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Allgemeiner Teil 1

ALLGEMEINER TEIL

1 Einleitung

Seit Anbeginn der Menschheit werden Pflanzen alsilntiteel verwendef!?
Aufzeichnungen dartber existieren zwar erst sertigen tausend Jahren, vor allem aus der
Antike ®* es kann aber davon ausgegangen werden, dass miiendeing von Pflanzen als
Medizin nicht erst mit der Entstehung des Menschieisetzte. Heute weild man, dass z.B.
Menschenaffen unterschiedlichste Pflanzen fur kwratzwecke nutzef!! Und jedem
Hundebesitzer ist schon einmal aufgefallen, dass Ber gelegentlich Gras frisst. Dies hat
nichts mit einer Regenvorhersage zu tun, wie esvotksmund heil3t, sondern es steckt
vielmehr ein ,medizinischer* Zweck dahinter. Diedsgruht wohl eher auf physikalischer
Wirkung, in den meisten Fallen pflanzlicher Anwengden aber sind die Inhaltsstoffe vi€”
2,781 38 und4® der Pflanzen Grund fiir ihre spezielle Wirkung (Athng 1).

Abbildung 1. Inhaltsstoffe verschiedener seit dertike bekannter Heil- und Drogenpflanzen:
Atropin (1) aus der TollkirscheAtropa belladonng Didrovaltrat @) aus Baldrian
(Valeria officinalig, Cannabinol 4) aus Hanf Cannabis sativaund Salicylsaure3)
aus der Rinde der Weid&4lixspec.).

Derzeit sind mehrere Hunderttausend pflanzlichalistoffe bekannt, die jedoch nicht alle
fur den Menschen nitzlich sind oder sogar pharnoghsthe Wirkung besitzen. Die
Naturstoffe werden in verschiedenste Substanzkiassegeordnet. Eine der wichtigsten
Gruppen ist die der Alkaloide. Dieser Begriff wurdevar bereits 1819 gepréagt, eine
allumfassende Definition existiert aber bis hetiehtd'® In jedem Fall handelt es sich um
stickstoffhaltige meist basische Verbindungen, wbe allem (aber nicht nur) von Pflanzen
produziert werdeft!! Vertreter sind beispielsweise die Isochinofffé? Sie sind seit den
Anfangen der Phytochemie im 19. Jahrhundert bekdwreits 1804 isolierte der deutsche
Apotheker Friedrich W. A. Sertirner Morphi® ¢ Schema 1) aus SchlafmohRapaver

somniferum*3*4
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NH, - -
HO 6 7
HO HO
MeO
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HO
MeO
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somniferum
Schema 1. Die Biosynthese des Isochinolin-AlkadoMorphin §), produziert von der seit

langem vom Menschen genutzten PflaRapaver somniferur(Schlafmohn).

Moderne, heute routinemalig eingesetzte Methodenr d&rukturaufklarung
(Massenspektrometrie, 1D- und 2D-KernspinresongektBoskopie, Circulardichroismus
und Rontgenstrukturanalyse) standen zu diesemadit zur Verfligung und so wurde erst 44
Jahre spater, 1848, die korrekte Summenformel ®&itmitErst mehr als ein dreiviertel
Jahrhundert spater gelang es dann die StruktuMdeghins 6) aufzuklaren. Ursache fur die
frihe und ausgiebige Untersuchung dieses Natuestoifar die Nutzung des Opiums
(getrockneter Milchsaft des Schlafmohns) als Raumsithl, aber auch als starkes
Schmerzmittel in der Medizin, wo es heute nochimgen Féllen der Schmerztherapie zum
Einsatz kommt.

Seitdem sind ca. 2500 weitere Isochinolin-Alkaloetgdeckt worden. Die Biosynthese ist
bereits seit langem aufgeklart. Sie entstehen inlgefleinen aus der aromatischen

AminosaureL-Tyrosin 6), das wiederum aus dem Shikimisaure-Weg stamnrosiry wird
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zu Dopamin 7) umgesetzt und eine Reihe weiterer Biosynthesegtech(u.a. eine
phenoloxidative Kupplung) folgen, bis z.Bvorliegt (Schema 1}

Vor einigen Jahren wurden weitere Isochinolin-Atkde wie das Dioncophyllin A8j
entdeck{!®!" dessen Substitutionsmuster nur mit dem bekanniesyBtheseweg in Einklang
zu bringen war, wenn eine Tyrosin-ahnliche Aminosdmit anderem Oxygenierungsmuster
vorausgesetzt wurde. Viel eher schien eine polgissthe Herkunft dieser
Naphthylisochinolin-Alkaloide denkbar, die dann kuexperimentell bewiesen wurde
(Abbildung 2)!*8!

F-Typ-
2x6 )OL Faltung
Me ONa PKS
13C2—Acetat
1 '. ll J.L Il I lid .} Aji
,,,,,,,,,,,,,,,, - 60
3-C' 3‘CH3 80
= g
Losungsmittel o1~y 140
2-Cr T ' h160
10-Cr—v oo v 4-C
9-C 1-C +180

I
N
o
o

220
2D-INADEQUATE-

NMR-Spektrum
von Dioncophyllin A (8)

Kouonbaiy wnyuenb sjqnop

T T
N
> R
© o

-280

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
§1°C (ppm)
Abbildung 2. Nachweis des polyketidischen Urspaingon Dioncophyllin A 8) durch

Fitterungsexperimente niiC,-markiertem Acetat affi.-peltatumKalluskulturen und
Ermittlung des Einbaumusters durch 2D-INADEQUATE-RASpektroskopie.

Entdeckt wurden die Naphthylisochinoline in tropiec Lianen der Kkleinen
Pflanzenfamilien  Dioncophyllaceae (Krallenblattgeh$e) und Ancistrocladaceae
(Hakenastgewachse), die ihr Verbreitungsgebietem aldotropen haben. Die Verflugbarkeit
dieser Pflanzen ist bis heute (auch fir wissenslattef Zwecke) sehr schlecht:*” Erst
durch die enge Kooperation mit Wissenschaftlern aes Coéte d'lvoire (vor allem
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Prof. L. Aké Assi) und anderen tropischen LéanderfrikAs und Asiens wurde die
Untersuchung der Naphthylisochinolin-Alkaloide mdll Derzeit wird eine grol3e Anzahl
verschiedener Arten aus der Familie der Ancistdat@ae bereits im Botanischen Garten der
Universitat Wirzburg kultiviert.

Zur Durchfihrung von Biosynthese-Experimenten simsteril im  Gewdachshaus
wachsende Pflanzen oft ungeeignet, da Futterungsexgnte schwierig durchzufiihren sind.
Gezielte erfolgversprechende Futterungsexperimente Aufklarung der Biosynthese der
Naphthylisochinolin-Alkaloide waren erst nach detatitierung von sterilen Zellkulturen
dieser Pflanzen vor allem durch H. Rischer moglicbr allem die Naphthylisochinoline-
produzierenden Kalluskulturen varriphyophyllum peltatun{Dioncopyhllaceae) waren ein
groBer Fortschritt*?® Sie produzierten als einen der Hauptmetabolitenphyllin A @)
sowie die Naphthochinone Plumbagi®) (und Droseron 10). Eine weiterfihrende
phytochemische Untersuchung der Kulturen wurde glednicht vorgenommen. Dennoch
waren die Voraussetzungen fir Futterungsexperimamt&ntersuchung der Biosynthese der
Naphthylisochinolin-Alkaloide gegeben.

Das auffalligste Strukturmerkmal der Naphthylisohine ist eine Biarylachse, die sicher
durch die phenoloxidative Kupplung aufgebaut wuldie. Achsen der monomeren und auch
dimeren Naphthylisochinoline wie z.B1 und anderer dimerer Verbindungen, beispielsweise
aus der Substanzklasse der Anthrachinone (am Beid@), sind in vielen Fallen
rotationsgehindert und stellen damit ein auch hewteh oft vernachlassigtes stereogenes
Element dar (Abbildung 3%

Abbildung 3. Michellamin BX1) als dimerer Vertreter der Naphthylisochinolin-al&ide mit sogar
drei Achsen und das dimere Anthrachinon Abychindre
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Anthrachinone sind eine lange bekannte SubstarssklaSie werden, anders als die
ausschlieBlich  pflanzlichen  Naphthylisochinolin-Alkide, von Organismen der
unterschiedlichsten Reichen produziert. Der polgksthe Ursprung der Anthrachinone ist
bereits vor mehreren Jahrzehnten aufgeklart wdfdemennoch blieben hier Fragen zur
Faltung der zugrundeliegenden Polyketidkette offéaue Untersuchungen zur Biosynthese
des Chrysophanolsl® in unserem Arbeitskreis zeigten kirzlich, dasesds Molekil
Organismen-spezifisch auf unterschiedlichen PoigkBiosynthesewegen produziert
wird.?521 Aloesaponarin Il 14)!*®! lasst theoretisch sogar sechs Maglichkeiten der
Polyketidfaltung zul4 wird sowohl von pro- als auch eukaryontische Predten gebildet:
kiirzlich entdeckte Streptomyceten-Starfitid und die "Mutterpflanze” der SubstaAdpe
saponaria Durch Futterungen mit°C,-Acetat lieRe sich hier der Faltungstyp der
Polyketidkette ermitteln. Damit lie3en sich die &bgisse zur Polyketidfaltung wéahrend der
Biosynthese des Chrysophanols verifizieren.

Fur die vorliegende Arbeit leiteten sich daraugéolde Aufgabenstellungen ab:

e Produktion von insterileil.-peltatumPflanzen fur die Gewéachshauskultur, ausgehend
von sterilen Sprosskulturen

* Phytochemisch Charakterisierung der Zell- und Gekelturen vorir. peltatum

* Durchfiihrung von Fitterungsexperimenten zur Bidsgseé der Naphthylisochinolin-
Alkaloide,

« Etablierung von Zellkulturen vomloe saponariaoder anderen Aloesaponarin-Ii-
produzierenden Pflanzen

* Untersuchungen der Metabolite vAtoe saponariaind entsprechender Zellkulturen
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2 Pflanzliche Zellkulturen und ihr Potenzial

Pflanzen sind erstaunliche Lebewesen. Sie bildetehbilden (unter Berticksichtigung der
Algen) die Grundlage fur das meiste heute bekabeben auf unserem Planeten, indem sie
die Atmosphéare mit Sauerstoff anreicherten. Im Gegg nehmen sie Kohlendioxid auf, um
damit und mit der Energie des Sonnenlichtes rieditgngen Biomasse zu bilden, die
wiederum Nahrungsgrundlage fiir alle htheren unk vieedere Organismen t:*? Zudem
produzieren Pflanzen eine Fille von Sekundarmetaboldie auch dem Menschen von
Nutzen sind® Einige sehr hochwirksame Naturstoffe wie das \Visti?>®! ausCatharanthus
roseus oder Paclitax&l” aus der pazifischen Steineib&agus brevifoliy bilden die
Grundlage fur wichtige Medikamente z.B. gegen Krebs

Verglichen mit Tieren sind Pflanzen mafig komplexebewesen. Im Allgemeinen
besitzen sie nur drei Organe, die Wurzel, den Spuosl das Blatt. Bereits Goethe hat das
erkannt (Abbildung 4% Alle anderen Gebilde (z.B. Bliiten) sind aus eirmer mehreren

dieser drei Elemente aufgebéit.

s

G‘yu_ QM i ?‘gﬁ? \ Metamorphose ae Pflanzen
{ Ok o r .
3 ‘ﬂ‘— 3 % ? i

J.H.W. Tischbein,
Goethe in der Campagne

Abbildung 4. Goethe und sein Werk tber die Metgrhose der Pflanzen sowie Zeichnungen von
ihm zur Organentwicklung”

Auch histologisch sind Pflanzen wesentlich wenigemplex als Wirbeltier und Insekten.
Die meisten Zellen einer Pflanze sind zwar spesd@t, aber die so entstandenen
Gewebetypen sind weniger zahlreich als bei Ti€fénAuRerdem haben Pflanzen keine
Nervensysteme zur schnellen Informationsibertragurdjinteragieren daher oft unbemerkt
und langsam, und dennoch effektiv, mit ihrer UmWeéltEine Eigenschaft haben Pflanzen
aber fast allen anderen hoheren Lebewesen voiaesZellen sind zu jederzeit ihres Lebens
totipotent und unter den richtigen BedingungeninstPrinzip jede Zelle in der Lage eine
ganze Pflanze zu regenerieféh. Die dafiir notwendige Dedifferenzierung einer
spezialisierten Zelle ist in der Realitat allerdingel zu aufwendig und wird von vielen
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Umweltfaktoren verhindert, so dass zur Regeneratiginvon vornherein angelegte, ruhende
Meristeme zurtickgreifen wird.

Unter Laborbedingungen lasst sich diese Totipotaber sehr gut nachweisen und
nutzen™ Voraussetzung ist allerdings in allen Fallen eieries Umfeld, sonst wiirden
Mikroorganismen die aus ihrem Gewebeverband heesissgnen, ungeschitzten und
dedifferenzierten Zellen sofort als Nahrungsressaurangreifen und vernichten.
Undifferenzierte pflanzliche Zellen haben embryenal Charakte?? sie bilden mit
Nachbarzellen kein Gewebe und sind weder physitalidurch eine Cutikula) noch chemisch
(durch Sekundarmetabolite) geschutzt. Aber sietdmsidie Fahigkeit, sich unbegrenzt zu
teilen und sind damit keinem Alterungsprozess wviefien!**!

Dedifferenzierten Zellen existierten zunachst in Btanze an einem ganz bestimmten Ort
in einem Gewebeverband und eine erflllten bestimiufgabe, waren also spezialisiert und
sind nun in einen embryonalen Zustand zurickversetzden. Normaler Weise erhéalt die
Zelle Informationen von Nachbarzellen, die dazurdih dass der embryonale Charakter
aufgegeben wird und ein Gewebe als Teil eines Grgamsteht (Positionseffekt)! Bei
Pflanzen werden diese Informationen vor allem duRhytohormone (Abbildung 5)
tibertragei*” Zun&chst erkannte man fiinf Hauptgruppen von Hoemomit spezifischer
(aber auch tiberlappender) Wirkuf.

Auxine
CO,H Gibberelline
CO,H
S | ot ao
H IES 24D 1 NAA Abscisinsiure
Cytokine
Me Ethen
=
HN/\)\ \\ NH ©/\NH
OH o) N N
N >SN NZ NZ
o0 L e 98
N ” Zeatin Kinetin N ” 6-BA N ”

Abbildung 5: Die zwei fur die pflanzliche Zellkult wichtigsten Gruppen der Phytohormone:
Auxine und die Cytokine. Die natirlichen Vertresémd umrahmt, daneben kinstliche
Formen. Rechts sind weitere Hormonklassen gendbdig. Brassinolide und die
Jasmonsaure sind erst kiirzlich in den Status &hg®hormons erhoben wordéh®!
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Heute kennt man noch mindestens zwei weiter Gruppem Substanzen, die als
Phytohormone angesehen werden. Brassinosteroiddianthsmonsaure haben eine genauso
spezifische Wirkun§’*®! Fur die Zellkultur bedeutsam sind im Allgemeindremnur die
Auxine und Cytokininé***® von denen nicht nur natiirliche Vertreter existiesondern auch
eine ganze Reihe kiinstlicher Analoge gefunden wiirde

Mit dem Wissen um die Hormone war es nun moglidiangliche Zellen in vielerlei
Hinsicht zu manipulieren, obwohl dies keine menstiel Erfindung ist. Bakterien, z.B.
Rhizobium spec. oderAgrobacterium tumiface betreiben diese Art der Beeinflussung
pflanzlicher Zellen bereits seit Jahrmilliongf.Durch Zugabe von bestimmten Hormonen
lassen sich pflanzliche Zellen in einen dem embajem Charakter ahnlichen Zustand
zuriickzuversetzen oder zur Entwicklung einzelnega@e anregen (Abbildung B¥ Als
Ausgangsmaterial kann im Prinzip jeder Teil einflarize (Explantat) verwendet werden.
Durch die Wahl geeigneter Bedingungen lasst sidoritisch jede Pflanze in Zellkultur
nehmen*! Diese Aussage ist auBerordentlich verallgemeinefean so einfach ist es nicht.

Nachdem der Prozess der Differenzierung der Pflaredke prinzipiell verstanden wurde,
ergab sich die Méglichkeit ddn-vitro-Propagation von Pflanzen, die sich andernfalls nur
schwer oder langsam vermehren lassen und bislahg im industriellen Mal3stab produziert
werden konnten. Nahezu alle Zierpflanzen, aber @irciGrofiteil unserer Nutzpflanzen wird
heute auf diesem Wege erzeliff® Ein Beispiel fiir dieln-vitro-Propagation exotischer

Pflanzen wird in dieser Arbeit vorgestellt.

Explantat [ =

rel. Verhiltnis
/ | \ Auxin /Cytokinin

Spross
mit
Wurzel

Wurzel

1

Abbildung 6. Durch geeignete Hormon-Cocktails éamssich aus pflanzlichen Zellen Kalluskulturen
etablieren, aber auch die Spross- oder Wurzellbgdaduzieren. Sollen bewurzelte
Sprosse produziert werden, ist der Weg zwangsléldigiber die Etablierung von
Sprosskulturen.
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Die erste und hauptséachliche Anwendung der Kulwm ¥flanzen, Pflanzenteilen oder
undifferenzierten Zellen war also die Vermehrunig, utspringlich auch den Anstol3 fir die
Sterilkultur bereits im 19. Jh. g&b:>® Vor allem heute kann die Zellkultur dazu beitragen
Arten (die z.B. Naturstoffe wie das Podophyllotoxiroduzieren) vor dem Aussterben zu
bewahrer>**? Die sterile Kultur von Pflanzenzellen bietet ahech wesentlich mehr als nur
die Vermehrung. Heute muss man zudem bedenken, diasElache des zur Verfigung
stehenden Bodens fiur die Produktion von Lebendmittieht unbegrenzt ist, wéahrend die zu
ernahrende Weltbevdlkerung unbegrenzt wachst. RBiehE zur Produktion von Pflanzen fir
die industrielle oder pharmazeutische Nutzung wvatso immer geringer, zugunsten der
Lebensmittelproduktion. Da koénnten biotechnologeschnsatze, wie eben die Zellkultur,
Beitrage zur Abhilfe schaffef®®?!

Pflanzliche Zellkulturen kénnen relativ Jahreszeitmabhangig gehalten und genutzt
werden, z.B. fur die Produktion von Naturstoffemg @nders nicht zur Verfigung stehen
wirden*! Griunde fur die Unzugénglichkeit der Substanzen nkén sein, dass die
produzierenden Pflanze selten und ihre Kultur ukterstlichen Bedingungen schlecht oder
gar nicht moglich ist. Manche Produzenten wachsedrem langsam und ihre
Sekundarmetabolite sind entsprechend *farEs ist aber bei weitem nicht trivial,
Sekundarmetabolit-produzierende pflanzliche ZalleroOrgankulturen zu etablier&f. Aber
auch wenn diese Zellkulturen nicht den gewiinscMetabolit produzieren, kdnnen sie doch
evtl. Vorstufen liefern (z.B. Diosgenin), die dasemisynthetisch zum Wirkstoff verarbeitet
werden®® In einigen Fallen kann es sogar vorkommen, dass Zbllen Metabolite
produzieren, die die intakte Pflanze nicht (oderinusehr geringen Mengen) produziert. Ein
Beispiel dafiir wird in der vorliegenden Arbeit beseben (Kapitel 412!

