeilen Siidostasiesverbreitet
ist. In ihren Heimatregionen wird sie seit langem zur Behandlwmy verschiedene
Krankheiten und Symptomesingesetzt. Neben devielfaltigentraditionellen Einsatz wurden
in verschiedeen Untersuchungamter anderemantiinflammatorischél], antikonvulsive[2]
und antibakterielld3] Wirkungen afgezeigt. Um genauer festzustellen weldhigaltsstofe
der Hlanze pharmazeutischWirkungenhaben ist die Isolierung und Untersuchung eimegl

Komponentervonnaéten.

Verschiedene polarere Komponentien Pflanze wurden bereggwonnen und beziglich ihrer

antiinflammatorischen Wirkung erfolgreicimtersuat.

Im Rahmen dieser Arbeiterdenapolarere Komponentefer Pflanzeaus einem ethanolischen

Auszugisoliert und gezielauf antiinflammatorische und antikanzerogene Wirkgeigstet

Um eventuelle Instabilitadten der Pflanzenausziige bei einem Einsatzedlkakhent vorab
bewerten zu kdnnen, werden Stabilitatsuntersuchungen in verschiedenen Lésungen und als

Trockensubstanz durchgefuhrt.



1.1 Caesalpinia sappain Vorstellung der Pflanze

Caesalpinia sappaist eine immergring2] strauch oderbaumartige bis zu 6 m hohe Pflanze,
die zur Familie der Caesalpiniaesgehdrt.Die Pflanze isflaumig behaart, bis auf die alten

Aste, diese tragen auffallige und dichte Lentizefidn

Abbildungl Illustration von Caesalpinia sappdBh]
Sie stammt aus Asien, der genaue Ursprungstalierdingsunbekanntin der Literatur werdn
verschiedene Orte genannt. Kultiviert wird sie heute in Indien, Thailand, Indonesien, China,

Myanmay aber auch in Per6].

Dashauptsachlich verwendeikernholz ist orange taund sehr hartm asiatishen Raum wird

es wlksmedizinisch als Teegetrankter anderem zur Behandlung von Schmerzen eingesetzt
Ebensowird die Pflanzeh&ufig in der Ayurveda verwende{6]. Besonders durch ihren
volksmedzinischen Einsatz tragt sie nicht nur den botanischen N&aesalpinia sappan
sondern ist aucSu uNfjifer Cd e m aN asiie Thaildnebbkanmtg i

WissenschatftlicheUntersuchungen, die aufgrundhrés verbreiteten volksmedizinischen
Einsatzes durchgefuhrt wurden, zeigten folgende Wirkungen der Pflanze

Antioxidativ [6]
Antiinflammatorisch1, 9, 10]
Antibakteriell[3, 11]
Antikonvulsiv[2]
Antiallergisch[8]
Antioxidativ [12]
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1 Antikanzerogenl3]

Es wurdenbereits einige Kompomgen ausdem Sappaholz isoliert und identiziert. Viele
Berichte haben gezeigt, dass die meidiekannterKomponenten phenolisch sind und sich

strukturell in vier Gruppen untilen lassen. Diese vier sind:
Brazilin, Chalkone, Protosappanin und Homoisoflavon{ildé

Brazilin ist ein sauerstoffiiger, phenolischer Heterozyklusler alsHauptkomponente des
Holzes angenommaenird[6]. Es konnten dieser Komponentbereits mehrere Wirkungen in
verchiedenen $idien nachgewiesenerden wie zum Beispiel antiinflamatorische[1] und
antibakterielle Wirkungin seiner reinsten Form ist Brazilin eine farblose Substanziafibei

Kontakt mitSauerstoff oder mildealkalischen Oxidationsmittelrot verfarbt[3].

Traditionell wird das Holz in erster Linie algissrige ZubereitungingesetztEs hat siclaber
in Studien gezeigt, dass ein alkoholischer &ktreire etwas grol3ere Aktivitaaufweist

(zumindest in Zusammenhang mit der antibakteriellen Wirk[8]g

1.2 Entstehung derEntziindung

Eine Entzindung ist ein Abwehrmechanismus des Korpers, als Reaktion auf schadigende
Einflisse die verschiedenste Ursachen halkénnen.Es wird dabei unterschieden zwischen
mechaischa, chemische und physikalische Einflissen. Weitere Ursachen einer

Entziindungsreaktion kénnen Mikroorganismen oder Fremdkorpel&gin

Bei einer Entzindung wird zechen der akuten und der chronischen Entziindung

unterschieden. Im weiteren Verlauf wird nur die akute Entziindetglliertervorgestellit.

Die akute Entziindung ist eine meist lokal begrenzte Reaktion, die sich mit den seit dem
Altertum bekannten Symptomeeigt[16]:

Rubor (R6tung)
Calor (Warme)

Tumor (Schwellung)

= =4 4 =
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Als Reaktion auf einen der oben genannten schadigenden Einflisse, werden im Gewebe
Mastzellen und im Blut basophile Granulozyten aktiviert. In der Folge degranulieren die
Mastzellenund die in den Granula gespeicherten Entziindungsmeshaterden freigesetzt.

Im weiteren Verlauf werden durch ein Zusammenspiel verschie#gaiatoren eine erhdhte
Vasodilatation, eine erhdohte Permeabilitédt des Endothels und eine Reizung der Nozizeptoren
verursacht, die das Auftreten der Symptome eeklaDabei bewirkt die Erhdhung der
Vasodilatation eine Rotung und Erwarmung des Gewebd3urch eine Erhéhung der
Zellwanddirchlassigkeiterfolgt ein Ausstréomen proteinhaltiger Flissigkeitodurch das

Gewebe anschwillt. B Reizung der Nozizeptoren fuhrtrzempfindung desschmerze[15].

Am Entzindungsort entstehen aus Monozyten Makrophagen, deren Hauptaufgetbares

dieser Stelledie Ausloser der Entziindung zu phagozytieoerd enzymatisch abzubauen.
Wahrenddessen schiitten Makrophagen weitere Entziindungsmediatoren aus, wie zum Beispiel
Interleukin6 und TNR [17].

Sobald die schadigende Ursache beseitigt ist, kanemtziindete Gewebe abhei|&h].

I nterleukin -6

Interleukin6 (IL-6) kann den proinflammatorischen Zytokinen zugerechwetrden [18].
Verschiedene Zellen, unter anderem Endothelzelleizellen und Monozyten bzw.
Makrophagen produzierenlL-6 [19]. Studien zeigen, dass esine groRe Rolle bei der
Entwicklung von Akutphase Proteinen spiglie sie zur Abwehrreaktion des Kdrpers benétigt
werden[20]. Bei einer akuten Entziindung fordert es die Expanmund die Aktivierung von
T-Zellen urd die Differenzerung von B-Zellen[21].

Es zeigen sich Hinweise, da$L-6 auch eine zentrale Rolle bei der Entwickig von

chronischen Entziinduegspielt[22].

1.3 Makrophagen RAW 264,7

Die Makrophagen RAW 264,3ind aufgrundvon empirisch festgestellteRrgebnisse eine

sehr geeigete zuverlassigeund oft genutzte Zellliniejnsbesonderen Bezug auf die



Stimulation mitLipopolysaccharid (PS) [23]. Daher wurden sie auch in dateser Arbeit

zugrunde liegendeNersuchen verwendet.

Die RAW 264,7 (ATCC® TIB7 1 E) Z el | e nkrophagend Zelinien die abbaeiner
mannlichen erwachsenen Maus (BAB/14) extrahiedrden [24]. Die Zellen wurde
anschlielendiit dem Abelsa Maus Leukamie Virus infiziert. Efolgteeine Tumorbildung,
aus dem diese Zéhie entnommenvurde[25]. Die Zellen sind inAbbildung 2 bei niedriger

und hoher Konfluenz abgebildet.

ATCC Number: TIB-71 ™
Designation: ~ RAW 264.7

Low Density Scale Bar = 100um High Density

Abbildung2 RAW 264,7 Zelllinie, dargestellt bei nigger und bei hoher Zelldichte (ATCC Collection, 20[26]
Morphologisch sind die Maophagen als adhéarent wachsende Zelllinie zu betrachten.
Allerdings kann sich wahrend des Watums eine Mischung aus anhaftenden und

suspensionsartig verteilten Zellen ausbilden. In sehr dicht bewachsenen Zellkulturen kénnen
sich einzelne Zellen ablésen und in das Medium Uberg@dén



1.4 Krebszelllinien

In den folgenden Abschnitten werden die fir diese Arbeit verwendetehskelllinien

vorgestellt.

1.4.1 Kolorektalkarzinomzelllinie ( Caco-2)

Das Kolorektalkarzinomehorte 2012 bei Mannern zu den fanfihaufigsten diagnostizierten
Krebsarter{27]. Die Entstehung eines solchen Karzinoms erfolgt meist aus anfangs gutartigen
Darmpolypen, die im weiteren Verlauf entartBie Therapie erfolgt in erster Linie als radikale
Tumorentfernung, wobei der nachstgelegene Lymplamebenfalls entfernt wirdVird der

Tumor sehifrihzeitig erkannt, liegt die b Jahresiuberlebensrdiei Uber 90% [28].

Caco2 Zellen (stammen aus einem Kolorektalkarzinom) sind, eméer Forschungéaufig
verwendete Zelllinie, die unter anderem genutzt wird eine Vohersage der problemlosen

Absorption von Arzneistoffen im Intestinum zu treff@89].

Die Zellen Cace? [Caco2] (ATCC HTB-37E), die einem Adenomkarzinom enthommen

wurden, stammen von einem 72 jahrigen mannlichemnkigsief30, 31}

ATCC Number: HTB-37
Designation: Caco-2

HOATCC|

High Density

Scale Bar = 100pum Scale Bar = 100pm

Low Density

Abbildung3 Caco2 Zellen bei geringer Zelldichte (links) und bei hoher Zelldichte (rechts) (ATCC Collection,[32]L4)

Morphologisch haben Ca& Zellen keine einheitliche Struktur. Eseten verschiedene
Zelltypen in der Kultur in Erscheinung (vghbbildung 3). Die meisten sind kubisch oder
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ahneln in ihrem Aussehen Epithelzelles treten auch einigeiesenzellen auf. Des Weiteren
ist es nicht alblich, dass die Zellen Vakuolen ausbilden. Sobald die Zellen konfluent sind,
scheinen sie eine klare Grenze zu haldem, die Zelle ist zur nachsten durch einen kleinen

Zwischenraum abgegren&i].

1.4.2 Mammakarzinomzelllinie (MCF-7)

Brustkrebs gehdetlaut dem WHO World Cancer Report zu den haufigsten bei Frauen
festgestellten Krebsarten im JaB012 [27]. Fur die Entstehung eines Mammakarzinoms
kénnen unter andereimormoneverantwortlich gemacht werdeeberauch Umwelteinflisse

und die ErndhrungDie Wahrscheinlichkeit an Brustkrebs zu erkranken ist in westlichen
Industrienationen um deFaktor sechs hoher, als in asiatischen Land&ndenhormonella
Einflussfaktorersind essowohl endgere, als auchexogeneHormone Ein endogeneFaktor,

der einen Schutz darzustellscheinfist eine frihe Schwangerschdttie werdende Mutter ist
junger alsl8 Jahrg wohingegen eine spate Menopause das Risiko an Brustkrebs zu erkranken
erhoht. Zu den exogenen Faidn gehdren orale Kontrazeptivad Hormonersatztherapien

der Menopausg28].

Die Mammakarzinoreelllinie MCF7 stellt die erste erfolgreiche Extraktion einer
Brustkrebszelllinie dar, bei der es gelang die freischwimmenden Zellen in eine stahiteeZelll
zu Uberfuhref33]. Da dieseDurchbruchder Michigan Cancer Foundation gelang, wurde diese
Zelllinie MCF genannf34].

Die Zelllinie MCR7 (ATCC® HTB-22E) ist einem metastasierenden Brustkrebs ef®er
jahrigen Kaukasierin entnommen wordeMCF-7 Zellen sind eine langsam wachsende
Zelllinie, die als lose anhaftendizeidimensimale Cluster mit einigen loseaper lebenden
Zellen erscheinf33, 35] Abbildung4 ist eine Darstellung der Zellen bei niedriger und hoher
Zelldichte.



ATCC Number: HTB-22
Designation: MCF-7

oarco ey

Low Density

& e g
Scale Bar=100um  High Density 100um

Abbildung4 MCF-7 Zellen bei niedriger Zelldichte (links) und bei hoher Zelldichte (rechts) (ATCC Collection,[3614)

1.4.3 Zervixkarzinomzelllinie (HelLa)

Ein Zervixkarzinom eswird der Gebarmutterhals befallemehdrtebenféis zu den finfam
haufigsten beFrauen diagnostizierten Tumorg2i’]. Die Ursache fir den Tumast in fast
allen Fallen eine Infektion midumanen Papilloma Viren, besonders 15 Subtypen sind als
tumorinduzierend eingestuft word¢8i7]. Die meisten Karzinome am Gebarmutterhals werden
durch regelméaRige Vorsorgeuntersuchungen bereits im FrihstadiunnteiRabei ist die

Heilungschance als sehr hoch einzustyig&j.