Mit verschiedensten Mitteln lasst sich die Produkteiniger Metabolite beeinflussen oder
elicitieren/induzieren. Vor allem ist natitrlich d/ahl des richtigen Mediums mit der
passenden Phytohormon-Mischung von Bedeutung. Dstnes oft hilfreich, verschiedene
Zelllinien zu etablieren, denn einzelne Zellen eind derselben Pflanze kdnnen sich
hinsichtlich ihrer Produktion massiv voneinandetenscheidet” Eine solche Prozedur ist
langwierig und aufwendig und der Erfolg zu Begirer drbeiten ungewiss. Dennoch gelang
es, Metabolite wie BerberirL) in CoptisjaponicaKulturen!®® Rosmarinsaure1g)®” aus
Coleusblumeiiund Sanguinarinl{) in Zellkulturen vonPapaversomniferuri®®¥in groRem

MaRstab produzieren zu lassen (Abbildun§*).
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Abbildung 7. Sekundarmetabolite, die in groRem #§al® durch pflanzlichen Zellkulturen
produziert werden: Berberid%), Rosmarinsaurel6) und Sanguinarinl(y).

Industriellen Mal3stab hat die Produktion pflanztictMetabolite in Zellkulturen nur in
Ausnahmefallen erreicht. Das prominenteste weteeBgispiel, die Produktion von Shikonin
(18" und Alkannin 19), soll im folgenden Absatz kurz vorgestellt werdehEs sind tief
rote Pigmente, die zum Farben verwendet werdenhWyer ist aber der Einsatz in der
Volksmedizin, der Jahrtausende zurtckreicht undhaileute noch haberl8 (aus
Lithospermum erythrorhizonund 19 (aus Alkana tinctorig grof3e Bedeutung in der
Wundbehandlun§?

Im europadischen Raum wurde bereits von Hippocr@tedis 5. Jh. v. Ch.) der Einsatz
eines A-tinctoria-Extrakt zur Behandlung von Geschwiiren beschri€Ben.Die
Unterstitzende Wirkung bei der Wundheilung allgemeurde ebenfalls erkannt. Nach dem
17. Jh. ging dieses Wissen wieder verloren. Erg62®urde die Wirkung vor\.-tinctoria-
Auszigen wiederentdeckt und das wirksame Prinzip Adlkannin 19), entschlisselt.

Ahnlich weit reicht die Geschichte im fernen Ostmiick. Dort wurdel.. erythrorhizon
unter anderem in der Volksmedizin eingesetzt, ebdsnzur Wundheilung. Fur die Wirkung
verantwortlich war dagk-Enantiomer des Alkannind9), das ShikinonX8). Der Bedarf in
Asien war hoch genug, um ein Interesse an indlstri€roduktion zu wecken. Eine
einigermaRen rentable TotalsyntHé8estand jedoch nicht zur Verfiigung und es kostete
jahrelange Arbeit diese zu entwickeln. Die pflaclzé Ressource war ebenfalls beschrénkt,
Lithospermunbendtigt ca. 5 bis 7 Jahre, um genugé8adu produzieren. Daher beschéftigte
man sich in Japan, China und Korea ausfuihrlichdeit Zellkultur dieser Pflanze. Es wurde
zunachst die Biosynthese aufgeklart (Abbildund’8)Letztendlich fand man eine Methode
der pflanzlichen Zellkultur farL. erythrorhizon die kommerziell von der Mitsui
Petrochemical Company umgesetzt wufde.
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Alkanna 2 Lithospermum
tinctoria: erythrorhizon:
HO O H OH HO O HOH

Abbildung 8. Pflanzliche Naphthochinone nicht-patidischer Herkunft: Alkanninl@) und sein
Enantiomer Shikoninl@, rechts) entstammen der Kombination des Shikimesaund
Terpenbiosynthesewegs.

Wenn Zell- oder Kalluskuturen die gewlnschten Sdkumetabolite herstellen, kbnnen sie
auch fur Biosynthese-Untersuchungen genutzt. D&ediee Barrieren zur Umwelt und keine
Abschlussgewebe, also keine Cutikula und keine étpits haben, ist die Applikation von
Préakursern ist im Vergleich zur vollstdndigen Pfamecht einfach. Einen weiteren Vortell
bringt die sterile Kultur: Es wird sichergestelitass der produzierte Metabolit von den
Pflanzen selbst gebildet wird und es kann ausgesséh werden, dass Mikroorganismen den
Préakurser zerstéren. Das ist insbesondere beirkigsexperimenten mit Aminosauren oder
Zuckern von grol3er Bedeutung.

Als letzte mogliche Anwendung pflanzlicher Zellkukén soll die sogenannte
Biotransformation vorgestellt werd€f. Aufgrund spezifischer Enzyme ist die Natur der
synthetischen Chemie bei regio- und stereoselakti®eaktionen in einigen Fallen weit
voraus. Diesen Umstand kann man sich zunutze maahewie Umsetzung von billigen, gut
verfugbaren Edukten zu schwer zuganglichen undete@ubstanzen durchzufuhren, auch
wenn weder Edukt noch Produkt zu den naturlichertabtditen dieser Pflanzenzellen
zahlen’! Vor allem Hydroxylierungen, Oxidationen (von HysyeGruppen), Reduktionen
(von Carbonyl-Gruppen), Hydrogenierungen, Glucasighgen und Hydrolysen sind
moglich!”® GroRes Interesse besteht beispielsweise an ddulion spezieller Terpenoide,
die in der Nahrungs- und Kosmetikindustrie als Aaermand Duftstoffe verwendet werden.
Ein Beispiel ist das Verbeno®d — Abbildung 9)'® das von steril kultivierten Zellen der
PflanzenPsychotria brachycerasind Rauvolfia sellowiinach Zugabe von (9-Pinen 1)

produziert wird.
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Pf;:ﬁzin' z.B. Zellkulturen von
i\ ’ i\ P. brachyceras,
d\ R. sellowii

Abbildung 9: Die Umsetzung von (eHPinen @1) durch pflanzliche Zellkulturen zwmans-Verbenol
(22) und (-)-Verbenon 20), die beide in der Lebensmittelchemie, aber auckar
pharmazeutischen und chemischen Industrie eindegetden.

Moglich ist auch, durch entsprechende ExperimemeRdoduktion neuer Derivate von
bekannten wirksamen Substanzen wie dem Valdec@dpzUu erreichen, um Bioaktivitaten
zu verbessern oder fiir andere Anwendungen zu @&8enl (Abbildung 10¥% Dies wurde im
Fall des23 (Handelsname Bexffa— Fa.Pfizer) nétig, da das Medikament wegen schwerer
Nebenwirkungen vom Markt genommen werden mu&Ste.

Zellkulturen von
C. roseus, R
N tabacum u.a. —_—
H
CH,OH
CO,H
\\ \\

HN\\ HN\\ OH Me

T T = | X

Abbildung 10. Biotransformation des entzindungsihemd wirkenden Valdecoxib2® durch
Einsatz von Zellkulturen verschiedener Pflanzemardé alle in der Lage waren, diese
Substanz auf eine oder mehrere Arten zu derivegisie

Solche und andere Biokatalysen konnen allerdingeh awon Mikroorganismen,
insbesondere Bakterien und Hefen, durchgefuhrt everd

Auf Anwendungen pflanzlicher Zellkulturen im Zetta der genetischen Manipulation soll
hier nicht im Detail eingegangen werden, obwohl Bietechnologie fester Bestandteil der
Medizinpflanzen-Forschung & Insbesondre im Fall der genetischen Manipulatidnsteh
ohnehin ein System herausgebildet, dass zwar dezigle Enzym-Ausstattung der
Pflanzenzellen (oder anderer Organismen) flr desyithese ganz bestimmter Naturstoffe
nutzt, diese aber in gut kultivierbare und leiglainsformierbare Mikroorganismen ubertragt.
Die Methodik der sogenannten kombinatorischen Badle ermoéglicht es pflanzliche

Naturstoffe wie z.B. Flavonoide oder Terpenoid&ioli produzieren zu lasséfi:3"
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3 Kultur und Vermehrung von Triphyophyllum peltatum

3.1 Kenntnisstand

Entdeckt und erstmals beschrieben wuiepeltatum bereits 1928 von den beiden
Botanikern Hutchinson und Dalzi€® Sie nahmen zunachst an, dass es sich um eine dritt
Art der bereits etablierten GattunBioncophyllum handelt und verdffentlichten ihre
Entdeckung unter dem NameD. peltatum Die Zuordnung dieser Gattung zu einer
bestimmten Pflanzenfamilie fiel viele Jahre langhveer und es gab immer wieder
Umgruppierungef®® bis Airy Shaw die selbstandige Familie der Diorlglmceae
definierte, die nun die drei eigenstandigen GatumnBioncophyllum Habropetalumund
Triphyophyllummit jeweils nur einer Art enthdf® Taxonomisch wird diese Familie und
auch die der nahe verwandten AncistrocladaceaeenuQhryophyllales und in die N&he
anderer carnivorer Pflanzenfamilien wie den Drosese, Drosophyllaceae und Nepenthaceae
gestellt (Abbildung 119% Dabei haben aber abgesehen Wompeltatumalle Vertreter der

Dioncophyllaceae und auch alacistrocladusArten die carnivore Lebensweise aufgegeben.

y, Ancistrocladaceae
NS }—

' 5\‘“{ : Dioncophyllaceae
Triphyophyllum

peltatum Drosophyllaceae S Ancistrocladus
spec.

Nepenthaceae

Droseraceae

L
: T
— Plumbaginaceae RE hA

s

Polygonaceae

Frankeniaceae

Tamariaceae

Kern-Caryophyllales :
Nepenthes Rhabdodendraceae Drosera
spec. Simmondsiaceae spec.

Abbildung 11. Phylogenetische Beziehungen carewvorPflanzen innerhalb der Ordnung
Caryophyllales, bestimmt durch die single-Gen-Aralyvon matK Die beiden
Stammbaume wurde mit unterschiedlichen StatistikRdéen berechnet, fihrten aber
im Wesentlichen zum gleichen Ergebnis. Verandeshrieubl et af*®
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Der Gattungsnam@riphyophyllumbezieht sich auf die drei verschiedenen Blatt-Tiype
die im Laufe des fir Pflanzen recht komplexen Laebkgklus ausgebildet werden. Im
Jungendstadium erscheinen lanzettliche Blatterspiealig um eine gestauchte, bereits recht
frih verholzende Sprossachse angeordnet sind. Bikase kann mehrere Jahre andauern,
wobei die gesamte Pflanze nicht héher als 50 crd.Wifelche Faktoren dazu fihren, dass der
zweite Lebensabschnitt durchlaufen wird, ist biglamgeklart. In dieser Phase bildet die
Pflanze Fangorgane aus, die mit den gestieltenddriiad ihrem klebrigen Sekret denen der
GattungerDroseraund Drosophyllumrecht ahnlich sehen und ebenso funktionsttichiid. si
So konnte nachgewiesen werden, dass die Druseerihadje sind, Aminosauren wie z.B.
Alanin aufzunehmef*

Die carnivore Phase dauert nur einige Wochen. Bgsl@ar man davon ausgegangen, dass
anschlieend unweigerlich eine Verlangerung deerhadien einsetzt und die Pflanze zu
einer Liane auswachSt! wobei sie als Kletterhilfe die typischen namensgelen
Krallenblatter bildet, die ihr als Spreizklimmer sdaAufsteigen in die Baumkronen
erleichtern®?

Kultur und Vermehrung vof. peltatumerfolgten bislang kaum. Das lag und liegt vor
allem daran, dass bereits die Samen (Abbildung selyr schwer zu bekommen sind.
AulRerdem verlieren diese, wie fur tropische Pflanagisch, ihre Keimfahigkeit recht bald,
so dass zuféllig verfigbare Samen nicht verwendbad. Andere effektive Methoden zur

Vermehrung dieser faszinierenden "Teilzeitcarnimbigane existieren bislang nicht.

Abbildung 12. Selten zu bekommen: Samen Tophyophyllum peltatum.

3.2 Bewurzelung steriler Sprosse und Transfer ins Gewdshaus

Unserem Arbeitskreis gelang es im Rahmen einerrekgeperation mit Prof. L. Aké Assi
aus der Elfenbeinkiste 1997 fertile Samen zu bekemnvon denen ein Teil fur die
Gewéchshaus-Aussaat verwendet wurde. Dies fuhrtelahre 2000 zu einer blihenden
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Liane®*%! die allerdings den carnivoren Teil des Lebenszyklibersprang und nach der
zweiten Bluhphase abstarb. Einige Samen wurden WomRischer eingesetzt, um sterile
Sprosskulturen anzulegen (Abbildung 13). Diesetdieizum einen als Ausgangsmaterial fur

die Etablierung von Kalluskulturen, waren aber eigfi auch fiur didn-vitro-Vermehrung

verwendbaf?*°!
. ‘ :
] |
Biosynthese- Gewaichshaus-
Experimente In-vitro- kultur

Vermehrung

Abbildung 13. Sterile Organkultur vom. peltatum Sprosse mit Blattern des juvenilen Typs als
Ausgangsmaterial fur die Etablierung von Zellkudturaber auch fur dién-vitro-
Vermehrung der Pflanze.

Die Bewurzelung der Sprosse war selbst unter Eingatschiedenster Phytohormone, wie
sie Ublicherweise zur Induktion der Wurzelbildunggesetzt werden, schwierig und gelang
nur selterf®® Die Wurzelentwicklung erfolgte noch am ehestenréimem deionisiertem
sterilem Wasser. Allerdings bildeten auch hier car26% der Sprosse Wurzeln und konnten
erfolgreich ins Gewachshaus ausgebracht weffleber Rest starb in der Regel ab und war
fur die Weiterkultur verloren.

Bei dem routinemaf3ig durchgefiihrten Transfer deoSkulturen auf frisches Anderson-
Medium?®” wurde aber beobachtet, dass es gelegentlich &r spontanen Bildung von
Wurzeln kam (Abbildung 14). Dies geschah haufigeznn die Kulturen nicht, wie von H.
Rischer etabliert, in einem vierwochigen Turnus asggzt wurden, sondern fir einen
langeren Zeitraum von bis zu acht Wochen auf denelzonend an Nahrstoffen verarmenden
Medium gehalten wurden. In der Situation knapperdereder Ressourcen (Wasser und
Nahrstoffe) bilden Pflanzen sogenannte Suchwurmeinneue Bodenareale zu erschliel3en.
Ein ahnlicher Effekt hat nun auch b&i peltatum dazu gefuhrt, dass Adventivwurzeln
entstehen und damit kleine intakte sterile Pflanzen
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Abbildung 14. Wurzelbildung an steril kultiviertefiriphyophyllumSprossen auf verarmendem
Kultur-Medium.

Das Uberfilhren dieser Pflanzen in autoklaviertesr8&®, das mit einer N&hrlésung
getrankt war, die der Zusammensetzung des MS-Mefitirentsprach, jedoch nur 1/5 der
Konzentration an Makrondhrelementen aufwies, et#olgroblemlos. Die unbewurzelten
Sprosse wurden wie gewohnt auf frisches Andersodiwie umgesetzt und konnten
weiterkultiviert werden. Dadurch war das Problem s deMaterialverlusts bei
Bewurzlungsversuchen erstmals vollstandig beholmden.

Es war ausreichend, die bewurzeltBrpeltatumPflanzchen wenige Wochen lang steril
unter den Bedingungen weiter zu kultivieren, wie féir die Sprosskultur eingesetzt wurden.
Wahrend dieser Zeit entwickelten sich die jungelari2ien weiter und bildeten sowohl neue
Blatter als auch weitere Wurzeln. Bereits nach séxh acht Wochen war es nicht mehr nétig,
die sterilen Bedingungen beizubehalten, und die @demrng an eine insterile Umwelt konnte
erfolgen (Abbildung 15).

sterile Kulturbedingunen

GewoOhnung an
in Seramis®-Substrat

insterile Bedingungen

Abbildung 15. T.-peltatumPflanzchen nach dem Transfer in steriles Seraa)isvenige Tage nach
dem Transfer, b) ca. 8 Wochen spater, ¢) GewdhrmlaergPflanzchen an insterile
Bedingungen unter Laborbedingungen.
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Die Akklimatisierung im Gewachshaus wurde ca. 3 Btenspater vorgenommen. Zu
diesem Zeitpunkt waren die einzelnen BlattchenbisS2 cm lang. Zunachst wurde weiterhin
in SeramiS-Substrat (in normalen gértnerisch genutzten Pftaofen) im Vermehrungsbeet
mit 95 prozentige Luftfeuchte bei ca. 25 °C undd&aheizung kultiviert (Abbildung 16). Die
Belichtung wurde fiur 12 Stunden pro Tag konstaritagjen, wenn notig wurde zusatzlich
belichtet®® Zur Vermeidung von Salzstress erfolgte in deneerdfionaten keine Diingung,
wichtig war zudem das tagliche Giel3en mit Regenerads dieser Phase entwickelten sich
neue Blatter des juvenilen Typs, die allerding hiéimger als 4 cm waren. Nach einer ca.
dreimonatigen EingewOhnungszeit im Gewé&chshaus Igegfoeine Gabe von 0.5¢g
MannaCot& M6 (ein Langzeitdiinger) pro Topf, so dass die Ntiffversorgung der
Pflanzchen gewahrleistet war. Dies fuihrte nach éwuZeit auch zu neu gebildeten Blattern,

die an Lange zunahmen.

Abbildung 16. Junge Pflanzen vdn peltatumim Gewachshaus unter insterilen Bedingungen. Die
Pflanze vorn rechts wurde bereits ca. ein Jahr rziwoden Botanischen Garten
Wirzburg gebracht.

Wahrend des Sommers kam das Wachstum Nopeltatumnahezu zum Erliegen. Als
unbedingt erforderlich erwies sich eine Schattigrgagen direkte Sonneneinstrahlung, da die
Blattchen der jungen Pflanzen bei zu starker Baliep sofort verbrannten und im
schlimmsten Falle die gesamte Pflanze zugrunde dingh scheinen zu hohe Temperaturen
(Uber 35 °C) fur langere Zeit ungunstigen Einflaashaben. Mit Einsetzen des Herbstes war
ein erneuter Wachstumsschub zu beobachten, desutlicth grol3eren Pflanzen mit ebenfalls

erheblich langeren (bis 10 cm langen) Blatterntgihr
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3.3 Carnivore Organe beiT. peltatum im Gewachshaus des botanischen Gartens der

Universitat Wirzburg

Einige der neu etablierteh-peltatumPflanzen im Gewachshaus bildeten bereits ein Jahr
nach der Akklimatisierung erstmals (parallel zu een viel &@lteren Exemplar in den
Botanischen Garten Bonn) in einem europdaischen CGlesté@us carnivore Drisenblatter.
Zuvor war zu beobachten, dass die Blatter diedan®&n eine deutlich kraftigere griine Farbe
aufwiesen, bevor die carnivoren Organe sichtbachezsen. Alle anderen Jungpflanzen
behielten ihre hellgriine Farbe bei. Bisher geht atearon aus, dass carnivore Pflanzen durch
den Verdau und die Aufnahme von organischen Substarihren Stickstoff-Haushalt
verbesserf?” Triphyophylluminvestiert aber bereits vor der Bildung carnivafengorgane
Stickstoff in die Bildung von Chlorophyll. Dies vderum dient mdoglicherweise dazu,
genugend Energie fur die schnelle Biomasse-Proaluktbereitzustellen. Die Bildung der
Drisenblatter erfolgt in einem relativ kurzen Zaitm (drei bis vier Wochen) wobei die
Organe selbst kaum photosynthetisch aktiv sind.

Die Mittelrippe aller jungen Drisenblatter warervers-spiralige eingerollt (Abbildung
17), wie es auch fibrosophyllumtypisch ist. Die zukinftigen Drisen waren alsrkéegrine
Harchen zu erkennen. Wahrend der Entfaltung reitienDrisen schnell heran, so dass der
bereits gestreckte Teil der Mittelrippe alle dregkbnnten Drisentypen (groRképfig und
gestielt, mit kleinem gestieltem Kopf und sitzeridgisen) besal3, die voll funktionsttichtig
waren und bereits ihr schleimiges Sek?8t absonderten, obwohl das Organ noch nicht
vollstandig entwickelt war.