HelLa Zellen (dem Zervixkarzinom entnommen) waren die erste menschliche Zelllinie, die in
Kultur genommen werden konnte. Seitdemt k& sich zu einer der meist genutzten
menschlichen Zelllinien in der Forschuagtwickelt. Entnommen wurden diese Zellen 1195

der Patientin Henrietta LackBurch die durchgefiihrte Anonymisierung erhielten die Zellen
daherdie Kurzbezeichnung HeLEB8]. Durch HelLa Zellen gelang es, einen Isipff fir
Kinderlahmung zu etablieren, da sich der Poliovirus in HeLa Zellen stark vermehren kann und

die Zellen durch die Infektion mit diesem Virus zugrunde g¢&eh

HelLa Zellen zeigen einepitheldhnliche Struktur (siebfbbildung5). In geringer Zelldichte
haben sie eine etwas langlichere Fobobald die Kultur jedoch annédhernd Konfluenz erreicht,
werden die Zellen eher langlich kubisch. Bei staider Konfluenz erscheinen mehr rumithel
abgeldstéebendeZellen[40-42].



ATCC Number: CCL-2
Designation:  Hela

Low Density Scale Bar=100ym  High Density Scale Bar = 100um

Abbildung5 HelLa Zellen bei niedriger Zelldichte (links) und bei hoher Zelldichte (rechts) (ATCC Colle2ibf)[43]



1.5 Zellviabilitatstest (MTT i Test)

Um eine Einschatzunglariberabgeben zu kdnnen, otlie getesteten Substanzesine
zytotoxische Wirkung habenund um die Zellzahl abschatzen zu kdnnenydwein
Zellviabilitatstest durchgefuhrt. Fur diurchfihrung wird das Tetrazalnsalz MTT, 3(4,5
dimethylthiazoi2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid, verwendet. Es wird nur in aktive
Mitochondrien also von lebenden Zelleayfgenommen, wobei dasi Anfang schwach gelbe

Sdz zum dunkelblauen Formazan umgesetzt wird. Uber diese Farbreaktion lasst sich ein
guantitativer Ruckschluss auf die Menge der lebenden Zellen ziehen, indem eine

photometrishe Vermessundurchgefuhrt wird44].

1.6 Enzymelinked ImmunosorbentAssay (ELISA)

Der in dieser Diplomarbeit verwendete ELISA ist ein sogenannteivdeh ELISA.

Hierfir wird de Platte mit eiem spezifishen Antikdrper beschichtet, dessen Antigen
guantifiziertwerden sollSo ist es mdglich den Test auf ein bestimmtes Antigechdufihren,
ohne dass das Probamgisch vorher aufgetrennt werden muss ersten Schritt bindeted
Analyt (in diesem Fall die Zytokinegpezifisch an den fur ihn vorgesehenen Antikdrper. Im
nachsten Schritt werden nicht gebundene Proteine abgewaschen und ein zweiter spezifischer
Antikdrper wird zum Reaktionsgemisch zugegel®ies istder Deektionsantikdrper, der fur
das Zytokinspezifisch istund hieran bindef45]. Im nachsten Schritt bindet das mit einer
Meerrettichperoxidase (Horseradishpedase, HRP)erbundene Avidin an das Biotin des
Detektionsantikorpers. Im letzten Schritt wird durch da®Hihe Farbreaktion katalysi§46,

47]. Die Intensitat derentstehenderFarbe kannphotometrisch vermessen werdefur
Durchfiihrung des ELISAsieheKapitel 2.4.
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2 Material und Methoden

2.1 Extraktion

Der Extrakt wurde alslazeratdeszerkleinerterCaesalpima sapparHolzes mitEthanol 1006
(Merck, Deutschlandhergestellt Die Konzentratiordes Mazeratansatzkg) bei 100y/I. Das
Kernholz vonCaesalpinia sappamurde in der Chiang Mai Provina Thailandgesammelt
und durch einen Vergleiamit dem Musterbleg (No. 871631) in der Herbarien Fachgruppe
der Pharmazie der Chiang Mai Universitigntifiziert Als Kurzbezeichnung dgSaesalpinia
sappanExtraktswird in der weiteren Arbeit CSE verwendet.

Das Sappanholavurde mit der entsprechenden Menge Ethametsetztund unter stetigem
Durchmischen mittels eines Magnetruhrstdbchens fir 24 Stunden bei Raumtemperatur
mazeriert. Um ein zu starkes Verdunsten des Ethanols zu verhindern, wurde das Gefald
abgedeckt.

Nach Ablauf von 24 Stunden wurde der Extrakt in eingmierten Kolben filtiert und am
Rotavapor zur Trockene eingedampfir die Durchfiihrung der Versucheirde die bendtigte
Mengedes so gewonnen Extraktst Losungsmittelersetztund unter Einsatz des Vorter

Losung gebracht
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2.2 Hochleistungstissigchromatographie (HPLC)

Zur Analyse und Auftrennung des Sappanholzextrakts kam eine Reversed Phase HPLC zur

Anwendung

2.2.1 Analytische HPLC

Die analytische HPLC setzt sich aus folgenden Komponenten zusafhateilel):

System UltiMate 3000 RS (Thermo Scientific)

Ki net e X8E5 um PartikelgroRe, 100 A,150 x 4,6 mm

(Phenomenex)

Stationare Phase

Eluent A:
0,1 % Trifluoressigsaure (TFAReagent Plus, Sigma
Aldrich)
5 % Acetonitril (CherrLab NV)

Mobile Phase Wasser (HPLC Reinheit)

Eluent B:
0,1 % Trifluoressigsaure (TFAReagent Plus, Sigma
Aldrich)
Acetonitril (ChemLab NV)

Saulenéemperatur 40 °C
Detektionswellenlange 280 nm
Flussrate 0,5 ml/min
Injektionsvolumen 20 pl

Tabellel Komponentewnd Bedingungeder analytischen HPLC
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2.2.1.1 Analytische HPLC von Caesalpinia sappan

Zur Herstellung der Untersuchungslésung wurde so viel Extrakt geldst, sdds®ine
Konzentration von 1 mg/milrgabh Um die Auflosung zweschleunigen wurdenreiVortex
bzw. das Ultraschallbadu Hilfe genommenVor der Injektion in die HPLC wurde die so

gewonnene Lésung zentrifugiert, um eine grolRtmagliche Partikelfreihgaveéhrleisten.