Die blattdhnlich verbreiterte Basis (Abbildung E¥scheint erst zum Ende der Entfaltung

oder danach vollstandig.

1cm 1cm

Abbildung 17. Junge carnivore Organe Vompeltatum Bei dem frihen Stadium auf dem linken Bild
entwickeln sich die Driisen gerade. Einige Tageesgdagsitzt das noch immer nicht
voll entfaltete Driisenblatt schon funktionstiichtigigisen (rechtes Bild).
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Abbildung 18. Variabilitdt der Blattspreiten-atoflen Basis carnivorer Organe vdn peltatumim
Botanischen Garten Wirzburg.

Die GroRRe und Form des Blattspreiten-ahnlichensTads Driisenblattes variierte bei den
einzelnen Organen selbst an ein und derselbenZefland lag etwa zwischen 2.0 x 0.5 cm
und 8.0 x 2 cm (Lange x Breite). Der laubblattatieil umfasste damit ca. 1/6 bis 1/2 der
gesamten Lange des Drisenblattes. Es gab ein okegprVerhaltnis von Blattbasis zu
drisentragendem Teil: je langer der Blattteil wadgsto kirzer fiel der Drusenteil aus. Die
Spitze des Fangblattes wurde von einer Drise géfalien ca. 1.5- bis 2-mal grol3er war, als
alle anderen Drusen (Abbildung 19).

In einigen Fallen gabelte sich das Fangorgan weviigeneter unterhalb der Spitze. Auch
hier fanden sich unterschiedliche AuspragungerediEsscheinung. Diese reichten von einer
zweiten etwas groRReren Drise bis hin zu einer idbett Gabelung der verlangerten
Mittelrippe. In der Literatur wird diskutiert, obsesich dabei um einen ,Vorgriff* auf die

Morphologie der Hakenbléatter handelt, deren Bléitspebenfalls gegabelt idt™!
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Abbildung 19. Jedes carnivore Organ endete inrdibergrollen Drise. Gelegentlich kam es vor,

dass sich der drisentragende Teil kurz vor dee&it unterschiedlich starkem Mal3e
gabelte.
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Mit der ersten vollstandig entwickelten Drise pradue das Fangorgan ein klebriges
Sekret, das dem Festhalten und dem Verdau klemsekien diente. Da im Wirzburger
Botanischen Garten keine Versuche zur moglicher3&gtwaiger Beutetiere unternommen
wurden, verfingen sich lediglich die in einem Gehs&ltaus Ublicherweise vorherrschenden
kleinen Insekten (Abbildung 20) wie Trauermickencig8dae) oder Zuck- bzw.
Kribbelmtcken (Chironomidae). Die Tiere wurden jeldmicht naher bestimmt. Gelegentlich
fanden sich auch die Reste von kleinen Spinnen l{Qyglpatores, ebenfalls nicht naher
bestimmt). Die Korper alle Beutetiere waren nicmof@er als 2 bis 3 mm. Viele der
betrachteten Beutetiere im Botanischen Garten devddsitat Wirzburg waren innerhalb
weniger Tage zersetzt. Die im Driisen-Sekret erghatt Verdauungsenzyffé arbeiten
demnach sehr effektiv. Schwankungen in der MengeSikretes konnten haufig beobachtet
werden, lie3en sich aber auf eine unterschiedlith @asserversorgung zurtckfuhren.

In den Botanischen Géarten Bonn vorgenommene Beusigsiee mit einer nicht ndher
bestimmten Schmeil3fliege (Calliphoridae) zeigteassd Insekten dieser Grél3e von den
Tentakeln kaum festgehalten werden konnen und som@hrscheinlich nicht zum
Beuteschema voil. peltatumgehoéren. Allerdings konnte in Bonn mit diesem Ekpent
bewiesen werden, dass es sich bei den KlebefabanTvphyophyllumum passive Fallen
handelt, die keinerlei Tentakelbewegung oder gattBlimmung nach Beutekontakt zeigten,
was durch eigene Beobachtungen bestatigt wurden diecRotfarbung der Drisen wird nicht
durch den physikalischen oder chemischen Reiz ejpéangenen Beutetiers hervorgerufen.
Wie beiDrosera oderDrosophyllumArten sind die Drisenkdpfe und ein Teil des Shielts

von Beginn an rot.
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Abbildung 20. Drusenblatter mit Beutetieren: Vdiem Trauermicken aber auch kleine Spinnen
zahlten zum Beutespektrum.

Die einzelnen Drisenblatter bendtigten ca. 3 Bigathen fir ihre volle Entwicklung und

Uberdauerten anschlieRend noch einmal einen solzZeéinaum, bevor sie sehr schnell
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abstarben (innerhalb von 2 bis 5 Tagen war dasnges®rusenblatt einschlielich des
laubblattdhnlichen Teils vertrocknet) und von deftafze abgestoRen wurden. Darin
unterscheiden sich die Fangorgane von den Jung#tetil Diese verbleiben u.U. noch
langer an der Pflanze, bevor sich durch aul3erélissd mechanisch entfernt werden.

Nach Beendigung der carnivoren Phase, in der planBf zwei bis funf Fangblatter
gebildet wurden, fielen alle Pflanzen im botanisci@arten Wurzburg aber auch in Bonn
wieder in das juvenile Stadium zurtick und bilde¢eneut lanzettliche Blatter. Demnach ist
der Ubergang von der Carnivorie in das Lianenstadnicht obligatorisch. Zieht man in
Betracht, dass Jahre zuvor, eine durch AussaaltarhaPflanze direkt vom friihen Stadium
mit lanzettlichem Laub zur Liane auswuchs, ohneajesrfrangorgane gebildet zu haben, kann
man nun davon ausgehen, dass dem Lebenszyklu3.vogitatumkein starres genetisches
Programm zugrunde liegt. Das Erreichen und Durdbtau unterschiedlicher
Entwicklungsstufen hangt von vielen, noch immer ek@mnten Faktoren ab und kann den
gegebenen Bedingungen entsprechend angepasst vkertf?
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4 Isolierung von Sekundarmetaboliten aus Kalluskultuen von

Triphyophyllum peltatum
4.1 Kenntnisstand

Aus der Familie der Dioncophyllaceae Tstphyophyllum peltatundie phytochemisch am
besten untersuchte At?% Die ersten Ergebnisse wurden von der Forschergrupp
Bruneton veréffentlicht, die das Alkaloid Triphyopln isolierten™® Die Konstitution dieses
Alkaloids wurde zwar vollstdndig und richtig ermsitt die Biarylachse als stereogenes
Element blieb aber unbeachtet und die Stereozentrenisochinolin-Teil wurden nur
unzureichend aufgeklart. In unserer Arbeitsgruppnsuchte man diese Verbindung erneut
und 2D-NMR-Experimente, CD-Spektroskopie, Rontgestiranalyse sowie Totalsynthese
filhrten zur vollstandigen Aufklarung der Strukttirt®®*%!die daraufhin in Dioncophyllin A
(8) umbenannt wurde. Zudem konnten viele weitere lalkde dieses Struktur-Typs (ein
Isochinolin gekuppelt mit einem Naphthalin) alispeltatumisoliert werder'®”! Die Achse
der Naphthylisochinolin-Alkaloide ist in vielen Hkeéh rotationsgehindert und damit ein
zusatzliches stereogenes Element. Insgesamt ndugrundelegung einer Phenoloxidativen
Kupplung acht verschiedene Mdglichkeiten ei@gt-Verknipfung denkbar (an C-5 oder C-7
im Isochinolin und C-1, C-3, C-6 und C-8 im Naphima eil).®® Entsprechend dieser
Achsen-Position erfolgt die Klassifizierung des igilaupplungstyps. Im Dioncophyllin A8}
sind die Teile des Molekiils 7,1'-gekupp&ft. Neben diesem wurden auch
Naphthylisochinoline mit einer 7,6-Verknipfung wigeispielsweise Dioncophyllin B
(24),1%9 einer 5,1'-Kupplung wie im Dioncophyllin @™ oder mit einer Biarylachse
zwischen C-7 und C-8' wie im Dioncophyllin 26) gefundend™* Die Struktur des
Naturstoffs 26 musste jedoch revidiert und als der bereits bekanKupplungstyp B,
beschrieben werdéh? Seitdem existiert die Verbindung6 lediglich als synthetisch
hergestellte SubstahZ? Zusatzlich zu den Dioncophyllinen wurden dupeltatumweitere
Naphthylisochinolin-Alkaloide, wie beispielsweiseoDcopeltin A oder Habropetalin A7)
isoliert !+ Erstmals nachgewiesen und strukturell vollstandigfgeklart wurde 27
allerdings bereits zuvor durch Anwendung der amadgen Triade (HPLC-MS/MS, HPLC-
NMR, HPLC-CD) in Habropetalum dawét'® Aus H. dawei wurde zudem ein weiteres
Dioncophyllin mit einer 7,3-Verknupfung isolierttas damit dem Kupplungstyp B8
entspricht (Abbildung 22"
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Abbildung 21. Vertreter der verschiedenen Kupptipgen der Naphthylisochinolin-Alkaloide:
Dioncophyllin A @), Dioncophyllin B @4), Dioncophyllin C 25), das bislang nur
synthetische Dioncophyllin D26) und das Dioncophyllin ER28 und M-28) mit
semi-stabiler Achsenkonfiguration.

Heute sind Uber 130 Naphthylisochinolin-Alkaloidekbnnt, deren Mehrzahl allerdings
aus Arten der den Dioncophyllaceae nahestehendenttun@a Ancistrocladus
(Ancistrocladaceae) isoliert wurden. Die Alkaloiteider Pflanzen-Familien gehdren zur
selben Strukturklasse. Nach heutigem Kenntnisstegrdlen aber von den Dioncophyllaceae
nur Isochinoline miR-Konfiguration an C-3 und fehlender OxygenierungGx6 produziert
und diese dementsprechend als Naphthylisochinol@geDioncophyllaceae-Typs bezeichnet
(Abbildung 22). Strukturen diesen Typs wurden spaber auch in Vertretern der Gattung
Ancistrocladusgefunden. Fiur Naphthylisochinoline des Ancistrdaleeae-Typs sind eirfe
Konfiguration an C-3 und eine 6-Oxygenierung chamagtisch. Zudem konnten auch
Strukturen identifiziert werden, die Hybride beidgmpen (mirR-Konfiguration an C-3 und
oxygeniertem C-6 ode®-Konfiguration an C-3 mit fehlender Oxygenierung @&6) sind und
daher auch als Hybrid- bzw. inverser Hybrid-Typ dielanet werdef*®*%% Daneben gibt es
noch eine Unterklasse der Naphthylisochinolin-Adkaé. Dieser besitzt keineC,C-
Biarylachse, sondern eind,C-Verknipfung der beiden Molekulhalften, als Beispsei
Ancistrocladinium A 29) genannt (Abbildung 22). Vertreter dieses Typsl $iislang aber nur
in der GattuncAncistrocladugyefunden wordef?**2?
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Dioncophyllaceae-Typ Ancistrocladaceae-Typ N,C-gekuppelte
Naphthylisochinolin-Alkaloide

Abbildung 22. Je ein Vertreter der vier Typen €&€-verknipften Naphthylisochinolin-Alkaloide:
Habropetalin A 27), Ancistrotectorin 80), Ancistrobrevin C §1) und Dioncolin A
(32). AuRerdem Ancistrocladinium AP{29 und M-29) als Beispiel fir die neue
Unterklasse deN,C-gekuppelten Alkaloide.

Aus Ancistrocladaceae- und Dioncophyllaceae-Pflanzarden aber nicht nur Alkaloide
isoliert, sondern auch einige sehr ubiquitéar vorkmnde Naphthochinone wie Plumbagi (
und Drosereon 10).**?® Man geht derzeit davon aus, dass die Naphthylisotih-
Alkaloide eine evolutionar relativ junge Klassegpitlicher Sekundéarmetabolite sind, deren
Biosynthese in den Pflanzen durch jegliche Form (matischem und abiotischem) Stress
unterdriickt werden karlt?* Wahrscheinlich ist es der Stickstoffeinbau, der der
Stresssituation blockiert wird. Dies kann bedeutssim, da Pflanzen allgemein, besonders
aber auf den nahrstoffarmen Bdden der Tropen ustdrecht in Notsituationen, sparsam mit
Stickstoff umgehen mussen. Unter Stress wird danmie Annahme, der ,altbewahrte* Weg
der Produktion von Abwehrsubstanzen beschritten em@ntstehen Naphthochinone Wie
und 10 oder Tetralone wi83 (Abbildung 23).

HO (0] HO (0] HO (0]
9@ Joe®

Me Me Me
9 o 10 o 33 OH

Abbildung 23. Die Naphthochinone Plumbagi®) (und Droseron 10) sowie das Tetralon
Isoshinanolon33), deren Vorkommen bereits flir peltatumbeschrieben wurde.
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Die von H. Rischer in unserem Arbeitskreis etabdier und in flissigem Medium
kultivierten Zellkulturen vonT. peltatum (aber auch vonAncistrocladus abbreviatiys
produzierten groRe Mengen Droserdf)( aber keine Naphthylisochinoliffé! Die Existenz
der Zellen in flussigem Kulturmedium unter sterilBedingungen verursacht offenbar eine
starke chemisch und (durch die permanente BeweglangKulturen) auch physikalisch
Stresssituation, die das Sekundarmetabolite-Supekim Vergleich zur intakten Pflanze
beeinflusst. Die Kultur auf solidem Medium schieend die Stressauswirkungen soweit zu
mildern, dass die Zellen nun nicht mehr ausschibltlie Naphthochinon@ und10 bildeten,
sondern auch isolierbare Mengen an Dioncophyllif@\*® Dies war vor allem fiir die
Biosynthese-Forschung einen wichtiger Fortschatterdings hatte das System noch einen
(zunachst rein praktischen) Nachteil. Als unginstig die Arbeit mit den von H. Rischer
etablierten Zellkulturen erwies sich die sehr weiclmahezu gelartige Konsistenz des
Kulturmediums. Dies fuhrte dazu, dass das Mediumerinalb eines kurzen Zeitraums (1 bis 3
Wochen Kalluskultur) einen zéhflissigen Zustandatnm oder sogar vollstandig flissig
wurde und die Zellkulturen versanken. Die Handhabuter Kulturen wurde dadurch
erschwert und die Zellen gerieten unter Sauerseoffyel, der dafiir sorgte, dass das

phytochemische Potenzial der Zellen nicht ausggsthdrde.

4.2 Anderung der Zusammensetzung des Kulturmediums

Der Sauerstoffmangel durch das Einsinken war eiiteve, vermeidbarer Stressfaktor fur
die kultivierten Zellen. Bislang wurde fur die KuttvonT. peltatumein Medium nach der
Vorschrift von Murashige und Skoo§® (MS-Medium) verwendet, dessen Makro-
Néahrelemente auf 1/5 der originalen Konzentratiedueiert wurden, darunter fallen auch
Calcium- und Magnesium-lonen. Als Geliermittel k&@elrite® (als Gellan Gum bezeichnet)
zum Einsatz, ein Polysacchali®?*?® das Ca- und Mg-lonen benétigt, um eine stabileriMat
zu bilden (Abbildung 24Y?" Die Festigkeit des Gels hangt von der Konzentnaties
Geliermittels, vor allem aber von der der Menge ciaund divalenter Kationen ab. Durch
den geringen Anteil dieser lonen in der abgewareddformulierung des Mediums konnte die
Gelierfahigkeit von Gelrite kaum ausgenutzt werdéudem standen die Zellkulturen nun in
Konkurrenz um C& und Md¢* mit dem Geliermittel. Der Entzug dieser lonen alesn
Medium durch die Aufnahme in die Zellen flhrte iarker Zeit zum Zusammenbruch der
Matrix mit der Folge, dass das Medium flussig wutdel es zum Einsinken der Kulturen

kam.
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Abbildung 24. Abhé&ngigkeit der Gelfestigkeit vorr donzentration mono- und divalenter Kationen
bei Verwendung von Gelrite (1%ig) als Geliermitfiét Kulturmedien (nach Kangt
al."* verandert).

Moglicher Weise war die Versorgung der Kalli mitl€am und Magnesium, die beide
vielfaltige Funktionen in den Zellen besitZ&! gestért und war neben dem
Sauerstoffmangel ein weiterer Stressfaktor. Diesiebtige Erhdhung des Calcium- und
Magnesium-Gehaltes von 1/5 auf 1/4 der Originakftdierung war eine sinnvolle Losung
des praktischen Problems. Von einer weiteren Erhghdes Gehalts dieser lonen im
Kulturmedium wurde abgesehen, da insbesondere barnihR an Calcium auch toxische
Effekte (aufgrund seiner Aufgabe bei Signaltransidmen) haben kann. Neben der héheren
Festigkeit des Medium ergab sich als weitere Felgepositiver Einfluss auf das Spektrum
gebildeter Sekundarmetabolite. Zum einen war dielyzierte Menge an Dioncophyllin 8)(

im Vergleich zu friheren Untersuchun§éfl (um bis zu 20%) héher. Zum anderen zeigte das
Chromatogramm (HPLC) des Rohextraktes Peaks, diekbekannten Substanz zugeordnet
werden konnten (Abbildung 25). Die UV-Spektren éaf@ber annehmen, dass sie der Klasse
der Naphthochinone zugeordnet werden mussten. IéR-Spektrum der Dioncophyllin-A-
Fraktion @, coeluiert Ublicherweise mit seingd-Demethyl-Varianten) zeigte zudem den

Signalsatz eines unbekannten Naphthylisochinolielids.
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Abbildung 25. Chromatogramm des Rohextraktes auiusdalturen von T. peltatum Neben
bekannten Substanzen wie Dioncophyllin &), (Droseron 10) und Plumbagin 9)
traten Peaks auf, die bislang unbekannt waremiaokiert).

Neben der Durchfiihrung von Untersuchungen zur Bithese der Naphthylisochionolin-
Alkaloide (Kapitel 6) war auch eine phytochemis@igarakterisierung der Zellkulturen und

die Identifizierung bislang unbekannter Hauptmeliédootig.

4.3 Extraktion und Isolierung der Verbindungen

Die dunkelbraunen Kalli wurden von dem Medium geset und lyophilisiert. Die
trockenen Zellkulturen wurden zu einem feinen Pulveerrieben und mit
Dichlormethan/Methanol (1:1) erschopfend extrahi®er erhaltene Rohextrakt wurde zur
Trockne eingeengt. Zur Analyse, aber auch zur sgétesolierung der einzelnen
Komponenten loste man den so erhaltenen dunkelbraliiickstand in Methanol. Zum
Schutz der HPLC-Anlagen und -séulen empfahl es, sieim Extrakt durch einen PTFE-
Spritzenaufsatz-Filter (Porengrof3e 2 um) zu pamsiddie Trennung und Aufreinigung der
Substanzen erfolgte mittels praparativer HPLC amereiRP18-Phase (Waters Symmetry
19x300 mm, 7 um). Lagen einzelne Substanzen aefend noch nicht in Reinform vor,
wurden diese Fraktionen mit einem angepassten &rili ein weiteres Mal der Trennung

mittels praparativer HPLC unterzogen.
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4.4 Isolierung von Naphthochinonen und Naphthylisochintn-Alkaloiden

Im Chromatogramm des Rohextraktes konnten anhasdygeschen UV-Profils zunachst
die Peaks der Naphthylisochinolin-Alkaloide idemidrt werden. Aul3erdem war Droseron
(10) enthalten, das durch Coelutions-Experimente eitiglédentifiziert wurde. Plumbagird)
war vermutlich nur in geringen Mengen vorhanderreBe wahrend der Gefriertrocknung des
Zellmaterials und dem Entfernen von Losungsmittedich der Extraktion, also immer wenn
mit reduzierten Dricken gearbeitet wurde, subliteiein Teil des Plumbagin8)( so dass der
Rohextrakt nur noch geringe Anteile enthielt. Zmbéh zeigte das Chromatogramm aber
weitere, nicht identifizierbare Peaks, die ein ktewpres UV-Profil aufwiesen als
Naphthylisochinoline oder Plumbagi®)( Das UV-Spektrum war vielmehr mit dem von
Droseron {0) vergleichbar. Die Isolierung und Identifizierumgfolgte gemeinsam mit S.