2.2.1.2 Gradientenoptimierung

Die vorangegangem Arbeiten zeigten eineentzimungshemmendAktivitat der apolagren
Gesamtfraktionvon Caesalpinia sappanUm die Aktivitat der isolierten Komponenten
eingehenderuntersuchen zu kénnerwurde im Rahmen dieser Arbeit zunéchst eine

Optimierung de#iPLC Gradienten fiir den apolaren Betedurchgefihrt

Die Optimierungerfolgte auf Grundlage des bereresrwendeterGradienten fur die Analyse
der polaeren Komponenten von Caesalpinia sappan Insgesamt waren 12
Optimierungsschritte nétjgim eineausreichend e Trennungderapolaeren Kommnenten

zu ermdglichen.

Der bisher fur die polaren Komponenten verwendete Gradient iskabelle2 abgebildetBei
dem hier verwendeten Laufmitt@dlM) handelt es sich um eine Eluentenmischung alterein
polarenEluenten (A)und einem apolaren Eluent@®). Die Zusammensetzung der Eluengen
und B ist in Kapitel 2.2.1 dargelegt.Der in Tabelle 2 angegebene Verlauteigt die
Konzentrationsveranderung des apolagmenen angegeben in Prozeim,Abhangigkeitvon
der Zeit.

Gradient _ . . o .
Verlauf (%0Anteil Laufmittel B in Abhangigkeivonder Zeit)
(polaree Komponenten)

0 % B (0 min), 17,5 % B (30 min),
100 % B (50 min), 0 % B (52 m),
0 % B (54 min)

Tabelle2 Ausgangsgradierit Gradient dempolareren Komponenten angegeben als Konzentrationsverlauf
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Der Ausgangsgradieritat zu Anfang einen sehtachen Verlauf, da hierbei der Anteil des
apolaren Laufmittel® bis zu Minute 30 langsam agfn Anteil von 17,5 %steigt. Danach
erfolgt innerhalb von 20 Minuten ein Anstieg auf 100 % der KoreptanB. anachfallt der
Anteil des apolaren Eluent@merhalb von zwei Minuten auf 0,.%am die Saule fur die nachste

Prdoe zu aqilibrieren.

In Tabelle3ist der flr den apolaren Bereich demesalpinia sappa@esamtextraktoptimierte
Gradient gezeigt. Dieser ist zeitlich gesehen verklrzt und besatelefmteil des aptaren

Laufmittels ist deutlich schneller erhoht worden.

Gradient _ _ _ o _
Verlauf (%0Anteil Laufmittel B in Abhangigkeivon der Zeit)
(apolaree Komponenten

0 % B (0 min), 17,5 % B (5 min), 20 % B (10 min),
30 % B (20 min), 35 % B (25 min), 100 % B (26 min),
0 % B (28 m), 0 % B (31 min)

Tabelle3 Optimierter Gradient Gradient derapolareren Komponenten angegeben als Konzentrationsverlauf

Der fur den apolaren Bereich optimierte Gradient zeigt einen innerhalb von finf Minuten und
damit rasche Anstiegvon Eluent B auf 17,5 %Die Steigerung auf 35 % Anteil B verlauft ab
diesem Zeitpunktangsamer35 % B sind nach 25 Minuten erreichiburch den langsamen
Anstieg der apolaren Komponente ist eine Auftrennung der gpefalKomponenten maglich.

Im Anschlussandie langsame Steigerurgjeigt der Anteil va B innerhalb von eingvlinute

auf 100 %, um alle zurtickgebliebenen apolaren Rickstznmdder Sauleu entfernen.

In Abbildung 6 ist der Verlauf der Gadienten vor und nach der Optimierung schematisch

gegenubergestellt.
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Abbildung6 Schematische Darstellung der HPI&adientervor und nach der Optimierung

2.2.2 Praparative HPLC

Fur die praprative Auftrennung des Extrakiwurde fir die Gewinnung der Fraktionen
folgendesSystem verwenddi abelle4):

System UltiMate 3000
_ Hypersil GOLDE, 5 Om P a(Therink
Stationare Phase o
Scientific)
Eluent A:
_ 0,1% TFA, 5% Acetonitril, Wasser
Mobile Phase
Eluent B
0,1% TFA, Acetonitril
Saulenéemperatur Raumtemperatur
Detektionswellenlange 280nm
Flussrate 20 ml/min
Injektionsvolumina 250l bis 1500pl

Tabelle4 Komponentemind Bedingungeder praparativen HPLC
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2.2.2.1 Praparative HPLC von Caesalpinia sappan

Zur Herstellung desaufzutrennendenExtrakts wurde der getrocknete Ruckstamd
entsprechenden Loésungsmittel (vf.2.2.9 durch Vortexen gelést und durch einen
Spritzenvorsatz filtriert um Kleinstpartikel abzutrennelie Endkonzentratiomles geldsten

Trockenextrakts voaesalpinia sappawaren 100 mg/mbder200 mg/ml.

Da die praparative Saule einen grof3eren Durchmesser als die analgtifekest muss der
optimiere Gradientan diese Bedurfnisse angepasst werden. Es wird einerseits eine hohere
Durchflussrate bendtigt, andererseits muss der Bereich des 100 % Anteils des Eluenten B
verlangert werden, da sonst die Gefddasteht, dass Reste des Extrakts auf der Saule
zurtickbleibenDer fur diepraparative HPLC verwendete Gradient isfTabelle5 dargelegt

und inAbbildung7 schematisclabgebildet.

Gradient _ _ _ o _
Verlauf (%Anteil Laufmittel B in Abhangigkeivon der Zeit)
(apolaree Komponenten

0,5 % B (0 min), 17,5 % B (5 min), 20 % B (10 min),
30 % B (20 min), 35 % B (25 min), 100 % B (26 min),
100% (30 min), 0,5 % B (31 min), 0,5 % (37 min)

Tabelle5 Gradient der praparativelPLC fiir die apolareren Komponenten, angegeben als Konzentrationsverlauf
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Abbildung7 Schematische Darstellung des Gradienten fur die Auftrennung mittels praparativer HPLC
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Sobald eie Substanz mit Hilfe des Dioden Array Detakt erkannt wird, in demdasvom
Detektor ausgesandtecht absorbiert wird, wird auf dem angeschlossenen Computermonitor
ein Peak sichtbarBei Auftreten eines Peaks wurdesda diesem Momentus der Saule
ausflielende Gemisch aus Laufmittel und Pypbeeils getrenntoneinanderin Eprouvetten

gesammeltDie Aufarbeitung der so gewonnéraktionen(F) wird in Kapitel2.2.2.2gezeigt.

2.2.2.2 Aufarbeitung der Fraktionen

Nach erfolgreicher Gewinnung der Einzelfraktionen mittelp@ritiver HPLC wurden diese
zunachst am Rotavapor eingeengt, um den Anteil des nicht wassrigen Losungsmittels zu
verringern. Im néchsten Schritt wurden die eingeengten Fraktionen, nachdem die Eprouvetten

mit Parafilm abgedeckt wurden, beR0 °C tiefgefroen.

Nach 247 stiundigerLagerung im Gefrierschrank wurde der Parafilm mit kleinen Léchern
versehen, damit die Flussigkeit entweichen konnte. Die Eprouvetten wurden in einen Kolben
gegeben und an den Lyophilisator (Heto PowerDry LL3000aggén,um die Faktionen zu
lyophilisieren. Die lyophilisierten Fraktionen wurdejewogen undin Eppendorfgefalien

gelagert.

2.2.3 HPLC Methode zur Uberpriifung der Reinheit

Die Untersuchung deReinheit wurdemit Hilfe der analytischen HPL@Nnd demin 2.2.1.2
beschriebenenptimierten Gradientedurchgefuhrt. Dazu wurden die FraktionenDMSO
(Sigma Aldrich) oder Acetonitril 25 % gel6st und in die HPLC mittels Autosam@dtimate
3000)injiziert.

Zur Bestimmung der Reinheit wurden diginzelpeakflachen der jeweils auftretenden
Fraktionenins Verhaltniszur Gesampeakflache gesetzt, wobei die Flache aller Peaks a%100

angelmmmen wude. Je grof3er der Anteil der gewiinschten Fraktion ist, desto reirsay. ist
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2.2.4 HPLC Methode zur Bestimmung derStabilitét der Fraktionen

Da sich die polareen Fraktionenvon Caesalpinia sappann vorausgegangenen Arbeitafs

instabilerwiesenwurden im Zuge dieser ArbeBtablitatsuntersuchurendurchgefihrt.

Hierflir wurden zwei Ansatze untersucht. Erstens dieebaigg der Fraktionen in Losung und
zweitens die Lagerung im trockenen Zustand. Die Lagerung der Fraktionen in Lésung wurde
in verschiedenen Lésungsmitteln durchgefiikihe Loésung wurdeso hergestelltdass das
Losungsmittel TFA enthalvgl. Kapitel2.2.4.9 und bei der zweiten Losung wurde auf AF

im Losungsmittel verzichtet @F. Kapitel 2.2.4.3. Es wurde untersuchtob sich ein
signifikanter Unterschieh der Sabilitatfeststellen lasstyenndas Lésungsmittel TFA enthalt

oder nicht

Um dieStabilitéatder apolareen Fraktionenn Losungzu untersuchenvurden zweizu lagernde
Vorréate der Loésung hergestelltjedim Abstand von sieben Tagen mittels HPLC vermessen
wurden. Vor der Probennahmélr die wochentliche Untersuchungurden die gelagerte
Lésungengevortextum einehomogen®urchmischung zgewahrleisterDer fur die Messung
verwendete Gradient war der i8.2.1.2 beschriebene.Die Lagerung erfolgte unter

Lichtausschluss.

Fur dieUntersuchung der trockenen Lagerung wurden die Fraktionen unter Lichtausschluss

getrennt voneinander gelagert und fur jede Untersuchung frisch gelost (vgl Rahided.

Zur Bestimmung der Anteile der jeweiligen Fraktionen wurden die Einzelpeakflachen der
auftretenden Substanzen ins Verhaltnis zur Gesamtpeakflache gesetzt, wobei die Flache aller

Peaks als 100 % angenommeurde.

2.2.4.1 Stabilitat der Fraktionen bei Lagerung in geléstem Zustandrfit TFA)

Zur Herstellung desu lagerndeWorrats wurde von der zu untersuchenden FraktieMenge
eingewogen, gevortext und gelésgdass eine Endkonzentration von 1 mg/méieht wurde.
Das Losungsittel hierfirwar 0,1 % TFA, 5 % Acetotil und Wasser
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2.2.4.2 Stabilitat der Fraktionen bei Lagerung in geléstem Zustandghne TFA)

In diesem Teil der Untersuchung wurde ebenfalls eine Konzentration von 1 mg/ml erzielt. Das

hierbei verwendete Losungsmittel m&a% Acetonitril und Wasser.

2.2.4.3 Stabilitat der Fraktionen bei trockener Lagerung

Um eine Aussagédaribertreffen zu kénnen, ob sich die Auflosung der Fraktionen auf die
Stabilitat auswirktwurde jede Woche einebenfalls unter Lichtausschluss gelagdttepe in
der Losungsmittelmischung 5 % Acetonitril, Wasdasch gelost und vermessen. Die

verwendeté&konzentration war 1 mg/ml.
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2.3 Zellkultur

2.3.1 Verwendete Zelllinien

2.3.1.1 Kultivierung von RAW 264,7

Die Zuchtung der Zellen wurde in Zellkulturflaschen bewetkgteDas verwendetéeMedium
war Dulbecco’s Modifed Eagles Medium (DMEMsibco, USA). Fur eine optimale
Versorgung der Zellewaren verschiedene Zusatze erforderlidaben den bereits enthaltenen
InhaltsstofferGlucose (4,5 g/L), Natriupyruvat (0,11g/LundGlutaminwurden dem Medium
Fetales Kalber Serum (10 % v/v, FBS; Gibco, UBAJGlutamin (2 %, Gibco, USA)ugefiigt.
Um einen Bakterienbefall zu verhindern wurdanicillin/Streptomycir{0,1 %, Gibco, USA)
zugesetzt

2.3.1.2 Kultivierung von Caco-2

Die Kultivierungder Kolorektalkarzinomzelllinierfolgteebenfalls in DMEM, das bereiim
vorstehenden Abschnibrgestellt wurdeEine morphologische Beschreibung erfolgte bereits
in Kapitel1.4.1

2.3.1.3 Kultivierung von MCFi7

Die Mammakarzinomzelllinie wurde iangepassten DMEMultiviert. Die morphologische

Beschreibung ist in Kapitél.4.2beschrieben.