Rudenauer.

4.4.1 Dioncochinon A (34) und Dioncochinon B (35)

Auf die Isolierung und Strukturaufklarung soll ameskr Stelle nur zusammenfassend
eingegangen werden. Eine ausfuhrliche Beschreilindgt sich in der Dissertations-Schrift
von S. Riidenauét®”

Eine der polarsten Komponenten des Rohextraktesinargelbe kristalline Substanz, die
nur in Wasser und DMSO gut I6slich war. Die zwedpéter eluierende Verbindung war vor
allem in polaren organischen Lésungsmitteln wie habl 16slich. Die nach Entfernen des
Losungsmittels zurtickbleibenden nadelférmigen léhistwaren von kraftiger roter Farbe.

Von beiden Substanzen wurden 1D- und 2D-NMR-Spekaefgenommen, denen zu
entnehmen war, dass es sich in beiden Fallen unetPyNA3-Hydroxy-1,4-Naphthochinone
handelte (Abbildung 26). Bedeutend schwieriger erarAufklarung des Substitutionsmusters
am aromatischen Ring der Verbindung@2hund 35. Aus den NMR- und den Massenspektren
war bekannt, dass zwei weitere SauerstofffunktianeMolekul enthalten waren. Allerdings
war die Zuordnung des Substitutionsmusters (5,8 8¢B-Substitution) allein aus den NMR-
Spektren nicht zweifelsfrei moéglich. Bei dem mobka 3,5,8-Hydroxy-2-Methyl-1,4-
Naphthochinon 36) handelte es sich zwar um eine Literaturbekannigbstanz,
Vergleichsmaterial fehlte jedoch.

Zur Klarung des Sachverhaltes wurden von Dr. ThBrquantenchemische Berechnungen

der fur diese Verbindung zu erwartendetH- und **C-NMR-Verschiebungen
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vorgenommer3!! Der Vergleich der quantenchemisch berechnetenafértVerbindung35s
mit den experimentellen Daten zeigte eine gute &€lhstimmung. Die durchschnittliche
Abweichung betrug lediglich 1.1 ppm, damit war sieutlich geringer als die mittlere
Abweichung (7.7 ppm) der Werte der VerbindityTabelle 1).

Tabelle 1. Experimentelle und quantenchemisch igiVerrbindunger85 und36 berechneté’C-
NMR-Werte im Vergleich und die daraus resultierendelere Abweichung (RMSE =
root mean square error).

HO O HO O
HO 6 !5 I 3 OH is l 3 OH
1 Me s 1 Me
35 0 HO O 3p
35 36
Position ber. — ber. —
exp. ber. exp. ber.
exp. exp.
1 183.4 183.9 0.5 183.4 187.9 45
2 122.7 123.2 0.5 122.7 123.9 1.2
3 152.3 151.9 -0.4 152.3 153.4 1.1
4 185.0 186.6 1.6 185.0 180.4 -4.6
5 147.9 146.9 -1.0 147.9 158.6 10.7
6 149.6 150.0 0.4 149.6 125.3 5.0
7 120.4 117.7 2.7 120.4 132.2 10.9
8 121.3 120.9 -0.4 121.3 157.8 8.2
9 124.3 124.7 0.4 124.3 110.3 3.1
10 113.4 114.6 1.2 113.4 109.7 -14.6
RMSE 1.0 7.7

Ahnliches ergab der Vergleich der experimentelldt-NMR-Verschiebungen von
Dioncochinon B 85) und 8-Hydroxy-Droseron 3¢).2*2%3 Die mittlere Abweichung
zwischen dem experimentellen Datensatz und demeecich ermittelten Werten fi@5 war
mit 0.3 wiederum deutlich geringer als die mittleddweichungen von 3.1 der fi86
berechneten Verschiebungen (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Experimentelle und quantenchemisch &nrbindunger85 und 36 berechnetéH-
NMR-Werte im Vergleich und die daraus resultiererdtlere Abweichung (RMSE =
root mean square error).

HO O HO O
HOGI5I3OH !5I30H
1 Me 8 1 Me
35 o} HO O 36
35 36
Position ber. — ber. —
exp. ber. exp. ber.
exp. exp.
6 - - - 7.20 7.62 0.42
7 7.2 7.35 0.15 7.65 7.42 -0.23
8 7.65 8.09 0.44 - - -
3-OH 7.04 7.25 0.21 7.04 7.55 0.51
5-OH 11.22 11.85 0.63 11.22 12.08 0.86
6-OH 6.04 6.08 0.04 - - -
8-OH - - - 6.04 13.59 7.55
2-CH; 2.10 2.16 0.06 2.10 2.22 0.12
RMSE 0.3 3.1

Die polarere der beiden Verbindunge#)( zeigte im*H-NMR-Spektrum zusétzlich eine
Region komplexer Signale. Das Elektronen-Stol3-aimmas-Massenspektrum (EI-MS) zeigte
als Signal ein Fragment van/z 220.1. Dies in Verbindung mit den Informationers alen
'H- und C-NMR-Spektren lieR auf einen Hexose-Rest schlieRsr mit der bereits
identifizierten Naphthochinon-Teilstruktur verbundevar. Ein literaturbekanntes Beispiel
eines solchen Naphthochinon-Glucosids ist das Skydiroseron-59-4-Glucosid“*,
dessen'H-NMR-Werte denen der zu identifizierenden Strukaehr ahnlich waren. Die
Annahme einer Glucose-Einheit wurde durch HMBC @@ISY-Wechselwirkungen erhartet.
Das 1-H' der Glucose zeigte eine grol3e Kopplungstkote von 7.4 Hz und erlaubte dadurch
die Zuordnung der Konformation des Zuckerrestespatgomer. AulRerdem besald dieses
Proton HMBC-Korrelationen mit dem zu tiefem Feldrsahobenen Kohlenstoff bei 150.0
ppm (Abbildung 26). Damit war sicher, dass der Gdg&Rest mit dem aromatischen Ring
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des Aglycons verbunden war, und zwar Uber den SefErdessen Funktionalitat zuvor nicht
festgelegt werden konnte.

Die enzymatische Spaltung der Subst&d4zmit einer-Glucosidase oder die Hydrolyse
mit halbkonzentrierter Salzsdure setzte das wenjggare Aglycon frei, das durch
Uberschichtung der Mischung mit Dichlormethan ae$ Mischung entfernt wurde. Die
wasserhaltige Fraktion wurde getrocknet und ergaiene weil3en Feststoff, dessen
Charakteristika (Schmelzpunkt, Drehwett-NMR) mit dem einer Probe kauflicher D-
Glucose ubereinstimmten. Das Aglycon war nach Emgfe des Dichlormethans nun in allen
spektroskopischen, physikalischen und chromatoggepén Eigenschaften identisch mit
Verbindung35.

Abbildung 26. Dioncochinon A34) und sein Aglycon Dioncochinon BY).

Die isolierten Verbindungen wurden damit als 6-Hydgidroseron-69-4-glucosid @4)
sein Aglycon 85) identifiziert. Bei beiden Naphthochinonen hanele&s sich um Naturstoffe,
die bislang nicht literaturbekannt waren. Die Benerg dieser Substanzen als Dioncochinon
A (34) und B @5) erfolgte daher in Anlehnung an die Pflanzenfaemidioncophyllaceae, der
Triphyophyllum peltaturangehort®®

4.4.2 Isolierung von Droseron (10)

Das Chromatogramm (HPLC) des Rohextraktes VoipeltaturaKalluskulturen zeigte
einen weiteren Haupt-Peak, dessen zugehoriges OW-Bbenfalls auf ein Naphthochinon
schliel3en liel3, das jedoch deutlich unpolarer war dae beiden zuvor isolierten und
identifizierten neuen Verbindungen. Die Substandebé bei Entfernung des Losungsmittels
am Rotationsverdampfer gelbe nadelférmige Kristabem *H-NMR-Spektrum war zu
entnehmen, dass drei aromatische und zwei austsargcRrotonen vorhanden waren. Zudem
musste eine Methylgruppe vorhanden. B#&-Spektrum wies auch auf das Vorhandensein
der beiden fur Naphthochinone typischen Carbonidionen hin und bestatigte die Annahme
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zweier OH-Gruppen. Diese Fakten und der Vergleidhliberaturbekannten Verbindungen

identifizierten diese Substanz als Droserb).f**!

4.4.3 Isolierung von 8-Hydroxydroseron (36)

Ebenfalls aus den Kalluskulturen wurde eine Sulastswliert, die bei der HPLC-Analyse
bereits vor Droseronl() eluierte, das typische UV-Spektrum eines NapHhtlmmons besal}
und sowohl in L6sung als auch in kristalliner Foknéftig orangefarben war. Die exakte
Masse vonm/z 219.0299 [M-H] legte die gleiche Summenformel 1(8s0s) wie fur
Dioncochinon B 85) nahe. Die im'H-NMR-Spektrum vorhandenen zwei aromatischen
Protonen zeigten jedoch andere Verschiebungen.evéeltD- und 2D-NMR-Experimente
offenbarten, dass es sich bei der Substanz um etagdaus anderen Pflanzen bekannte 8-
Hydroxydroseron36) handeltd*"

Durch die Isolierung und Identifizierung voB6 wurde nun auch sehr schdn an
authentischem Material veranschaulicht, dass Dicimioon B 85) und 8-Hydroxydroseron
(36) sich sowohl im UV- als auch iMH-NMR-Spektrum deutlich unterschieden. Dies
erbrachte noch einmal ein Beweis fir die Richtigkler Struktur vorg5.

4.4.4 Identifizierung von Plumbagin (9)

Die unpolarste Substanz, die im Extrakt aus Kallitsiken vonT. peltatumidentifiziert
wurde, zeigte ein UV-Spektrum, das im Vergleich denen der zuvor isolierten
Naphthochionone deutlich simpler war, dennoch atheser Substanzklasse zugeordnet
werden musste. Das Entfernen des LOsungsmittels pegparativer HPLC-Trennung am
Rotationsverdampfer machte eine weitere Eigensd&fiSubstanz deutlich. Driicke um ca.
100 mbar reichten aus, um die Substanz sublimmmdassen, so dass die Annahme nahe lag,
dass es sich um Plumbagif) (handelte. HPLC-Coelutions-Experimente bestéatiglesse
Annahme und flhrten zur eindeutigen IdentifizieruAts zusatzlicher Beweis wurden LC-
NMR-spektroskopische Daten gewonnen, die mit dderaiurbekannten Werten flr

Plumbagin 9) vollstandig tibereinstimmtet?!
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4.5 ldentifizierung dreier O-methylierter Derivate eines 3,5,6,7-Tetraoxy-2-métyl-1,4-
naphthochinons

Die Entdeckung der beiden atlispeltatumKallus isolierten Naphthochinon@4 und 35
sowie Beobachtungen im Rahmen anderer Projekte teragine erneute Untersuchung der
Sterilkulturen lohnend. Besonderes Augenmerk wunde@ auf die Minderkomponenten
gelegt. Es empfahl sich daher, nicht sofort Isalgsversuche durch den Einsatz der
praparativen HPLC zu beginnen, sondern zunachstAsmneicherung interessanter Metabolite
zu erlangen. In Zusammenarbeit mit G. Zhang wurde diesem Zwecke der aus
Kalluskulturen hergestellte Rohextrakt nach etatdie Methode mittels lonentauscher-
Chromatographie von kationischen Substanzen (zaphbhylisochinolin-Alkaloide) befreit.
Eine weitere Fraktionierung wurde durch die Anwergider S&ulenchromatographie an
Kieselgel erreicht. Als mobile Phase wurde ein @aidaus Chloroform, Methanol und
Ameisensaure (1:0:0, 1:0:0.005, 1:0:0.008, 1:0.08®, 1:0.1:0.01, 1:0.15:0.01) verwendet.
Dieser Gradient sorgte fur eine hervorragende HRiogp der Metabolite und eine
Anreicherung interessanter Substanzen in einertibrgkdie nun von den vorherrschenden
Naphthochinonen Droseroid), Dioncochinon A 84) und B @5) weitgehend befreit war.
Mit dieser, vor allem Minderkomponenten enthaltendéraktion wurde daraufhin eine
weitere Auftrennung mittels praparativer HPLC bagem Neben dem bereits bekannten 8-
Hydroxydroseron36) wurden drei weitere, bislang unbekannte Naphtimacte entdeckt:*®

Den 'H-NMR-Spektren der drei Verbindungen war zu entnehmdass alle drei
Substanzen nur ein aromatisches Proton aufwieseswé@lteren gab es eine Methylgruppe,
jeweils mindestens eine Methoxyfunktion und einelatisierte Hydroxygruppe, wie sie auch
von allen zuvor isolierten Naphthochinonen bekamat. Die **C-NMR-Spektren zeigte fiir
jede der Substanzen zwei Signale mit einer Tieff&dschiebung (184 bis 186 ppm), wie sie
fur Carbonylfunktionen von 1,4-Naphthochinonen $ghi waren. Aul3erdem gab es jeweils
vier quartare Kohlenstoffatome, deren Verschiebanfydas Vorhandensein von Hydroxy-
oder Methoxygruppen schliel3en liel3. Die Naphthaotentrugen also eine Sauerstofffunktion
mehr als beispielsweigb. HMBC-Wechselwirkungen des einzigen aromatischemofs mit
der Ketofunktion an C-1 belegten die 3,5,6,7-oxygea Grundstruktur. Nun blieben

lediglich die Positionen déd-Methylgruppen zu bestimmen.
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45.1 Dioncochinon C (39)

Das *H-NMR-Spektrum der ersten Verbindung zeigte zweithdgygruppen (4.01 und
4.05 ppm). HMBC-Wechselwirkungen einer der OMe-Rigrkund der Methylgruppe an C-2
machten die Zuordnung der Position an C-3 (157r)peicht. Ebenfalls durch HMBC- (4.01
und 7.26 zu 151.3 ppm) und auch durch NOESY-Intera&n (4.01 mit 7.26 ppm) wurde die
Position der zweiten Methoxyfunktion bestimmt (Alblong 27). Es handelte sich um das 5,6-
Dihydroxy-3,7-dimethoxy-2-methyl-1,4-naphthochinordem, in Fortsetzung der mit
Dioncochinonen A und B begonnene Reihe, der Trnaale Dioncochinon C30) gegeben

wurde*#6l
. 11.82 110.1  185.6 b)
1
1492\'10 eo// 61.3
13g.9HO X . oCH; "
382— D \‘\1571
7
401_;—>H3CO 1 CHs\
1) 0 2.05
58.0 151.3; togs N\ 1003
798 184.4 39

Abbildung 27. Ausgewéhlte NMR-Daten von Dioncochin® 39): a) ‘H- und **C-Verschiebungen
[ppm] sowie b) fur die Strukturaufklarung wichtiggMBC- (grine einfache Pfeile)
und NOESY-Wechselwirkungen (roter Doppelpfeil).

45.2 Dioncochinon D (40)

Ahnlich gestaltete sich die Situation bei dem zariNaphthochinon. Dieses war deutlich
polarer als39 und daher nur gering in CDLloslich, so dass die NMR-Spektren in MeOD
aufgenommen wurden. Entsprechend d&mNMR-Spektrum und der HRESIMSm(z
249.0404 [M-H]) besald dieses Naphthochinon lediglich eine Methaxpe. NOESY-
Wechselwirkungen zwischen H-8 und der Methoxygrufgbdten. Das Proton an C-8 besal}
jedoch HMBC-Interaktionen mit C-6 (139.7 ppm), dasnerseits eine Korrelation mit der
einzigen Methoxygruppe besal’ und so die PositiorOdiée-Funktion bestimmte (Abbildung
28). Damit handelte es sich um das 3,5,7-Trihydi@xgethoxy-2-methyl-1,4-naphthochinon,

das Dioncochinon D40) genannt wurdé**®!
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Abbildung 28. Dioncochinon D4Q) mit a) ausgewahltetH- und **C-NMR-Daten und b) fiir die
Aufklarung der Struktur-relevanten HMBC-Wechselwinigen.

4.5.3 Dioncochinon E (41)

Die dritte der unbekannten Verbindungen besal3 abemfur eine Methoxygruppe, deren
Position nicht C-3 oder C-5 sein konnte. Nicht euty ausgeschlossen werden konnten C-6
und C-7. Diese Substanz war sehr polar und liefy sienfalls nicht in Chloroform l6sen.
Daher wurden alle NMR-Spektren in deuteriertem Awetaufgenommen. HMBC-
Wechselwirkungen der Methoxygruppe (4.01 ppm) z:wem quartaren Kohlenstoff (153.6
ppm) und NOESY-Korrelationen zum einzigen aromagsc Proton an C-8 legten ihre
Position an C-7 fest, die durch HMBC-Interaktionges 8-H (7.27 ppm) zu dem selben
Kohlenstoff bestatigt wurden (Abbildung 29). DiesRmnen 3, 5 und 6 trugen in dieser
Verbindung Hydroxyfunktionen. Es handelte sich aleodas 3,5,6-Trihydroxy-7-methoxy-2-
methyl-1,4-naphthochinon, das den Trivialnamen Bémhinon E 41) erhielt.4¢!

HO (0]
HO /5 ;3 _OH
3 \/ 3
]O

i
a1

Abbildung 29. Relevante HMBC- (einfache griine Rfeiuind NOESY-Wechselwirkungen (roter
Doppelpfeil) in Dioncochinon E4AQ).

Unbeantwortet bleiben musste aber zunachst dieeFr&#yg es sich bei den Verbindungen
um echte Naturstoffe handelte oder um Artefakte, alis einem hypothetischen 3,5,6,7-
Tetrahydroxy-2-methyl-1,4-naphthochinon duré@Methylierungen nach Zerstérung der
Zellstruktur und Aufhebung der Kompartimentierungnlorgegangen sind. Vollkommen

ausgeschlossen ist dies nicht, natlrliche Vertreterartiger, hochgradig oxygenierter
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Naphthochinone sind bereits gefunden worden, zeBSeegurken aus dem Roten Mg&r

und weitere wurden semi-synthetisch aus anderear$taffen gewonnet?8-14°!

4.6 Isolierung von Naphthylisochinolin-Alkaloiden aus Kalluskulturen von T. peltatum

Neben den Naphthochinonen produzierten die Kalliisien aber auch Substanzen mit

einem UV-Spektrum, wie es fur Naphthylisochinolifk&loide typisch ist.

4.6.1 Isolierung von Habropetalin A (27)

Das erste, maRig polare Naphthylisochinolin-Alkdlowar nach Entfernen des
Losungsmittels einen beigefarbener bis hellbratieststoff. Das Ergebnis der HRESIM$z
394.2013 lieR auf eine Summenformel vonHG/NO, [ber. m/z394.2013 [M+H]) schlieRen
und damit auf ein Naphthylisochinolin, das im Veigh zum Dioncophyllin A & ein
Sauerstoffatom mehr enthielt. Die Protonen- und l&aétoff-NMR-Spektren bestatigten die
ermittelte Summenformel und deuteten ebenfallsemé zusatzliche Sauerstoff-Funktion hin
sowie auf eine CHGruppe (4.40 ppm imtH-NMR, fir zwei Protonen integrierend).
Zusatzlich wiesen HMBC- und NOESY-Wechselwirkungeine 7,1'-Kupplung aus. Die
chemischen Verschiebungen der Protonen an C-1 uBdw@ren typisch fur eine relative
trans-Konfiguration im Tetrahydroisochinolin-Teil, dieueh durch entsprechende NOESY-
Kreuzsignale bestéatigt wurde. Die gewonnen Kens&giswurden mit bereits
literaturbekannten  Naphthylisochinolin-Alkaloiden erglichen, die die erarbeiteten
Strukturmerkmale aufwiesen. So konnte die vorlielgeMerbindung eindeutig als das bereits

ausHabropetalum daweisolierte Habropetalin A7) identifiziert werder™**!