2.3.1.4 Kultivierung von Hela

Die Kultivierungder Zervixkarzinomzelllinieerfolgte auch hierbei imangepassten DMEM.

Morphologisch wurden die Zellen in Kapite¥.3dargestellt.
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2.3.2 Grundlegende Arbeitstechniken

Fur ein optimales Wachsturder Zellen wurdensie bei37 °C, 5 % CQ und 95 %
Luftfeuchtigkeitinkubiert

2.3.2.1 Wechseldes Mediums

Da dem Medium Phenolrot als Indikator zugesetzt wukdante anhand des sinkenden pH
Werts erkannt werden, dass die Nahrstoffkonzentration abnahm und die Stoffwechselprodukte
in der ZellkulturflaschaibertandnahmenDie Farbe des Mediums veranderte sich von einem
intensiven Rot zu einem dunkleren Géliieszeigt einen bendtigteWwechsel dedMediumsan

Mithilfe einer sterilen Pasteurpipette wurde das verbrauchte Medium abgesdwgtrworfen.
Eventuell Icseundabgestorbengellen wurden im nachsten Schréntfernt, indendie Zellen

mit PBS Phosphate Buffered Saline, pH 7,2, Gibco, y§Awaschemvurden Dazu wurden
ungefahr 10 mIPBS in die Zellkulturflasche gegeben, die Flasche waagerecht vorsichtig
geschwenkt und das PBS wieder abgesaugt. Der Medienwechselduictielie Zugabe von

10 mifrischemMedium mittels Pipette vollendet.

2.3.2.2 Subkultivierung der Zellen

Wenn die Konfluaz der Zellen einen gewissen Prozentgateicht hatte dies wurde durch
eine mikroskopische Betrachturzpurteit - wurde die Subkultivierung der Zellen ndétigs
bestehtsonstdie Gefahr, dass der Toleranzwert der Populationsdichte erveichund die

Zellen absterben.

Zu diesem Zweck wurde das verbrauchte Medium mitteléestBasteurpipette abgesaugt. Wie
bereits beimNVechsel des Mediumwgl. 2.3.2.1 beschriebepwurden die Zellen gewaschen.
Bei der Subkultivierung ist dies ein besonders wichtiger Schritt, damit keine abhgesio
Zellen in die neue Kulturflasche wahleppt werden. Als nachstesrdeil ml Trypsini EDTA
(0,25 %, Gibco, USA)n die Flasche gegebamd gleichmaRig durch leichtes Schwenken
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verteilt. Fur die Makrophagen genéges sie bei Raumtemperatur fir @& Minuten zu
inkubieren. Die Zervixkarzinomzel, die Mammakarzinomzell und
Kolorektalkarzinomzelllinie benotigh fir diesen VorgangnehrereMinuten im Brutschrank

um eine genigende Ablésung zu erreichen.

Nach der jeweil®rforderlichenZeit wurden dé Zellendurch leichtes Klopfen von der Wand
gelést Nun wurden in die bereits genutzte Flasche 9 ml Medium gegeben, um wieder
Gesamtvolumen voh0 ml zuerreichenUm eine gré3tmogliche Durchmischung zu erreichen

wurde die Losung mehrfach mit der bseverwendeten Pipetengesaugt und ausgelassen.

Je nachzelllinie wurden unteschiedliche Verdinnungsstufen verwend®2ie Makrophagen
und dieZervixkarzinonzellen wurden 1:100 verdinmtazu wurden einige Tropfen der frisch
hergestellten Zellsuspensiam eine mit 10 ml frischem Medium geflillte Zalliturflasche
gegeben. Die Kolektalkarzinom und die Mammakarzinomzelllinierwurden jeweils 1:@
verdinni was bedeutet, dass59ml Medium in der neuen Kulturflasche n®t5 ml der

Zellsuspension versetaturden.

2.3.3 Untersuchung derantiinflammatorischen Wirkung mithilfe von Makrophagen

Um die entzindungshemmende Wirkung zu testen wurdle \éersuch mit der

Makrophagemelllinie durchgefihrt

Zu diesem Zweck wurde unter dem Mikroskop mithilfe einer Neubaublk&@@mer die
Zellzahl der Zellsuspension in der Kulturflasche bestimmt. Die zu erra@lehen
Zielkonzentration fir derversuchwar 2A° Zellen pro Well.Damit diese Konzentration
erreicht werden konnte, wurde die Zellsuspension entsprechend mit Medium DMEM verdiunnt

Die hergesteltt Menge wurde gleichmal3auf die einzelnen \&lls aufgeteilt.

Nach Inkubation der Platte fur 24 Stundem Brutschrank wurde die Konfluenz der Zellen
unter dem Mikroskop untersuctiRiese soll bei mindestens 40 % liegén nachsten Schritt
wurde dieProbe inderzu untersuchenddfonzentation zugegeben. Lediglich demellf das

zur Kontrolle dientewurde DMSO zugesetztum zu untersuchen, ob dies allein schon einen
Effekt hat FUr weitere drei Stunden wurde die Platte im Inkubator gelagert. Zur Stimulation
der Interleukin Ausschiittung wurde den Zellen Lipopolysaccharid (LP&saleerichia coli
0111:B4, Sigm Aldrich) in der Konzentratiod pug/mlzugesetztUm die Moéglichkeit einer
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ausreichenden Wirkundes LPSzu erzielenwurde die Platte fir weitere 24 Stunden inkubiert
[48]. Nach neuerlicher Konfluenziberprifung nter dem Mikroskop hierbei sollte die
Zelldichte ungefahr 100 % betragemjrde der Uberstand in EppendorfgefaRRe uberfiihrt und
im TiefkUhler beii 20°C bis zur Durchfiihrung des ELISAs gelagert.

2.3.4 Durchfihrung des Zellviabilitatstest (MTT T Test)

Der MTT T Testist ein Zellviabilitdtstest, mit dendie Anzahl an lebenden Zellen im
untersuchten Mediumbestimmt wird Hierfir wird Tetrazolumsalz MTT, 3(4,5
dimethylthiazol2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid, verwendet. Das zu Anfang gelbe Salz
wird durch dielebenden Mitochondrien zu einem dunkelblauen Salz (Formazan) umgesetzt.
Uber diese quantitativ vermessbare Farbreaktion sind Riickschliisse auf die Aezahl d

lebenden Zellen méglich, sobatd eine Referenzwert gib44].