4.6.2 Identifizierung von Dioncophyllin A (8)

Der Hauptmetabolit des Extraktes zeigte ebenfalis typische UV-Spektrum eines
Naphthylisochinolin-Alkaloids. Bereits nach der ters Analyse (Abgleich mit einer AK-
internen HPLC-Datenbank) war zu vermuten, dass iels Bei dieser Verbindung um
Dioncophyllin A @) handelte. Zudem wa8 bereits als Hauptmetabolit in allen Organen
(Wurzel, Spross und Blatt) vairiphyophyllum peltatungefunden worden.

Die Aufnahme von'H- und *C-NMR-Spektren und die exakte Masse/{ 378.2063

[M+H] ") sowie ein Vergleich der experimentellen Werte den literaturbekannten Daten
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bestatigten die Annahme, dass es sich um Dionclyphl(8) handelte. Verifiziert wurde
dieses Ergebnis zudem noch durch ein HPLC-CoelHixperiment mit im AK

vorhandenem authentischem Vergleichsmat€riai>%>1¢!

4.6.3 Isolierung und Identifizierung von 5'-O-Methyldioncophyllin D (P-42) und
epi-5'-O-Methyldioncophyllin D (M-42)

Wie unter 4.6.2 beschrieben wurde Dioncophyllin @ @us Kalluskulturen vori.
peltatumisoliert. Erste'H-NMR-Experimente der durch praparative HPLC atdigegten
Dioncophyllin-A-Fraktion, die zu uber 909 enthalten sollte, zeigte einen zusatzlichen
Signalsatz. Die Fraktion enthielt zu ca. 50% eiregteve Substanz, die jedoch keiner @er
Demethyl-Varianten vo8 entsprach. Die Bestimmung der exakten Masse degiadfich den
fur 8 erwartete Wert vonm/z 378.2063 [M+H]. Auch das UV-Spektrum der
Substanzmischung entsprach dem des Dioncophylliif8),Aalso dem eines normal&C-
gekuppelten Naphthylisochinolin-Alkaloids. Eine weee chromatographische Aufreinigung
und Trennung der zwei Substanzen (beide etwa inhd&heis 1:1) war nicht mdglich, selbst
im analytischen Mal3stab war mit verschiedenstene8&aterialien (RP, NP, chirale Phasen)
keine Isolierung zu erzielen. Veranderungen im (@raeén fuhrten lediglich zu einer
verschobenen Retentionszeit und/oder zu einer estaf{erbreiterung des Peaks. Da
chromatographische  Verfahren nicht erfolgreich etimsar waren, wurden
Kristallisationsversuche durchgefiihrt, um beidesatwen zu trennen.

In friheren Versuchen zur Loslichkeit vBrin wéassrigen Losungsmittelgemischen fiel auf,
dass Dioncophyllin Ag), solange es mit seinen Mobemethyl-Varianten im Gemisch
vorlag, recht gut wasserl6slich war (bis zu 75% ¥e¢aanteil im MeOH). Losungen von 0.5
bis 1 mg mL* waren problemlos herstellbar. Wurde stattdessers8 verwendet, filhrte dies
bereits bei geringem Wassergehalt des Losungssiftein > 20%) zur Prézipitation eines
Grolteils der Substanz. Dieser Umstand sollte hiesgenutzt werden. Das vorliegende
Substanzgemisch (das u.a. auch die bei@ebemethyl-Derivate des Dioncophyllins A
enthielt) wurde dazu in warmem Methanol aufgenomniéaich dem Abkihlen gab man
H2Ogest dazu, bis ein Mischungsverhaltnis von ca. 1:lietewar. Die Aufbewahrung der
Lésung fur mindestens 48 h bei 4 °C forderte diézPitation eines weil3en Feststoffes. Der
anfallende Niederschlag wurde durch Zentrifugattom Uberstand getrennt. Da der Erfolg
der Trennung chromatographisch nicht tiberpriifbar wechte erst eifH-NMR-Spektrum
sichtbar, dass in der Mutterlauge Dioncophyllin 8) und im Prazipitat das bislang
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unbekannte Naphthylisochinolin starker angereichterlag, im Verhaltnis 1:2 bis 1:5.
Abhangig vom Verhaltnis der beiden Substanzen rdehersten Kristallisation war eine
weitere Prazipitation mit einem Methanol-Wasser-Geim im Verhaltnis von 1:1 bis 2:1
notig. Wurde das Losungsmittelverhaltnis richtigwgelt, lag das bislang unbekannte
Naphthylisochinolin-Alkaloid bereits nach diesem emt@n Kristallisationsschritt in reiner
Form vor, andernfalls musste dieser Schritt wiedkrierden.

Dem Protonen-Spektrum war zu entnehmen, dass daskamnte Naphthylisochinolin-
Alkaloid drei Methylgruppen (1.52, 1.71 und 2.29nppund zwei Methoxyfunktionen (bei
3.92 und 3.95 ppm) besalR. Auch alle erwarteten tqaiddmatischen Protonen des
heterozyklischen Rings des Isochinolins waren wvadea (2.92, 3.22, 3.90 und 4.85).
HMBC- und vor allem NOESY-Wechselwirkungen (3-Me 3-H - 1-Me - 1-H) machten
zudem deutlich, dass es sich um gans Tetrahydroisochinolin handeln musste (Abbildung
30). AuRerdem war durch HMBC-Kreuzkupplungen demaatischen Protonen an C-5 und
C-6 des Isochinolins sicher, dass die Achse, widioncophyllin A @), am Isochinolin in
Position 7 ansetzte. Der auffalligste Unterschied ZNaphthalinteil vor8 war, dass das
Proton an C-7' (7.22 ppm) COSY-Wechselwirkungemglezh zu einem benachbarten Proton
besal3. HMBC-Wechselwirkungen gaben einen weiterenweéis darauf, dass die
Kupplungsposition nicht C-1' war. Das 7'-Protondf®ine Korrelation zum C-7, also der
Kupplungsposition am Isochinolin, die bei einer'-Kipplung kaum zu erwarten gewesen
ware. Zudem war dem Kohlenstoff in Position 1' (Z1®pm) ein Proton (6.78 ppm)
zuzuordnen und das 6-H zeigte deutliche Interaktiamit dem quartaren C-8'.

Da alle weiteren Signale und Wechselwirkungen edlntindeutig waren, konnte die
Struktur als ein 7,8'-gekuppeltes Naphthylisochmdllkaloid identifiziert werden. Es
handelte sich um das 6-Methyl-Derivat 42 des bislang nur synthetisch bekannten
Dioncophyllins D 26).**%!3 Bereits S. Rudenauer hatte diese Struktur vorhegges
nachdem er die ldentifizierung der Komponenten @emiisches au8, desserO-Demethyl-
Varianten undi2 vornahm. Eine sichere Strukturaufklarung war damedoch auf Grund von
Uberlagerungen der Signale der beiden Diastereonvere 42 und mit denen des

Dioncophyllins A 8) nicht mdglich.
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Abbildung 30. 5©-Methyldioncophyllin D ¢2) mit (a) ausgewé&hitetH- und **C-Verschiebungen
(einfache Pfeile) und (b) relevanten NOESY- und @&%®echselwirkungen (rote
Doppelpfeile) sowie wichtigen HMBC-Interaktionennf@che griine Pfeile).

Untersuchungen mittels HPLC und HPLC-CD liefertaa &rklarung der Aufspaltung
einiger NMR-Signale aromatischer Protonen (und aeiciger°C-Signale). Aufgereinigtes
42 lieferte schon an achiraler Phase zwei Peaksgitieanndhernd spiegelbildliches CD-
Spektrum besalRen. Da auch die NMR-Daten gegen Misehung von Isochinolinen mit
unterschiedlich konfigurierten Stereozentren an @d C-3 sprachen, musste es sich um 5'-
O-Methyldioncophyllin D P-42) und sein Atrop-Diastereomepi5'-O-Methyldioncophyllin
D (M-42) handeln. Diese langen im Verhéltnis 1:1 vor. Biefnahme von online-CD-
Spektren und der Vergleich dieser mit dem des RQiphgllins A @) zeigten, dass der erste
der beiden Peaks dd&-Diastereomer,P-42 und der zweite dasi-DiastereomerM-42
reprasentierte (Abbildung 31). Ein solcher Verdieiwwar auf Grund der fast identischen
Chromophore von8 und 42 zulassig. Der einzige Unterschied war die Positier
Methylgruppe des Naphthalin-Teils, was die Eigeaficdes Naphthalins als Chromophor

jedoch nicht beeinflussen sollte.
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Abbildung 31. Experimentelle online-CD-Spektren @2 und M-42 im Vergleich zu dem von
Dioncophyllin A @).

Die Bestimmung der Konfiguration der beiden Steesdzn an C-1 und C-3 erfolgte
mittels Ruthenium-katalysiertem oxidativem Abt&a37°? der den aromatische Ring des
Isochinolin-Teils in bekannte Fragmente spalteteyeodie Stereozentren an C-1 und C-3 zu
zerstéren. Die entstehenden Aminosauren werdenametisch verestert und mit de®
Enantiomer des Mosher’s Saurechlorids derivatisi@adurch werden die Aminosauren gas-
chromatographisch trennbar und koénnen mittels Mesgsktrometrie analysiert werden.
Durch den Nachweis deR-Aminobuttersaure wurde das Stereozentrum an Cs3Ral
konfiguriert identifiziert. NOESY-Korrelationen Zi+H wiesen so auch fur das Zentrum an C-

1 dieR-Konfiguration nach.
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Nun liel3 sich auch die chromatographische Untrerkaitavon 42 und Dioncophyllin A
(8) erklaren:8 eluierte genau zwischen den beiden Epimeren d@sMeéthyldioncophyllins
D, P-42 undM-42 (Abbildung 32).

8

V

2 4 6 8
Zeit [min]

HPLC-UV
230 nm

| —

Abbildung 32. Chromatographisches Verhalten ¥@rund 8. Liegen diese Substanzen in Mischung
vor, kann selbst im analytischen MaRstab keine Auag mittels HPLC erreicht
werden.

Bereits von M. Rubenacker war aus Blattmaterial Vorpeltatumeine Substanz isoliert
worden, die als Dioncophyllin D identifiziert wurfd& ') Eine Totalsynthese des
vermeintlichen Naturstoffs durch C. Gilnther bewedoch, dass diese Substanz eine 7,6'-
Kupplung aufwies, und damit Dioncophyllin B, entgn**>'®l |m Rahmen der
vorliegenden Dissertation wurde aus einem Vertretir Dioncophyllaceae, aus
Kalluskulturen aber auch aus Wurzelkulturen opeltatum ein Derivat des also bislang nur
synthetisch hergestellten Dioncophyllins ZB) isoliert und dessen Struktur aufgeklart. Auch
wenn z.B. auAncistrocladus abbreviatusereits das 7,8'-gekuppelte Ancistrobrevin A und
ausA. benomensislas Dioncophyllein D bekannt sirftf*181%3154handelte es sich bei der
Identifizierung vond2 um das erste Alkaloid dieses Kupplungstyps inr2éa der Familie
der Dioncophyllaceae und um den zweiten Nachweisiesei 7,8-gekuppelten
Naphthylisochinolin-Alkaloids des Dioncophyllace@gps. Wie auch bei Ancistrobrevin A,
dem Dioncophyllein D und dem synthetische DinocdiphyD war die Biarylachse
konfigurativ labil****>¥ |m analytischen MaRstab an achiraler Phase wuwdar zine

Trennung der beiden Diastereomere sichtbar, eolelang gelang aber nicht.
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4.7 Bioaktivitdten von Dioncochinon A (34), B (35) undanderen Naphthochinononen

Naphthochinone sind im Pflanzenreich sehr verbeeitdletabolite, die z.T. als
Phytoalexine, also bedarfsgerecht, aber auch algenaéine ,Abwehrsubstanzen”
prophylaktisch (also permanent) produziert wetd®&hDa es sich also ,im Sinn der Pflanzen
um bioaktive Sekundarmetabolite handelt, liegt\teemutung nahe, dass diese Verbindungen
auch fur den Menschen nitzliche Wirkungen aufweigénnten. In Indien nutzt man
beispielsweise seit jeher Extrakte verschiedenemBago-Arten (der dem Plumbagin
namensgebenden Pflanzengattung) zur Behandlundmnfektionskrankheiten und Krebs. In
Afrika wird Plumbago fir die Heilung parasitar hergerufener Hautkrankheiten
eingesetzt:****" Nach eingehender wissenschaftlichen Untersuchumgeden tatsachlich
antitumorale aber auch antiplasmodiale Eigenschafbeschriebef®®*%Y So zeigen
Plumbagin 9) (Abbildung 33), Droseron1(Q) und 2-MethylnaphthazariM®) ausgepragte
Aktivitaten gegen verschiedene Stamme Wlasmodium falciparumyeitere, synthetische
Naphthochinone zudem auch gegen Trypanosomerieistimania donovafi®?*%4 Gegen
Krebszellen zeigt Plumbagi®)( genauso wie das ebenfalls lange bekannte J¢gthnhohe
Wirksamkeit, allerdings kombiniert mit einer selwhlen allgemeine Toxizit&"6°6¢!

HO O HO O 0 HO O
ils ilsoH l I30H ISI3

1 Me 1 Me 3 1 Me 1

9 O 10 O HO O 43 44 O

Abbildung 33. Bekannte bioaktive Naphthochionone jeldoch oft auch hohe Toxizitat aufweisen.

Die Dioncochinone A und B 3@ und 35), aber auch eine ganze Reihe anderer
Naphthochinone, wurden daher im Rahmen einer Katiper mit der Abteilung flr
Hamatologie (Innere Medizin IlI) des Universitatakfums Wirzburg auf ihre Wirksamkeit
gegen hochmaligne B-Zell-Lymphome getestet. Auf3ar@efolgten Bioaktivitats-Tests am
Schweizerischen Tropeninstitut in Basel, im Arlde#$és von Prof. R. Brun, sowie im
Rahmen des SFB 630 (Erkennung, Gewinnung und fumite Analyse von Wirkstoffen
gegen Infektionskrankheiten) gegen Erreger trogisdhfektionskrankheitenPlasmodium

Leishmaniaund Trypanosomas
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4.7.1 Antitumorale Wirkung

B-Zell-Lymphome wie das hochmaligne B-Zell-Lymphamd das Multiple Myelom, sind
Erkrankungen, bei denen multiple genetische Vendmdgen in den B-Zellen bzw. deren
Stammzellen dazu fuhren, dass bosartige, verg®®daismazellen gebildet werden. Bei B-
Zellen handelt es sich um Leukozyten, die beim Mkes im Knochenmark entstehen und
zum adaptiven Immunsystem zahlen. Nach Antigen-&ldrdifferenzieren diese B-Zellen im
Normalfall zu Plasmazellen und produzieren spe#iis Antikorper, dies geht mit
umfangreichen Umlagerungen im Genom der Zelleneeiit’ Bei genetischen Defekten, die
wahrend ihrer Entwicklung auftreten konnen, bildga jedoch vergroRerte Plasmazellen
(Myelomzellen), die sich unkontrolliert vermehrerDiese Mutationen koénnen zu
verschiedenen Zeitpunkten der Zellentwicklung @wéin und so verschiede Lymphome
auslosen. Heutzutage ist zwar bei frihzeitiger &nk@g und durch geeignete Medikation
oder Knochenmark-Transplantation eine Verlangerdeg Uberlebens von bis zu 8 Jahren
maglich, eine Chance auf Heilung gibt es derzeitr aticht!*®®!

In der Arbeitsgruppe von Prof. R. Bargou wurdenZafl-Linien des hochmalaginen B-
Zell-Lymphoms (SU-DHL-4 und DOHH-2) und des Mulgpl Myeloms (INA-6 und
RPMI8226) die antitumoralen Eigenschaften der Damhnone und andere Naphthochinone
getestet. Dabei stellte sich heraus, dass die Damneonen A 84) und B @5 deutliche
Aktivitaten gegen alle getesteten tumoralen Zedhnzeigten. Die Efg-Werte von34 waren
32 UM (SU-DHL-4) und 37 uM (DOHH-2) und 29 pM (IN&) und 58 pM (RPMI8226).
Fur 35 waren die Egy-Werte noch etwas besser und lagen bei 7.6 uM (8lU-B) und 9.4
UM (DOHH-2) bei Zellen des Aggressiven B-Zell-Lyngmns und bei 11 pM (INA-6) und
18 uM (RPMI8226) bei den Myelom-Zellen und (Abbitapi34)™6!

Ublicherweise zeigen eine ganze Reihe von Naphthookn neben ihrer Aktivitat gegen
Erreger oder entartete Zellen auch eine sehr holeitat gegen normale Korperzellen (z.B.
B-Lapachon oder 2-Methylnaphtho[2¥uran-4,9-dion} "'’ und miissen daher teilweise
als sehr giftig eingestuft werden (z8. Im Gegensatz dazu verhielten sich Dioncochinon A
und B @4 und 35 nahezu vollkommen untoxisch gegeniber normalegripperen
mononukledren Blutzellen, so dass es nicht mdgldr, einen 1G-Wert fur diese

Verbindungen zu ermitteln.
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Abbildung 34. Antitumorale Wirkung der DioncochirorA (34, links) und B 85, rechts): Die
Proliferation maligner Tumorzellen zweier Zell-Stée (INA-6, RPMI8226) des
Multiplen Myeloms wurde gehemmt, ohne dass messBagizitdt gegeniber
normalen peripheren Blutzellen auftrat.

Damit sind34 und 35 im Gegensatz zu den ebenfalls gegen das Multipleldin aktiven
[-Lapachon oder 2-Methylnaphtho[2)Buran-4,9-dion hervorragende Kandidaten fir die
Entwicklung  neuer therapeutischer  Anwendungen, dibereits existierende
nebenwirkungsreiche Chemotherapeutika wie LenalidprMelphalan, Bortezomib und

Thalidomid, sowie Kombinationen daraus, sinnvajjézen konnten.

4.7.2 Anti-Infektive Wirkung

Im Schweizerischen Tropeninstitut in Bagd und 35 auf Aktivitat gegenPlasmodium
falciparum (todliche Malaria tropica), Trypanosoma cruci (Chagas-Krankheit) und
Leishmania donovanigetestet (Tabelle 3)L. donovaniist der Erreger der visceralen
Leishmaniose, die im unbehandelten Fall unweiderlmum Tode fuhrt. Die beiden
Dioncochinone34 und 35 zeigten vielversprechende und selektive AktivitatgegenL.

donovani
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Tabelle 3. Aktivitaten der beiden NaphthochinoB4 und 35 gegen protozoische Erreger
tropischer Infektionskrankheiten.

OHO HO O HO O
HO- > o) 5 s _OH HO OH
HO > HO["
H
1 Me Me
34 (0] 35 0

Wachstumsinhibierung [%] bei= 0.8 pg mr*

P. falciparum T. cruzi L. donovani
(K1-Stamm)
Verbindung  Artemisinin® 75.2 Benznidazd? 57.6 Miltefosin'® 53.0
34 0.0 2.5 49.6
35 1.1 3.8 79.2

@1'0.003 pg mtt, P10.2 pg mt%, 1 0.22 pg mt?, ' 97.4% bei einer Konzentration von 4.8 pgmL

Im Rahmen des SFB 630 testete man diese und ahgrethochinone gegen weitere
Erreger tropischer Infektionskrankheitéralelle 4.

Erstaunlicher Weise zeigten die Dioncochinone hiermallige bis keine Aktivitat, waren
allerdings auch nie toxisch. Nach diesen Ergebnissbeinen die beiden Dioncochinon&d (
und 35) spezifische Bioaktivitdten gegéndonovaniizu besitzen. Spannend wird es sein, die

Resultate zukinftigdn-vivo-Versuche zu diskutieren.

Tabelle 4. Bioaktivitaten der im SFB 630 getestdaphthochinone.
HO O MeO 0 (0] 0
X 3 3 OH MeO MeO MeO
9@ 9@ pee
OH
1 Me MeO Me MeO Me
O O 0]
X=H:10 45 46 47
X =0Gluc:34
X =0H:35
10 34 35 45 46 47
ICso [LM]
L. major 8.5 > 100 > 100 9.1 8.9 > 100
293T - - - - 3.3 -
T. brucii
48 h 8.76 > 40 17.17 2.8 4.28 11.9
72 h 14.18 > 40 33.66 3.43 7.6 16.66
Makrophagen

(Toxizitét) 1.85 > 98 > 100 7.8 8.8 42
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4.8 Naphthochinone in anderen Pflanzen-Arten

Naphthochinone sind im Pflanzenreich weit verbteitgele Pflanzen sind dahingehend
bereits gut untersucht, dies gilt auch fiir die GajiNepenthegNepenthaceaé)® 1?1 die in
die nahere Verwandtschaft der Dioncophyllaceae aerivird *® Meist wurden aber die
Wurzeln fur phytochemische Analysen herangezogerssAgen Uber Sekundarmetabolite in
den Fangorganen gibt es zWar! Angaben zu Inhaltsstoffen in Blattern und Sprossed in
der Literatur aber nicht zu finden. Das Pflanzermmak der drei ArtenNepenthes alata,
N. intermediaund N. khasianastammte aus dem Botanischen Garten der Universitat
Wirzburg. Die HPLC-UV-VIS-Analysen der Rohextrakter luftgetrockneten oberirdischen
Teile aller drei Arten waren im Metabolit-Profil edtisch. N. alata besal3 den hdchsten
Substanzgehalt, so dass die weiteren Arbeiten m@sed Art durchgefiihrt wurden. Die UV-
Spektren zeigten jedoch, dass es sich bei den &west wahrscheinlich nicht um
Naphthochinone handelte. Die Isolierung der Meti#édoind deren Strukturaufklarung mittels
1D- und 2D-NMR-Experimente identifizierte sie dersgmechend als Flavonoide (Quercitin
und Kaempferol-Derivate48-50, Abbildung 35), die zudem allesamt literaturbekann
waren 41"l Quercitin und Kaempferol selbst sind zwar aucheberin der Gattung
Nepenthegefunden worden, allerdings gab es bislang keegcBreibung ihrer Glucoronide/

Rhamnosidé.’1"

X R
48 OH S-D-Glucuronid
49 OH a-L-Rhamnopyranosid
50 H a-L-Rhamnopyranosid

Abbildung 35. Die ausN. alata isolierten Flavonoide Miquelianin4g), Quercitrin 49) und
Kaempferole-L-RhamnopyranosidsQ).
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5 Sekundarmetabolite aus Wurzelkulturen vonTriphyophyllum peltatum

5.1 Wurzelkulturen von Triphyophyllum peltatum

Von Frau Dr. K. Fester wurden unserem ArbeitskW¥igrzelkulturen vonr. peltatumzur
weiteren Kultur und phytochemischen Analyse UbeegebDie Kultur erfolgte in
abgewandeltem Gamborg-B5-Meditiffl (65S2-Medium). Es enthielt neben anorganischen
Salzen (Mikro- und Makronédhrstoffe) und Saccharamech Casein-Hydrolysat, das
vorwiegend als zusatzliche Sticktoffquelle (in Foram Aminosauren) diente. Vervollstandigt
wurde das Medium mit dem gering konzentrierten (@ L) Phytohormon NAA (1-
Naphthylessigsaure). Auxine sind Phytohormone, dawiegend wachstumsfordernde
Wirkungen auf Pflanzenzellen haben. Sie fordern daditeilung und Zellstreckung. Im
Wurzelbereich werden dabei bestimmte ZellnesteP@nzykel aktiviert und damit die Seiten-
und Adventivwurzelbildung geférdert. Das Wachsturar dVurzelkulturen wurde ohne
genetische Manipulation erreicht. Bei regelméaRigemstausch des Kulturmediums alle drei
bis vier Wochen, entwickelten sich die Wurzeln sgii. Interessant war nun die Frage nach

den Sekundarmetaboliten.

5.2 Phytochemische Analyse der steril kultivierten Wurzln

Die Analyse der Kalluskulturen hatte deutlich gehtaadass diese ein interessantes
Spektrum an Sekundarmetaboliten bildeten. Dabeinaen sich die Zellen im Kallus in einer
dem embryonalen Zustand &hnlichen Situation, irederor allem auf die Zellteilung und das
Wachstum ankam und die Bildung von Sekundarmet@&mohicht im Vordergrund stand.
Daher war es nun schon unter diesem Aspekt spanmanghtersuchen, ob steril kultivierte,
vollstandige Organe mit ausdifferenzierten Gewedi@ndhnliches oder sogar noch reicheres
Metabolit-Spektrum bilden.

52.1 Extraktion des steril kultivierten Wurzelmaterials

Das getrocknete und pulverisierte Wurzelmateriatdeunach bewahrtem Verfahren mit
einem LoOsungsmittelgemisch aus Methanol und Dichédhan (MeOH/ChKLCI;) im
Verhaltnis 1:1 dreimal extrahiert. Bereits eingd@lnalyse des Rohextrakts zeigte, dass sich
das Sekundarmetabolit-Spektrum der Wurzelkultureatlth von dem der Kalluskulturen

unterschied. Wahrend bei den Kalli vor allem Napbtiinone im Chromatogramm
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vorherrschten, fanden sich im Rohextrakt der Wurba@luptsachlich Metabolite mit dem UV-
Profil von Verbindungen, die einen Naphthalin-Ahteesal3en, wie es beispielsweise bei den
Naphthylisochinolin-Alkaloiden der Fall ist. Nebeen Naphthochinonen wéren vor allem
Naphthylisochinoline zu erwarten. Die Identifiziagy der einzelnen Komponenten sollte

jedoch zeigen, dass es sich dabei nicht nur umlditka handelte.

5.2.2 Fraktionierung des Rohextraktes und Isolierung derSekundarmetabolite

Fur die anschlie3ende Isolierung wurden zunachschieedene Methoden zur Herstellung
von Fraktionen angewendet, durch die bestimmte idumgen angereichert wurden. Der
Rohextrakt wurde der Kationen-Austausch-Chromafagea (IES - lon Exchange
Chromatographie) an Amberl{d5 unterzogen. Dass diese Methode hervorragend zur
Anreicherung der Naphthylisochinolin-Alkaloide ggeet ist, hatte bereits I. Kajahn in ihrer
Dissertation nachgewies€fi! Das Saulenmaterial adsorbierte positiv  geladene
Verbindungen, alle anderen Substanzen, z.B. diehtdaphinone, lieRen sich leicht mit
Methanol von der Saule waschen. Die kationischgohieg/lisochinoline mussten dann durch
starkere lonen (in diesem Fall Navom S&aulenmaterial verdrangt und (durch NaCl-bggu
eluiert werden. Die Kationen-enthaltende Frakti@gte im HPLC-Chromatogramm zwei
Haupt- und mehrere Nebenpeaks, die allesamt dasSpikirum der Naphthylisochinolin-
Alkaloide aufwiesen. Die "nicht-kationische" Fraii enthielt einige Substanzen mit dem
typischen UV-Spektrum von Naphthochinonen. Daneanen aber auch Verbindungen
enthalten, die dem UV-Profil entsprechend eher #&phthylisochinolinen zuzuordnen
waren. Eine positive Ladung (wie die Naphthylisodhine) schienen diese aber nicht zu
tragen. Dabei handelte es sich vor allem um Kompi@me die sehr polar - sehr friih eluierend
(RP-HPLC) - oder sehr unpolar (sehr spat eluieremdyren. Im "Mittelfeld" des
Chromatogramms fanden sich solche Verbindungen.nfehr weiteren Anreicherung wurde
die "nicht-kationische" Fraktion min-Hexan gewaschen. Die wassrige Phase wurde
anschlieBend auBerdem mit Chloroform extrahiertbeddeNaphthochinonen gingen auch
einige Substanzen mit unbekanntem UV-Spektrum i alganische Losungsmittel Uber.
Ubrig blieb die wassrige Phase, in der SubstanzérNaphthylisochinolin -ahnlichem UV-
Profil enthalten waren.

Alle so erhaltenen Fraktionen wurden mittels prapeen HPLC und jeweils angepasstem

Losungsmittel-Gradienten (s. Experimentalteil) iesal
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5.3 Isolierung und Strukturaufklarung
5.3.1 4-Methoxy-5-hydroxy-2-naphthoesauremethylester (51)

Aus der Chloroform-Fraktion wurde eine Substaniiesp die anhand des UV-Spektrums
keiner Substanzklasse zugeordnet werden konnte. HR-ESI-MS-Messung ergab eine
Masse vorm/z 255.0665 [M+Na]. Diesen Daten entsprechend musste eine Verbinduhg mi
der Summenformel GH1,0,4 (ber.m/z255.0633) vorliegen.

Dem *H-NMR-Spektrum war zu entnehmen, dass es drei dische Protonen gab, die
Kopplungen zueinander zeigten (7.32, 7.31 und f6@8) sowie zwei Signale (7.27 und 8.0
ppm), die als schwach gespaltene Dubletts auftrated eine “J-Kopplung (1.4 Hz)
zueinander zeigten. Zudem waren zwei Methoxygrupi@ed2 und 3.85 ppm) vorhanden.
Dem **C-Spektrum zufolge besaR das Molekiil drei Saudfsiddtionen. Neben den beiden
Methoxygruppen gab es auch eine Hydroxygruppe.LRge der OMe-Gruppen wurde durch
HMBC- und NOESY-Wechselwirkungen eindeutig festgel®abei stellte sich heraus, dass
es sich bei einer der OMe-Funktionen um einen Mestigr an C-2 handelte. Die Protonen an
C-1 und C-3 wiesen beide HMBC-Interaktionen mit @arbonylfunktion auf, genauso wie
die zugehorige CHGruppe (3.85 ppm) des Methylesters. Die Positiar dweiten
Methoxygruppe wurde durch deren NOESY-Wechselwigamzu dem Proton an C-3 (7.27
ppm) bestimmt und durch entsprechende HMBC-Korimiah der OMe-Gruppe als auch des
3-H zu C-4 (159.3 ppm) bestétigt. Der zweite Rieg &ystems wurde durch die COSY- und
HMBC-Wechselwirkungen identifiziert (Abbildung 3@emnach handelte es sich um den 4-
Methoxy-5-Hydroxy-2-Naphthoesauremethylestt) {82

a)
58.3
157.3 4.02

6.83 \\HO 0%159'3
He 727

OCH3z=— 385

oM ™ s44
w fj 169.9 51

7.31
805 130.1

Abbildung 36. NMR-Verschiebungen vdi: a) 'H- und **C-NMR-Daten und b) relevante HMBC-
(einfache grine Pfeile) und NOESY-Wechselwirkunrete Doppelpfeile).

Naphthoesaure-Derivate sind bereits Ausistrocladus ealaensisoliert worderi!®® Der

erste Vertreter dieses Strukturtyps war aber dieutBerolsaure, die bereits 1950 als
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synthetisches Abbauprodukt des Eleutherols erhaitende!*®” Von diesen Naphthoesauren

unterscheidet sichl durch die Derivatisierung der Sauregruppe zumhilester.

5.3.2 P-4,5'-Dimethoxy-2,2'-dimethyl-1,1'-binaphthalin-4',5-diol (52)

Die HR-ESI-MS-Messungn(/z375.1596 [M+H]) legte die Summenformelg,;0; (ber.
m/z375.1591) nahe. Die Auswertung desNMR-Experiments ergab, dass es sich um eine
Verbindung handelte, die acht aromatische Protaneei Methoxy- und zwei Methylgruppen
besalR. Zudem hatte die Substanz ein UV-Spektrura, esi fir Naphthaline Ublich war.
Bereits dies lieR annehmen, dass es sich hier andigieres Naphthalin handeln musste.
AuBerdem war durch®C-Signale mit typischer Verschiebung (154.3 und.454pm) das
Vorhandensein von zwei weiteren Hydroxyfunktionezlelgt. Die Konstitution der beiden
Naphthaline wurde aus den HSQC- und HMBC-Spektnanitielt. Neben den HMBC-
Wechselwirkungen gaben die NOESY-Kreuzsignale 3wt bezlglich der Lage der
Biarylachse. Es musste sich um eine 1,1'-Kuppluaigdbln, da die Methylgruppen an C-2
und C-2' Interaktionen mit 8-H bzw. 8'-H der jewgednderen Naphthalinhélfte aufwiesen
(Abbildung 37). Die Festlegung der Position der OGippen an C4 und C5' erfolgte

zweifelsfrei durch die Zuordnung von NOESY- und HEHKorrelationen.

52

a) 55.2 4.05 b)
154.3 155.4
3 6.86
6.58— . H
6.93— . CHe1 85
6.317—~H 128.7
6.45——H //126-0
6.97—H ' CHz-1.79
O 1363
_s>H . 3
. / 673
a i

3.99

Abbildung 37. NMR-Daten voB2: a) ausgewahltéH- und **C-Verschiebungen sowie b) relevante
HMBC- (griine einfache Pfeile) und COSY- und NOES¥dhselwirkungen (rote
Doppelpfeile).

Die Verbindung52 wurde somit als 4,5'-Dimethoxy-2,2'-dimethyl-1binaphthalin-5,4'-
diol identifiziert. Vor der Ermittlung der Konfigation der Biarylachse wurde die

Enantiomeren-Reinheit zunéchst mittels HPLC-Analgsechiraler Phase (Phenomehdmx
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Cellulose-1) gepriuft. Die Auswertung des darauflffline” aufgenommenen CD-Spektrums
unter Anwendung der Exciton-Chirality-Methode erglidP-Konfiguration der Achse.

60 T HO  OMe
UM —o
Y A
B

Me

w0 —~—— m) P o
o
4-30 \\/ OO

60 MeO OH

200 300 400 52
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Abbildung 38. Bestimmung der Achsenkonfiguratiomrath Anwendung der CD-Spektroskopie in
Verbindung mit der Exciton-Chirality-Methode.

Die Exciton-Chirality-Methode ist immer dann eirdsdr, wenn die zu untersuchende
Verbindung zwei gleiche oder mindestens sehr d@malichromophore besitzt, deren relative
Anordnung zueinander bekannt ist. Die beiden Nagiimhélften von52 entsprachen dieser
Voraussetzung. Eine weitere (ebenfalls erfulltedliBgung ist zudem, dass das UV-Profil der
Verbindung ein Maximum an der Stelle aufweist, an der Graph des CD-Spektrums einen
Wendepunkt besitzt. Das Couplet zeigte (von renht$h links gelesen) einen positiven und

dann einen negativen Cottoneffekt (Abbildung 38 bewies damit di®-Konfiguration!*&?

5.3.3 P-4,4'-Dimethoxy-2,2'-dimethyl-1,1'-binaphthalin-5,5-diol (53)

Ein weiteres Naphthalin besal3 in allen NMR-Spektdem einfachen Signalsatz eines
monomeren Naphthalins. Dass es sich um ein Dimeddia musste, wurde aber durch das
Messen der exakten Masswu/¢ 373.1445 [M-H]) deutlich, die die Summenformeb4El,;,0,
(ber. m/z 373.1440) nahe legte. Die genaue Konstitution Metekils wurde &hnlich wie
schon zuvor beschrieben, durch die Auswertung alerund 2D-NMR-Spektren bestimmt.
Das quartare Kohlenstoff-Atom mit einer Verschieppwon 129.9 ppm markierte die Position
der Achse wiederum an C-1. Die Position der Metlgodgpen wurde durch HMBC-
Kreuzsiganale zu C-4 (bzw. C-4") und NOESY-Wechsklmgen zu 3-H bestimmt.
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a) 56.7 4.15 b) c)
155.4
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Abbildung 39. Ausgewahlte NMR-Daten vd@8 a) 'H- und **C-NMR-Werte sowie b) HMBC-
(grine Pfeile) und NOESY-/COSY-Korrelationen (rd@eppelpfeile); c) raumliche
Darstellung nach Aufklarung der absoluten Achsefigaration.

Damit war die Struktur der Verbindung aufgeklad,handelte sich um den ebenfalls neuen
Naturstoff 4,4'-Dimethoxy-2,2'-dimethyl-1,1'-binagphlin-5,5'-diol £3) und wie zuvor ergab
die Auswertung des CD-Spektrums, dass die Biargéhkonfiguriert war (Abbildung
39)_[182]

5.3.4 M-5,5'-Dimethoxy-2,2'-methyl-3,3'-binaphthalin-4,4'diol (54)

Die NMR-Spektren einer weiteren Substanz waren mledes zuvor isolierten und
identifizierten53 sehr &hnlich. Es gab nur einen Signalsatz, abdr diesmal ergab die HR-
ESI-MS-Messungr/z375.1586 [M+H]) sofort, dass es sich um ein dimeres Naphthaltn mi
der Summenformel £H,30, (ber.m/z375.1518) handelte. Jede Naphthalin-Halfte trung ei
Hydroxy-, eine Methoxy- sowie eine Methylgruppe,rate Positionen wie bei den
vorhergehenden Binaphthalinen bestimmt wurden. fdbehend waren die NOESY-
Wechselwirkungen deperi-Protons an C-8 zu einem weiteren Proton (7.26 pmla$ an
Position 1 sitzen musste. Auch dies wurde durckpeathende HMBC-Wechselwirkungen
bestatigt. AuRerdem zeigte dieser 1-Wassersto# weieitere Interaktion zu einem quartaren
Kohlenstoff (bei 121.3 ppm). Bei diesem handeltsies um C-3 und markierte die Position
der Achse (Abbildung 40). Die Enantiomeren-reindstanz (nachgewiesen durch Analyse
mittels chirale HPLC) wies nach Auswertung desljo#* CD-Spektrums durch die Exciton-
Chirality-Methode eind-Konfiguration auf (s. Abbildung 40).
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Abbildung 40. Die'H- und *C-Daten von54 (a) und die fir die Strukturaufklarung bedeutende
HMBC- (grine Pfeile) und COSY-/NOESY-Korrelation@ote Doppelpfeile) (b), c)
zeigt die vollstandige Struktur mi-konfigurierter Achse.

Bei diesem Naphthalin-Dimer handelte es sich alaalas bereits von G. Zhang in unserer
Arbeitsgruppe ausT.-peltatumKalluskulturen isolierte 5,5-Diemethoxy-2,2'-mgt3,3'-
binaphthalin-4,4'-diol §4). 18

5.3.5 4-Methoxy-2,2'-dimethyl-1,1'-binaphthyl-4',5,5',8'-tetraol (55)

Das Protonen-Spektrum dieser Verbindung zeigte gegnaromatische Protonen als die
zuvor identifizierten Binaphthaline. INFFC-NMR-Spektrum fielen dementsprechend sofort
funf Signale mit einer deutlichen Tieffeld-Versdimg auf(bisher waren es stets nur zwei
oder vier), wie sie fur Sauerstoffsubstitutioneridibsind (153.1, 156.4, 157.8, 162.9 und
163.2 ppm). Nur bei einer dieser Funktionen koredesich um eine Methoxygruppe (4.15
ppm) handeln.