Fir die Versuche wurde eine Losung von Tetrazoliumsalz in einer Konzentration von 5 mg/ml

hergestetl

Der der Wellplatte entnommene Uberstand wurde fiir den ELISA verwerlden wurde i
jedes VIl MTT Stammlésund5 mg/ml) pipettiet und die Platte bei 37C flur zweiStunden
im Brutschrank inkubiert. Im méisten Schritivurdedie Losung vollstandig abgaugt und der
Lysis PufferzugesetztDer Lysis Puffer ist aus 10 % Sodium Dodecylsulfat (SM8ck,
Deutschlanylgeldst in0,017 molarerSalzsdureusammengeset4die vorsichtige Bewegung
der Platte sorgtfir eine gleichmafiige Benetzung der Zellenlygis Puffer undsorgtedamit
fur einebeschleunigte Ablésung vom Untergrund. Die so entstan@aspension an lysierten
Zellen wurde im letzten Arbeitsschritt bei 570nm Absorptions und 690 nm
Referenzwellenlange mithilfe des Microtiterleseger@tsinite M 200, Tecan Schweiz

vermessen.

Zur Auswertung der Messergebnisedrd jeweils die Differenz der beiden gemessenen
Weéllenlangen ermitteltJeder so gewonnene Messwert wird auf den MitteldertMesswerte

der Kontrollen bezogemnwobei deser als 1006 festgelegt wird.

Der Vergleich derlebenden Zellen (angegeben in 9asst einen Ruckschluss asfne
eventuellezytotoxische Aktivitat der Testsubstarau.
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2.3.5 Optimierung der Zellzahl

Um eine optimale Zellzahl fur die Untersuchung an Krebszellen zu findemden
verschiedene Konzentrationen der einzelnen Kreliszefl in eine 96Wellplatte aufgebracht
und inkubiert. Mit Hilfe von Brazilin in der Konzentratid®0 pg/ml, bei der bekannt ist, dass
esin dieser Konzentrationytotoxischwirkt, wurde die ZeNiabilitat mittelsMTT T Test(vgl.
2.3.4) Uberpruft.

Wie in 2.3.3beschriebemwurden die Zellerausgezéahlt und mit Medium auf die gewiinschte
Konzentration verdiinnt. Getestet wurdée Konzentration A0°, 5A0°, und 1.0’ Zellen pro
Well.

Da es sich um eine erste experimentelle Annaherung handalielen verschiedene

Inkubationszeitraume mit und ohne Probe untersucht

1. Die Zellen wurden eingeséat und fur 24 Stunden inkubiert. Anschliel3erdk vaie
Probe zugefugt und die @platte fur weitere 24 Stunden inkubiert.

2. Die Zellen wurden fur 24 Stunden inkubieaite Proben hinzugefiigt und die Platfér
weitere48 Stundennkubiert

3. Die Zellenwurden fur 48 Stunden inkubiedje Proberhinzugefugt und di@latteftr
weitere24 Stundennkubiert.

4. Die Zellen unddie nach 24 Stunden hinzugeflugteroben wurden fliweitere 24
Stunden inkubiert.

Die Versuche 1 k& 3 wurden jeweils in einer 96&Nplatte durchgefuhrter vierte Versuch

in einer 24 \WlIplatte.

2.4 Enzymelinked Immunosorbent Assay (ELISA)

Mittels ELISA kann die Menge des ausgeschuttdtearleukin6 quantifiziert werden, da am

Endeder Durchfihrungeine Farbreaktioablauft die photometrisch vermessen werden kann.

Das verwendete Set ist dBEISAARe &Sdt@o ! i v o n  Riasdience Affymetaix e
Company,USA). Die fur den ELISA verwendeten Losungen whe Durchfiihrung erfolgten

nachden Angaben dederstelles.
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Im ersten Schritt wurde eine 968iplatte mit denBeschichtungsantikérpergpureantibody)
beschichtet Dazu wurden nachden Herstelerangabender erste Antikdrperund der
Beschichtungspuffeso gemischt, dasl00 plim richtigen Verhaltnisn jedesWell gegeben
werden konnterlJber Nachtvurde die Plattdei 4°C im Kihlschrank glagert.

Am nachsten Morgen wurdeed Uberstand vorsichtigbgesaugtDanach wurde die Platte
dreimal mit 200 pl Waschlésungpestehend aus 0,86 Tween 20 (Merck, Deutschlanoh

PBS geldstgewaschen, indem die zugegebene Losung jeweils eine Minutelanwielassen

wurde und dannentsorgt wurde. Nach dem dritten Waschschritt wurde die Platte
trockengeklopft. Dies erfolgte durch kurze vorsichtige Schlage der Platte auf eine aufsaugende
Unterlage. Im Folgenden wird dieser Schritt nur noch als Waschdmwétchnet.

Mit 200 pl Verdimungslosung des Sets fur jedegl\\Wdie fur 1 Stunde bei Raumtemperatur
reagieren konnten, wurden ungewinschte Reaktiabgeblockt die wahrend desLESAS

auftreten kdénnten. Im Anschluss erfolgte ein Waschschritt.

Nach demTrockenklopfen wurde in jedes&W 100 ul Probelésung pipettiert. Die Probeldsung
wurde vorher aus dem, deXersuchentnommenen, Uberstand gewonnBer Uberstand
wurde zuvorl:100 mit 1xPBS verdunnDie Platte wurde fir 2 Stunden bei Raumtemperatur

inkubiert.

Hieran schloss siclein erneuter Waschschritt an. Nach erfolgieocknung wurde der
Detektionsatikdrper, an denBiotin gebundenist, fir eine Stunde bei Raumtemperatur

zugesetz AnschlieBendvurde ein weiterer Waschschritt durchgefihrt.

Im nachsta Schritt wurde das Reporterenzym AvidinRP, (Horseradish peroxidase,
Meerrettichperoxidasalem Untersuchungswell zugesetzt. Avidin bindet in den folgenden 30

Minuten bei Raumtemperatarit hoher Affinitat an Biotin.

Erneut wird die Uberschissige Untarsungslésung abgewaschdes wurden nun 100 pl
Substrdbisung, diese enthadlt Tetramethylbenzidin  (TMB)hinzugefligt.  Die
Meerrettichperoxidase, die an das Avidin gebunden ist, bewirkt nun, dass die hinzugefiigte
Substratlésungich farblich verandert Je mér Avidin HRPund somit Zytokingebunden ist,

desto mehr Substratlosung kann umgesetzt werden, desto intensiver ist die Fderbli€he

Umsetzung erfolgt innerhalb von 15 bis maximal 30 Minuten.