Durch die Auswertung aller 2D-NMR-Spektren analog den zuvor identifizierten
Binaphthalinen wurde der nérdliche Teil der Verhind aufgeklart. Die Methoxygruppe
(4.15 bzw. 56.8 ppm) befand sich an C-4 (157.8 pumla)es deutliche NOE-Korrelationen
zum 3-H (6.9 ppm) gab und entsprechende HMBC-Wéairkengen zu C-4 existierten.
Dieser Teil des Moleklils war somit als ein 4-Meth@methylnaphthalin-5-ol zu
beschreiben, das Uber eine Biarylachse an C-limahreweiteren Naphthalin verbrickt war.
Im sudlichen System gab es drei aromatische Protomebei eines als Singulett (7.12 ppm)
auftrat, das sehr wenige Interaktionen mit seinengebung zeigte. Es gab HMBC-
Wechselwirkungen zu den Brickenkohlenstoffen CA@l G-10' sowie zu der Methylgruppe
(21.2 ppm) an C-2'. Diese wiederum (1.87 ppm) eelytechselwirkungen zu C-3' (123.3
ppm) sowie zum eigenen Kohlenstoff (C-2) und zwegiteren quartaren Kohlenstoff-

Atomen, deren Verschiebungen einmal fir die Suligiit mit einer Hydroxygruppe (153.1
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ppm) und im anderen Fall fir die Position der Acl{#¢85.6 ppm) sprachen. Bei der
Aufklarung der Konstitution im linken Ring der Siadfte war es zunachst nicht moglich,
sicher zwischen einer 5',6'- und eine 5',8-Digtligtn zu unterscheiden. Hilfreich war
jedoch die Betrachtung der Kopplungskonstantenbag&ien Protonen, die mit >8 Hz zum
einen darauf hinwies, dass diese Protonen bendchigaen, zum anderen aber auch daftr
sprach, dass sich eines der Protonepen-Stellung befand. Aul3erdem wére bei einer 5',8'-
Disubstitution zu erwarten, dass der Unterschied deemischen Verschiebung beider
Protonen deutlich geringer ausfiel. Dieser Umstasullte durch zusatzliche NMR-
Experimente zur Ermittlung weiterer HMBC- und NOESWechselwirkungen untersucht
werden. Wahrend der Probenvorbereitung oder dersivigs zersetzte sich die Substanz
jedoch vollstandig. Nach bisherigem Befund war\débindung als 4-Methoxy-2,2'-methyl-
1,1'-binaphthalin-4',5,5',6'-tetraob%) zu beschreiben, dessen Konfiguration an der Achse
nicht mehr zu ermitteln war. Die Aufklarung der uiiur eines weiteren Metabolit$q)
lieferte aber wertvolle Hinweise, die den Vorschidgdie Verbindung5 untermauerten.

Die Instabilitat dieses Binaphthalig$ lasst sich sicher auf den hohen Oxygenierungsgrad
des sudlichen Ringsystems zuriickfihren. Beispi@eNaturstoffe mit einer solchen Triol-
ahnlichen Partialstruktur, wie das antibiotisch ksame Atrovenetin audenicillium
atrovenetunoderP. herqueifinden sich auch auRerst selt&f:*8®!

a) | 4.21 b)
157.8

- 6.91

126.2
—

712 55

Abbildung 41. 55 mit a) wesentlichedH- und **C-Daten sowie b) fiir die Aufklarung der Struktur
relevanten HMBC- (grune einfache Pfeile) und COSMDESY-Korrelationen (rote
Doppelpfeile).

Die Substan®5 war aber bereits im Rohextrakt nachweisbar und @ach relativ stabil.
Dies gilt ebenso fur die bereits aufkonzentrieffeaktionen des Wurzelextrakts. Selbst wenn
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der Rohextrakt oder die entsprechende Fraktion enelirage ohne besondere Vorkehrungen
gelagert wurde (RT, Luftsauerstoff), lie3 sich dai55 zugehorige Peak im Chromatogramm
noch immer finden. Mdglicherweise war das NMR-Rdlert unbeabsichtigt fur langere Zeit

dem Sonnenlicht ausgesetzt, so dass die Zerseturubstanz beschleunigt wurde.

5.3.6 P-4,4'-Dihydroxy-5-methoxy-2,2'-dimethyl-1,1'-binaphthyl-5',6'-dion (56)

Des UV-Spektrums voB6 war im Bereich zwischen 200 und 350 nm deckungdyleit
den UV-Profilen aller zuvor identifizierten Binaplaiine, es gab jedoch ein zuséatzliches
kleines Maximum bei ca. 440 nm, das von chinoidémuk®uren wie beispielsweise dem
Elliptinon her bekannt wdt®”) Die exakte Masse (HR-ESI-MS) betrogZ397.1046 und legte
die Summenformel §H:gNaGs (ber. m/z 3971052) nahe. IM*C-NMR-Spektrums fanden
sich zwei Signale mit einer fiur Carbonylfunktiongmpischen Tieffeld-Verschiebung von
182.1 und 183.2 ppm. Abgesehen von den beiden @@drappen ahnelten alle anderen
Verschiebungen, sowohl der Signale b als auch im*C-Spektrum, stark denen véb.
Damit konnte56 eine korrespondierende chinoide StrukturSzuhaben. Der nordliche Teill
der Verbindung wurde als ein 5-Methoxy-2-Methylnégatin-4-ol mit einer Biarylachse an
C-1 identifiziert.

Die beiden oben bereits erwahnten Carbonylfunktiomeussten nun Bestandteil des
sudlichen Ringsystems, genauer, des linken, ackisent Rings sein, der aul3erdem zwei
Protonen (6.16 und 6.80 ppm) trug. Die HMBC-Wechg&lungen vor allem des starker
Tieffeld-verschobenen Protons (6.80 ppm) in Komtiama mit den deutlichen NOE-
Korrelationen zwischen diesem Proton und der Metiylpe an C-2 der ndrdlichen Halfte
lieBen nur die Annahme einertho-Substitution der Carbonylgruppen am linken sudich
Ring zu (Abbildung 42). Bei allen zuvor beschrieberdimeren Naphthalinen gab es nie
NOESY-Signale zwischen der Methylgruppe der einéiftel mit dem 7-H der anderen, stets
war es nur 8-H, das solche Interaktionen aufwiesmbach lag ein 4,4'-Dihydroxy-5-

methoxy-2,2'-dimethyl-1,1'-binaphthyl-5',6'-dionrvo
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a) 410 56.91 b)

56

Abbildung 42. Die Struktur vo®6 mit a) den wichtigsteriH- und *C-NMR-Daten sowie b) den
maf3geblichen HMBC- (griine einfache Pfeile) und CO& NOESY-Korrelationen
(rote Doppelpfeile).

Die Anwendung der Exciton-Chirality-Methode zur Besnung der Konfiguration an der
Biarylachse war in diesem Falle unsicher, da sieh @hromophore unterschieden. Daher
wurden von A. Schaumloffel sowohl UV- als auch Cpeltren fur die beiden Enantiomere
M-56 und P-56 berechnet (TD B3LYP/6-31G*//B3LYP/TZVP; shift 12m und mit den
experimentellen Daten verglichen (Abbildung 433 134138142.143, 188-191]
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Abbildung 43. Ermittlung der Absolutkonfiguratiater Biarylachse vob6 durch Berechnung der
CD-Spektren mittels TD B3LYP/6-31G*//B3LYP/TZVP ([&h12 nm) und Vergleich
mit den experimentell gewonnenen Daten.

So war die Achsenorientierung auch hier eindeutly R-konfiguriert festgelegt.
Aufgeworfen werden musste die Frage, ob es sichdbeiVerbindung um einen echten
Naturstoff handelte, der so auch von der Pflanzedymiert wurde, oder ob es eher ein
Artefakt war, das maoglicherweise aB5-ahnlichen Verbindungen entstand. Allerdings war

auch in diesem Fall bereits im Rohextrakt der ertdgende Peak zu findétf?
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5.3.7 5-Hydroxy-2-methylnaphthalin-1,4-O,0-di-#-D-glucosid (57)

Der wasserlosliche MetabobZ besald ebenfalls ein &hnliches UV-Spektrum widthiber
identifizierten Naphthalin-Verbindunges-56. Die Messung der exakten Masse (E@fe
537.1578 [M+Na] in Kombination mit Protonen- und Kohlenstoff-NMRB&ktren legte eine
Verbindung mit der Summenformelk#i3013 (als Na-Adukt berm/z 537.1578 [M+Nal)
nahe. Dem'H-NMR-Spektrum war zu entnehmen, dass die Verbigduier aromatische
Protonen besaR, von denen eines als Singulett fprtd auftrat. Das’C-Spektrum wies u.a.
drei quartdre Kohlenstoff-Signale auf, deren TieHéerschiebung fiir das Vorhandensein
von Sauerstofffunktionen sprach, von denen sichpeathend den HMBC-Korrelationen eine
am linken und zwei am rechten Ring (in 1- und iR@kition) befanden. Es handelte sich also
wieder um eine Naphthalin-Grundstruktur mit eingr,3-Trioxy-Substitution.

Die hohe Masse sowie eine Region komplexer Sigiale'H-NMR lieRen auf das
Vorhandensein von zwei Zuckerresten schlielRen. DIMOESY-Wechselwirkungen der
Methylgruppe (an C-2) mit dem anomeren Proton (4988) von einem der Zucker und die
Interaktionen zwischen 3-H und dem anomeren Preioes zweiten Zucker-Restes (5.24
ppm) legte die Position der Zucker-Einheiten f&@stdem gab die Dublett-Aufspaltung der
beiden anomerer Protonen mit einer Kopplungskotestaon 7.7 Hz dariber Auskunft, dass
es sich um eineD-p-glycosidische Bindung handelte. Etwas herausfoiar war die
Zuordnung der Protonen-Signale der beiden Zuckee, sich Uberlagerten. Erst die
vollstandige Auswertung der 2D-NMR-Spektren (HMBESQC, COSY und NOESY) liel3
die Zuordnung aller Signale zweifelsfrei zu. DiecKer-Reste, bei denen es sich entsprechend
der NMR-Daten um Glucose handeln musste, wurdeypneaitzsch durch den Einsatz einter
Glucosidase von dem Naphthalin-Kern abgespaltes. Raphthalin oxidierte spontan zum
Plumbagin. Dieses und die Glucose wurden durch [R&Mich mit authentischem
kauflichem Material identifiziert. Die Absolutkogfiration der Glucose wurde durch
Bestimmung des Drehwertes im Vergleich zu autheiméisn Material ermittelt. Es handelte

sich bei57 also um das 5-Hydroxy-2-methylnaphthalin-Q4-di-4-D-glucosid 8%
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Abbildung 44. HMBC- (griine Pfeile) und COSY- un@RSY-Korrelationen (rote Doppelpfeile) bei
57. Um die Ubersichtlichkeit der Abbildung zu erhalt@urden die Zuckerreste flach
abgebildet (a) und die Struktur gesondert (b) richmiiedergegeben.

5.3.8 Identifizierung von Plumbasid A (58)

Eine weitere Verbindung5g) aus den Wurzelkulturen voh peltatumwies die exakte
Masse vorm/z 375.1050 auf. Dies entsprach der Masse%Grdem ein Glucose-Rest fehlte,
so dass die Summenforme]-8,.0z (als Na-Addukim/z 375.10504 [M+Na]) angenommen
werden konnte. Auch dasi-NMR-Spektrum war dem vo&7 sehr &hnlich, gleiches galt fiir
das'*C-Spektrum. Nach der Entdeckung und Aufklarung miessen Naturstoff&7 war die
Substanz 58 problemlos als 2-Methyl-1,5-dihydroxynaphthalint43-D-glucosid zu
identifizieren, das zudem bereit als Plumbasid t&rditurbekannt war. Bei Betrachtung der
Struktur fallt sofort auf, dass nach Abspaltung desker-Restes und einfacher Oxidation das
sehr weit verbreitete Naphthochinon Plumbadih éntstehen kann. Dies geschieht in der
Natur evtl. Enzym-gesteuert beispielsweise nacheVamgen der Zellen. Bei dem isolierten
58 geschah diese Reaktion sogar spontan. Plumb&pisublimiert sehr leicht und hat die
unangenehme (schon fast spezifische) Eigenschaft, is Plastik (Beispielsweise einem
Stopfen, mit dem der Kolben verschlossen wurddg@setzen. Ein Coelutions-Experiment
mit authentischen® identifizierte das entstandene Plumbagin einde#lzpildung 45). Die
hydrolytische Spaltung setzte auch den Zuckerregtder durch vergleichende DC-Analyse
und Drehwert-Bestimmung als D-Glucose identifizigudrde.
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Abbildung 45. Spontane Umsetzung von Plumbasi@i8\Zu Plumbaging).

Das Vorkommen von Plumbasid A8§) ist fur viele Pflanzen beschrieben worden, u.a.
finden sich auch carnivore GattungerNepenthes Drosophyllum Drosera und
Dioneg), 144192194 gis0 solche aus der nahren Verwandtschaft der dojumyllaceae. Fiir
Triphyophyllumselbst ist dies die Erstbeschreibung und untécktrelie Verwandtschaft zu
anderen carnivoren Pflanzenfamilien noch einmal.

Sehr wahrscheinlich handelt es sich bei Plumbasi(b8), aber auch beb7 um eine

Speicher- oder Transportform des selbst fur Pflaneken toxischen Plumbaging)(

5.3.9 P-5,4'-Dihydroxy-2,2'-dimethyl-1,1'-binaphthalin-4,6"- O,O-di- -D-glucosid-
5'-O-p-D-glucosid (59)

Ein weitaus komplexeres Protonen-Spektrum als didem Verbindungen zuvor wies die
Substanz59 auf. Das UV-Profil liel3 erneut ein Naphthalin ertga und nach der ersten
Auswertung sowohl detH- und *°C- als auch aller 2D-NMR-Spektren war der Kern der
Verbindung als ein 1,1'-gekuppeltes Naphthalin-Dindentifiziert. Die hohe exakte Masse
von m/z 855.2699 [M+Na] sowie eine Region extrem komplexer Signale ihNMR-
Spektrum lieRen vermuten, dass das dimere Naphtedi Zuckerreste trug (gHisNaOo,
ber. m/z 855.2682 [M+Na]). Tatsachlich gab es im nérdlichen Naphthalin-TRDESY-
Interaktionen zwischen dem Singulett-Proton an -30 ppm) zu dem anomeren Protonen
(1™-H — 5.24 ppm) eines Zuckerrestes. ZusatzlietBC-Wechselwirkungen desselben
anomeren Wasserstoffs zu C-4 (155.1 ppm) legtandass der Zuckerre€k:glycosidisch an
C-4 gebunden war. Auf gleiche Weise erfolgte di@rdaung der Position eines zweiten
Zuckerrestes am sudlichen Naphthalin-Teil. Die groRopplungskonstanten von 7.8 Hz der
anomeren Protonen gaben darliber Auskunft, dassicks esneut um g-glycosidische
Bindungen handelte.

Das 'H-NMR-Spektrum zeigte aber noch ein drittes anosé?eoton (4.39 ppm), das
jedoch weder HMBC- noch ROESY-Interaktionen mit dBmaphthalin zeigte. Stattdessen
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ergaben sich im ROESY-Spektrum Wechselwirkungenemiér CH-Gruppe (3.91 und 4.23
ppm), die einem der beiden Zucker-Reste gehortei{éng 46 und 47).

Die vollstandige Zuordnung der einzelnen sich si#itkrlagernden Signale der Zucker-
Protonen allein durch die Auswertung von HMBC-, HEQund COSY-, ROESY- bzw.
NOESY-Spektren war nicht moglich. Zwar konnten féde Zucker-Einheit grof3e Teile
identifiziert werden. Die klare Zuordnung aller 8ade und damit die Identifizierung der
Zucker als Glucose-Reste war aber erst durch dieatume von TOCSY-Spektren moglich
(Abbildung 47). Ahnlich wie beim COSY werdéH-'H-Korrelationen detektiert. Ausgehend
von einem Signal mit bekannter Verschiebung (z.8h dnomeren Protonen eines solchen
Zuckers) werden nicht nur geminale und vicinalendss auch long-range-Kopplungen
innerhalb eines Spin-Systems (wie beispielsweiseereiGlucose-Einheit) sichtbar. Die
Identifizierung der Zucker erfolgte wie zuvor durdte hydrolytische Spaltung mit

anschlieBender Co-Chromatographie.

Abbildung 46. Das dreifach glucosidierte Binaplitha59 mit den wichtigsten'H- und *°C-
Verschiebungen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeitden die Glucose-Reste flach
dargestellt.
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sudlicher
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Abbildung 47. Fur die Strukturaufklarung der eine& Einheiten wichtige Korrelationen: a) HMBC-
(grune, einfache Pfeile) bzw. COSY/ROESY-Interak¢io (rote Doppelpfeile) des
Binaphthalin-Kerns, b) 2D-TOCSY-Signale der Glugeste des ndrdlichen und c)
des sudlichen Naphthalinteils.

Die Konfiguration der Biarylachse wurde durch diaustvertung von CD-Spektren
bestimmt. Der positive Cottoneffekt (237 nm) legi@e P-konfigurierte Achse nahe. Da
jedoch aufgrund der vielen Glucose-Einheiten nisicher war, ob die Exciton-Chirality-
Methode uneingeschréankt anwendbar war, wurden voa 8chaumléffel semi-empirische
Berechnungen vorgenommen. Die Konformationsanalysele mit der PM3-Method&”
durchgefuihrt, um darauf hin das UV- und CD-Spektmit ZINDO/S-CI*°® zu berechnen.
Tatsé&chlich ergab sich ein berechnetes CD-Spektdas mit dem experimentell ermittelten
nahezu deckungsgleich war und die AchsePak®nfiguriert auswies. Bei der Substab@
handelte es sich also um das 5,4'-Dihydroxy-22etiyl-1,1'-binaphthalin-3,60,0-di-f-D-
glucosid-5'0-8-D-glucosid mitP-konfigurierter Biarylachsé'®?

1" 5,
" 5 QHO 3"OH
60 /WOH
HO Oho A~

i O
g Me
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: — exp. e
-60 HO .O OH
200 250 300 HO=¥"Ho '
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Abbildung 48. Vergleich der berechneten und expenitall ermittelten CD-Spektren v&®.
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Erstaunlicher Weise sind Binaphthaline selten adsubstoffe entdeckt worden. Eine der
wenigen Quellen scheint die GattuBjospyros zu sein?®’?%! Das erste dieser dimeren
Naphthaline war das Diospyrol, das zunachst als-geluppeltes Naphthalin publiziert
worden war, spater musste die Struktur aber alsgélaippelt berichtigt werdéi®°% Aus
Vertretern dieser Gattung sind auch dimere Naphinooe und Naphthochinon-gekuppelte
Naphthaline isoliert wordefi’®2°? In keinem Fall aber ist eine mégliche stereochehgs
Hinderung der Achsenrotation in Betracht gezogemdew. Obwohl in Asien eine ganze
Reihe dieser Pflanzen in der Volksmedizin eingeése¢ézden, finden sich kaum Bioaktivitats-
Werte solcher Verbindungéf?®2%3!