Um die Reaktio zu beendenvurden 50 pl Stoplésung zuggeben. Diese enthalt enolare
Phosphorsaurd=Ur die Auswertungvurde die Platte photometristdei 450 nm und 570 nm
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vermessen. Wobei die erste Wellenlange die Messwellenlange und die zweite die

Referenzwellenlange darstellt.

Zur Auswertung wird die Diffeenz der beiden Wellenlangen gebildet. Der Mittelwbet
Messwerteder positien Kontrolle, der nur LPS zugegeben wurde, wurde dabeil00%
definiert Alle weiteren Messwete wurden aufden Mittelwert der Kontrollebezogenund

konnten so in ein prozamtlles Verhaltnis Uberfihrt werden

Im letzten Auswertungsschritt wurdeeduvorim MTT T Testermittelte Zelldichteebenfalls
berticksichtigt um Schwankungen der Zelldichte hzweine eventuelleZytotoxizitat
miteinbeziehen zu kénneHierfir wurdeder, mithilfe der Absorption, berechnete Prozentwert

der entztindungshemmenden Wirkung durch den Prozentwert der Zellanzahl berechnet.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Auftrennung von Caesalpina sappanExtrakt mittels praparativer HPLC

Nach erfolgreicher Gradntenoptimierungn der analytischen HPLC wurde derhaltene
Gradient auf digraparatie HPLC Ubertrager(vgl. 2.2.2.). Es erfolgtedie Auftrennungdes
Extraktsmittels der praparatien HPLC, bei der die Erelfraktionen geworen wurden. Die

Einzelfraktionersind in der folgenden Abbildung im Chromatogramm eingezeichnet:
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Abbildung8 Chromatogramm der praparativen Auftrennung des C.sappan Extrakts (100 mg/ml gelést in 25 %rid\cetoni
Injektionsvolumen 1000 pTrennung erfolgte ohne TFA

Zu Anfang wurde der hergestellte Extrakie in Kap2.1 beschriebenn 50 % Ethanol gelost
und mittelspraparatier HPLC aufgetrennt. Im weiteren Nauf der Diplomarbeit stellte sich
heraus, dasdurch Einsatzing mit 25 % AcCN hergestellteL6sung besser&rgebnise

bezuglich Ausbeute untrennbarkeierzieltwerden kbnnen

Die folgenden zwei Abbildungen zeigeie Chromatogramra der Trennungsvoémge unter
Verwendungler Extrake, diein EtOH 50 %(Abbildung9) undin AcCN 25 % gel6st wurde
(Abbildung 10). In beiden Fallen handelt eslsium die Konzentration von 108g/ml.
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Abbildung9 Chromatogramm der préaparativen Auftrennung des C.sappan Extrakts (100 mg/ml geldst in 50% Ethanol,
Injektionsvolumen 1000 pl)
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Abbildung10 Chromatogramm der praparativen Auftrennung des C.sappan Ex{id@smg/ml geldst in 25 % Acetonitril,
Injektionsvolumen 1000 pTrennung erfolgte ohne TFA

Hierbei ist besonders der Unterschied der Peakh6he der einzelnen Peaksichtlich In
Abbildung 9 zeigt sich von den apolareren Koomenten F 11 als héchster Pea& wirdaber

nur eineAbsorptionvon ca 120 mAlkrreicht Im Chromatogramm idbbildung 10 ist auch

hier F 11 als héchster Peak zu erkenndigser hatine Absorptionvon ca 400 mAU. Auch

alle andeen Peaks sind deutlicher zu identifizierBarch diesen Umstand verbesserte sich die
Auftrennbarkeit der Fraktionen, da die Peaks im Chromatogramm wesentlich leichter zu

erkennenwaren.
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Systematischwurdenverschiedene |ektionsvoluminauntersucht Dabe konnte festgestellt
werden dass ein Volumen von 1500 (dieheAbbildung 11) zu einer Uberladunder Saule

fuhrt, wadurchkeinegute Auftrennung mehr maoglicliar.
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Abbildungl1 Chromatogramm der pgarativen HPLC bei einem Injektionsvolumen von 1500 pl

Schlussendlich stellten si&in Injektionsvolumen vori000 pl mit einer Konzentration von

200 mg/ml geldst in AcCN 25 #ls idealeMischungbei einer Flussrate von 20 ml/min heraus.
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3.2 Reinheit der aufgetrenntenFraktionen von Caesalpina sappan

Die in der Auftrennung gewonnen Einzelfraktionen wurden auf ihre Reinheit untersucht.
Hierfir wurden die Fraktionen in deKonzentration 1 mg/mlhergestelltund mittels

analytischer HPLC und dem optimiertena@ienten (vgl2.2.1.9 vermessen.

Fraktion 6/7

Fraktion 6/7ist keinReinstoff, sondern eine Mischuageier sehr schwetrennbarer Peaks. In
der ersten Aufennung gelang diesTrennungdaher die Dppelbezaihnung dieser Fraktion.
In spaterenTrennungenwurde diese Fraktion gemeinsam gesammaelf die Ausbeuteder
EinzelpeaksiuRRerst gering waebenso drenReinheit.
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Abbildung12 Chromatogramm (analytische HPLC) der Fraktion,&l7ng/ml
In Abbildung 12 ist das Chromatogramm flir Fraktion 66ei gemeinsamer Sammiung
abgebildet. Da hierbei nur Fraktior{fetentionszeit 12,3 minind 7(Retentionszeit 12,6 min)

ersichtlich sind zeigt dieses Chromatognan éne hohe Reinheit in Bezug auf weitere
Fraktionen.
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Fraktion 8

Abbildung13 Chromatogramm (analytische HPLC) der Fraktion 8, 1 mg/ml

Der neberdem Hauptpeak 8 (Retentionszeit 15,1 mjrAnteil 78 % entstandne Peak isils
Fraktion 10(Retentionszeit 17,6 mjrAnteil 22 %) identifiziert worden(sieheAbbildung 13).
Um die Entstehung von FO zu verhinderpwurdeder Einsatz eines im Bereich der potane
Komponenten erprobtendsungsandaes untersuchtEine Trennung, beder das Laufmittel
kein TFA enthélt, war dort haufigvirkungsvoll um die Entstehunginerwiinschte Fraktionen

zu vermeidenDie Bildung von Fraktion 1konnte durch diesen Ansatz nicht verhindert
werden Alle Varianten wieserinen bestimmternteil von Fraktion 10auf, was den Schluss

nahelegt, dass F 10 wahrend der Trennung oder der Lyophilisation entsteht.
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