5.3.10 trans-Methyl-1,2,4-trihydroxy-2-methyl-3-oxo-2,3-dihydro-1H-inden-1-

carboxylsaure (60)

Die Verbindung 60 besal? ein UV-Spektrum, das keiner der bisher befdnen
Substanzklassen zugeordnet werden konnte. Der téerexakten Masse (HRESIM®)/z
251.05322 [M-H] lie auf die Summenformel 16H::06 (ber. m/z 251.0561 [M-H])
schlieRen. Das'H-NMR-Spektrum zeigte drei aromatische Protonere Kiar getrennte
Signale ergaben und allesamt benachbart waren. BMBC-Spektrum war zu entnehmen,
dass sich an diesem aromatischen Ring noch eineoklygruppe befand. Zudem gab es eine
Methoxygruppe (3.61 ppm) sowie eine Methylgrupp88Z1ppm), die Struktur schien also
derjenigen der zuvor isolierten Naphthaline &hnlichsein. Bereits da¥'C-Spektrum lieR
daran aber Zweifel aufkommen. Es gab ein ungewéhn$tark Tieffeld-verschobenes
Kohlenstoff-Atom bei 205.3 ppm und ein weiteres béB.6 ppm. Letzteres sprach fur das
Vorhandensein einer Carbonséure oder eines Canb@usiivates. Dass es sich dabei um
einen Methylester handelte, wurde durch HMBC-Webtigeungen der Methoxygruppe
(3.61 ppm) zu dem Kohlenstoff bei 173.6 ppm begtabieser zeigte weitere Interaktionen
zu einem Hochfeld-verschobenen Kohlenstoff bei §prh (C-1). Die weiterhin vorhandene
Methylgruppe (1.32 ppm) besal’} ebenfalls HMBC-Weghidaingen zu diesem und einem
weiteren Hochfeld-verschobenen C-Atom (85.6 ppmy3é&rdem zeigte die GHGruppe
Interaktionen mit dem sehr stark Tieffeld-verschodeKohlenstoff bei 205.3 ppm (C-3). Die
Methylgruppe und der Methylester mussten also ivelahe beieinander stehen und
aulBerdem war eine Carbonylfunktion in unmittelbaachbarschaft zur Methylgruppe
vorhanden, alles in einem fiinf-gliedrigen RingsysteDie **C-Signale von C-1 und C-2

waren allerdings nicht soweit Hochfeld-verschobsig es fir solche Systeme zu erwarten
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ware!®®¥ Die einzige Erklarung fiir diesen shift war das hardensein weiterer
Sauerstofffunktionen. Die einfachste und chemischnwllste Erklarung wére die
Substitution mit je einer Hydroxygruppe. Diese Anme liel3 eindransStellung von Me-
und OMe-Gruppe zu, bei der es keine NOESY-Wechsalgen geben kann.

Klarheit bringen sollten NMR-Spektren, aufgenommien DMSO, indem auch die
Wechselwirkungen der Protonen der OH-Gruppen s&chtbaren. Tatsachlich fanden sich
drei OH-Gruppen (Protonensignale mit den Verschegean von 9.97, 5.89 und 5.72 ppm).
Durch HMBC- und NOESY-Kreuzsignale konnte die Katasion der Struktur noch einmal
bestatigt werden. Die Methylgruppe wies die bereitsdhnten HMBC-Wechselwirkungen
auf, zeigte aber nun auch deutliche NOESY-Korreftegn zu den Protonen der beiden OH-
Gruppen (bei 5.72 und 5.89 ppm). Diese Hydroxygemppesallen NOESY-Interaktionen
untereinander. HMBC-Wechselwirkungen wiesen daramf, dass sich in unmittelbarer
Nachbarschaft der Methylester befand. Weitere HMB@3d NOESY-Wechselwirkungen der
beiden OH-Gruppen, aber auch des Methylesters endViéthylgruppe untermauerten den
bereits erarbeiteten Strukturvorschlag weiter. Nigbrhanden waren NOESY-Korrelationen
zwischen 2-Me und 1-COOMe. Da diese fehlten, musstetrans-Stellung der beiden OH-
Funkionen vorliegen, so dass es sich@feum dietrans-Methyl-1,2,4-trinydroxy-2-methyl-3-
0xo0-2,3-dihydro-H-indene-1-carboxylsaure handelt.

Vermutlich liegen die Enantiomere in einem nahememischen Gemisch vor, so dass die
Aufnahme von CD- oder ORD-Spektren nicht moéglichr.widzennungsversuche an chiraler
Phase fiuihrten bislang zu keinem Erfolg. Fur weiténéersuchungen stand nicht gentigend

Substanz zur Verfugung.

Abbildung 49: Die fiir die Strukturaufklarung vé0 wichtigsten a) Verschiebungen det- und**C-
NMR-Signale sowie b) die HMBC- (grine einfache Rfeiund COSY/NOESY-
Korrelationen (rote Doppelpfeile).
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5.3.11 cis-Methyl-1,2,4-trihnydroxy-2-methyl-3-oxo-2,3-dihydro-1H-inden-1-
carboxylsaure (61)

Von 60 an achiraler RP-Phase problemlos trennbar warvwegitere Substanz, die im UV-
Profil, aber vor allem auch in den 1D- und 2D-NMPReS&tren groRe Ahnlichkeit mi60
zeigte. Die HRESIMS-Werte waren identisch, so deasrscheinlich die gleiche Konstitution
vorlag. Bereits dies deutete darauf hin, dass dierDiastereomere vo@0 isoliert wurden.
Wahrend bei der vorhergehenden Verbindung ténsStellung der Methyl- und der
Methylestergruppe herausgearbeitet wurde, mussselesiun um dieis-Form handeln. Bei
61 gab es im Gegensatz 80 NOESY-Kreuzsignale zwischen 2-Me und 1-COOMe, diee
cissAnordnung dieser beiden Gruppen zueinander bgstat{Abbildung 50).

Damit wurde diese Substanz ais-Methyl-1,2,4-trihydroxy-2-methyl-3-oxo-2,3-dihydtro
1H-indene-1-carboxylsaure identifizie@l), die vermutlich ebenfalls in nahezu racemischem

Enantiomerengemisch vorlag.

a) 156.7 138.3
115.6 \ 2053 508
OH 0
7'24% s // // 1.26
—
CH;
132.8~ SR
H
s OH 80.7
7.40 O OCH;
1231 7/ A 3.74
136.7 52.3
173.8

Abbildung 50: Die Verschiebungen und Korrelationem 61, a) *H- und**C-Daten und b) HMBC-
(griine Pfeile) und COSY-/NOESY-Wechselwirkungengrmoppelpfeile).

Indanon-Strukturen sind in der Natur selten. Irdeamterweise wurde aber offenbar aus
Campher-Ol eine ahnliche Struktur isoliéf®! Leider stand von der entsprechenden
Publikation (in chinesischer Sprache) nur der Adittm englischer Sprache und die Eintrage
in der Sci-finder-Datenbank zur Verfigung. In dé@etatur finden sich vor allem synthetische
oder semi-synthetisch produzierte Verbindungenetie ahnliche Grundstruktur haben, sich
aber stets deutlich vas0 und61 unterscheidef®2°® In Japan wurden synthetische Indanone
und Indene als Wachstumsregulatoren fur Pflanzetersucht. Sie blieben aber allesamt

hinter der Wirksamkeit bereits bekannter Phytoharenpuriick?®”
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5.3.12 Uberlegungen zur Biosynthese der Indene 60 und 61

Von besonderem Interesse war die Frage nach dsymioese vort0 und 61. Handelt es
sich um Polyketide? Spaltet man @eC-Bindung zwischen C-1 und C-2, erhalt man eine
Struktur62, die auf den ersten Blick sehr an ein monocykbkscBiketon63 erinnerte, wie es
fur die Biosynthese der Naphthylisochinolin-Alkalei postuliert wird (Schema 2). Verlauft
die Biosynthese Uber eine solche Diketo-Zwischda8tuChemisch ist das schwer
nachvollziehbar und bereits zu Beginn der Biosysgh&atte ein Fehler im Aufbau der
'normalen’ Polyketidkette unterlaufen mussen. Mbgrweise hat die Verkntpfung mit der
Starter-Acetat-Einheit (wie sie bei der Biosyntheder Naphthylisochinolin-Alkaloide
stattfinden musst&§® nicht funktioniert oder es wurde direkt Malonatwendet.

Wenn Malonyl-CoA die erste Einheit bild&®! wiirde das dazu fiihren, dass statt einer
beginnenden Methylgruppe eine Hydroxygruppe existidie im Verlauf der weiteren
BiosyntheseO-methyliert worden ist. Dies wirde die Seitenkedte C-1 von60 und 61
ergeben kénnen. Prinzipiell kénnte aber auch mitokiat als Starter-Einheit eine Kette mit

sechs Carbonylfunktionen entstehen (Schema 3).

OH HO (0] HO Me
a) 2 HO
Me
Me — o
oH =P ok - 0
o= OH OMe
60 OMe O~ "OMe 62 OH
R
b) OR OH OH
vo- e O e 0,
Biosynthese M
€ Me
64 63

Schema 2: Uberlegungen der ,Retro-Biosyntheselriane (a) und im Vergleich ein Ausschnitt

aus der Naphthylisochinolin-Biosynthese (b).

Der erste Ringschluss zum monocyklischen Diketordeiin beiden Féllen (Acetyl- oder
Malonyl-CoA als Starter) identisch ablaufen. Au®mlischer Sicht schwieriger zu erklaren
sind die Reaktionen, die den zweiten Ringschlugs inden herbeifiihren. Dafir ware eine
Oxidation an C-10 der Kette notig (dem spéateren’ @er monozyklischen Verbindur@)
sowie eine Reduktion der Carbonylfunktion am SCo#l€& um letztlich zu dem

funfgliedrigen Ring der Inden@0 und61 zu gelangen (Schema 3).
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SR red

Schema 3. Die Zwischenprodukte der a) normalen derdb) gestorten Polyketid-Biosynthese
koénnten sich bis zum monocyklischen Diket®&3 (ind 66) sehr ahnlich sein. Erfolgt
bei b) der zweite Ringschluss wie Ublich, erhalinndas bereits zuvor beschriebene
51

Eine chemisch plausiblere Erklarung ist in Schem@inks) gezeigt. Hier wirde eine
Ozonolyse-ahnliche Spaltung eines Naphthalins nsthlieRender Dieckmann-Kondensation
zu einem funfgliedrigen Ring fuhren, der an C-2meme Decarboxylierung erfahren muss,
um ebenfalls die Strukturen der Inde&s@und61 zu ergeben.

Die Spaltung aromatischer Ringsysteme kommt inNigur durchaus vor, wie z.B. im
Verlaufe der Biosynthese des Gilvocarcin§¥. Diese Ringéffnungen finden sich aber vor
allem bei Pilzen und Bakterien und fiihren dann meis einem Heterocyklu§'**! Fir
Pflanzen sind diese Reaktionen sehr selten bebei®! und beziehen sich vor allem auf
Abbauprozessg”
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Allerdings wuirde der Biosyntheseweg Uuber eine Rimgig eine Kettenfaltung
entsprechend dem S-Typ verlangen, im Gegensatzmu alivor diskutierten Biosynthese-
Schema (Schema 4, rechts), das im Einklang mit #emPflanzen zu erwartenden F-
Faltungstyp steht. Der S-Faltungsmodus ist bislkamgfur Prokaryonten nachgewiesen und

wird flr diese als spezifisch angesehen.

a) S-Faltung einer Polyketid-Kette bei Pflanzen? b) SR
OR O OR OH Ojo
— L | Lo
—_— >
O “Me Me (6] JJ\/U\OH
O”™~0OH 0" ~OH ll
l SR _red
| 5
OR O HO 0
OH 0 o
XM Oo
e
T OH
OMe
OH OH ll
OH 0 OH 0 OH ')
e Me
Me E—
O’ > OH OH
OH OH
OH O

0~ “OMe S- ys. F- OMe

60 Faltungsmodus 60

Schema 4. Gegenuberstellung der beiden diskuti@tesynthesewege, Uber die die Indéte
und 61 entstanden sein konnten. Links (a) eine chemiskkirbare Route, die den
falschen Faltungstyp (S-Faltung) voraussetzt, e2¢b} ein Biosynthese-Vorschlag,
der dem richtigen Faltungsmodus folgen wiirde, abemisch schwer zu erkléaren ist.

Damit ist es sehr unwahrscheinlich, dass dieseaxtwider Polyketidketten-Faltung von
T. peltatumrealisiert wurde. Des Weiteren lief3e sich keinelskannten Strukturen aus den
Blattern, Wurzeln oder Zellkulturen mit diesem Bintheseweg in Einklang bringen.

Die Aufstellung einer Theorie zur biosynthetischégrkunft wird erst nach Durchfiihrung
von Fiitterungsexperimenten miC,-markiertem Acetat an Wurzelkulturen van peltatum

maoglich sein. So liel3e sich der tatsachliche Fgkurodus feststellen, aber vor allem werden
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aus dem Markierungsmuster des Funfrings entspredeherchemisch fundierte
Reaktionssequenzen zu seiner Entstehung ableglyar s

5.3.13 Bekannte Substanzen in Wurzelkulturen vonT. peltatum

Neben den bislang unbekannten Verbindungen wurdea Reihe weiterer, bereits
bekannter und fur Dioncophyllaceae typische Verbimgen durch Coelutions-Experimente
per HPLC und die Aufnahme vorfH- und '°C-NMR-Spektren identifiziert. Die
Wurzelkulturen produzierten Naphthochinone wie Bros (0), Plumbagin 9 und 8-
Hydroxydroseron 36).[6%12413214% |nteressanter Weise fanden sich aber bisher weder
Dioncochinon A 84) noch Dioncochinon B 36). Diese scheinen spezifisch von den
Kalluskulturen produziert zu werden.

Die Wurzelkulturen produzierten auch eine Reihessfgiedener Naphthylisochinolin-
Alkaloide und erwartungsgemald wurde Dioncophyllin8) als einer der Hauptmetabolite
identifiziert/*"1°41%1%7der wie bei den Kalluskulturen, mit sein€@aDemethyl-Varianten
und dem neu entdeckten G*Methyldioncophyllin D 42) eluierte. Als weitere
Naphthylisochinolin-Alkaloide wurden Habropetalin @7) und Dioncopeltin A (durch
Coelutions-Experimente) identifiziéft™

5.4 Das phytochemische Potenzial vomriphyophyllum peltatum (Dioncophyllaceae)

Bereits in friheren Arbeitét® wurden eine ganze Reihe interessanter
Sekundarmetabolite, vor allem Naphthylisochinolitkafoide ausT. peltatumisoliert. In der
Wurzelrinde fand M. Rubenacker neben Dioncopeltinudd Dioncolacton A auch die
Dioncophylline A 8) B (24) und C £5).2"1®%pjese Reihe wurde durch die vorliegende
Arbeit um das Dioncophyllin-D-Deriva#i2 erweitert (Abbildung 51). Damit werden alle
Kupplungs-Mdglichkeiten am Naphthalin-Teil, unteerBcksichtigung von Dioncophyllin E
(28), ausHabropetalum dawét'” von den Dioncophyllaceae realisiert.
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MeO X=H: M-42

X = CH,0OH: 27
Abbildung 51: Die Naphthylisochinolin-Alkaloide Bacophyllin A @), Habropetalin A27) und die
als Naturstoff entdeckten Dioncophyllin-D-Derivad®e42 und M-42, die allesamt in
Kallus- und Wurzelkulturen vomriphyophyllumgefunden wurden.

Die Biosynthese der Naphthylisochinoline ist offanbsehr storanfallig. Unter
Stresseinfluss, wenn also u.a. der Stickstoffeingasatort ist, kann eine andere Klasse
bioaktiver Substanzen, die der Naphthochinone, ymedt werden. Es ist seit langem
bekannt, dassT. peltatum Plumbagin ) und Droseron 10) produziert?:#123124 pje
Moglichkeiten, die dieser Pflanze zur Verfugunghstg sind damit aber nicht ausgeschopft.
Es kann zu einer weitaus hoheren Oxygenierung kamate beil0. So wurden das bereits
aus anderen Pflanzen bekannte 8-Hydroxydros&®n dber auch neue Naphthochinone, die
Dioncochinone A - E34, 35und39 - 41) isoliert (Abbildung 52).

Bei diesen Verbindungen handelt es sich nicht mumeue Naturstoffe, sondern auch um
z.T. hochspezifische anti-infektive und anti-cangene Substanzen. Aul3erdem fanden sich
glucosidierte Lager- und Transportform&n und 58 des selbst fir Pflanzenzellen toxischen

Plumbagins.
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Abbildung 52. Triphyophyllumproduziert vor allem in Kallus-, aber auch in Walkalturen einen
reichen Fundus hochoxygenierter Naphthochinonedenein Transportformen.

Mit den Naphthochinonen war die Palette der Sekumegabolite jedoch noch immer nicht
erschopft. Dasslriphyophyllum monomere Naphthaline produziert, war nicht unetstar
Zusatzlich konnten aber dimere Naphthaline, z.Thriaeh glucosidiert §9) oder mit
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verschiedener©-Methylierungsmustern5¢-54) isoliert werden (Abbildung 53). Sogar ein
Naphthalin-Naphthochinon-Heterodint&s wurde identifiziert.

R'O OR2

Rt R R R X Me®  OH
OO 52 H Me Me H H OO
““ve 53 H Me H Me H Ve
S-D-Glucose©-f- ‘O
X 59 OH D-Glucose H H H o]
R3O0 OR* O OH

Abbildung 53. Die enzymatische Maschinerie vnpeltatumist auch in der Lage eine stattliche

Anzahl dimerer Naphthaline oder daraus hervorgegiagry Verbindungen zu
produzieren.

Vollkommen unerwartet waren zwei Metabolite, dieemfalls einer polyketidischen
Biosynthese entspringen kénnten, die Indédeand61.

Insgesamt gelang der eindrucksvolle Beweis, dagseltatumals Pflanze oder in Form
steriler Organ- und Zellkulturen ein sehr flexiblegsynthetisches Multitalent ist. In diesem
Kapitel wurde die Herkunft einiger (ungewohnlichév)etabolite bereits diskutiert. Im

folgenden Kapitel (6) soll nun auch die Naphthytisimolin-Biosynthese untersucht werden.
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6 Untersuchung der Biosynthese der Naphthylisochinati-Alkaloide an
Kalluskulturen von Triphyophyllum peltatum

6.1 Einfihrung

Naphthylisochinolin-Alkaloide sind, wie schon medufi erwéhnt, Strukturen, die aus
einem Isochinolin und einem Naphthalin zusammertgesend. Dabei handelt es sich in den
einfachsten Fallen um ein 2-Methyl-4,5-Dioxynaplitha und ein 1,3-Methyl-8-
Oxyisochinolin, das bei Verbindungen des Ancistndelceae-Typs an C-6 eine weitere
Sauerstoff-Funktion tréagt. Damit unterscheidet gels Substitutionsmuster im Isochinolin-
Teil der Naphthylisochinolin-Alkaloide von dem amelelsochinoline wie z.B. Anhalonidin
(68) oder Morphin %), deren Biosynthese bekanntermalien auf aromati8aofieosauren
zuriickgeht (Schema B}® Um das Oxygenierungsmuster der Naphthylisochinali@loide
hervorzubringen, misste es eine dem Tyro8jrnvérgleichbare aromatische Aminosaure mit

einer 6,8-Oxygenierung geben. Eine polyketidiscleekdnft ware aber viel eher in Betracht

zu ziehen.
Phosphoenol-
t
Shikimisiure- o P20
wee Erythrose-
l phosphat
(I
 “OH y
NH2 Photosynthese
HO 6 und Calvin- Zyklus
Hakenblatt
T. peltatum
MeO Me
MeO £ NH
OH Me 68
Schema 5. Gegenuberstellung der Biosynthese Tinyabgeleiteter Isochinoline am Beispiel des

Anhalonidins 68 (links) und die des Dioncophyllins A8) als Vertreter der
polyketidischen Naphthylisochinolin-Alkaloide (résh
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Um der Polyketid-Hypothese nachzugehen, wurden iteeténtersuchungen mit‘C-
markiertem Acetat durchgefuhrt, das Ancistrocladus hamatuBflanzen in unsteriler Form
appliziert wurde. Tatséchlich konnte damals einwsadher Einbau in Ancistrocladin
nachgewiesen werdéit” Ein ahnliches Experiment mitC-markiertem Acetat, das tber die
Wurzeln insteriler A.-heyneanudflanzen verabreicht wurde, scheiterte jed6ch.
Moglicherweise wurden grofRe Teile des gefittertexidlals bereits durch im Pflanzsubstrat
lebende Mikroorganismen vernichtet.

Da damals noch keine Sterilkulturen zur Verfugutanden, fanden weitere Experimente
mit unsterilen A.-heyneanuéflanzen statt, die genauso erfolglos verliéf&??® Ein
deutlicher Schritt nach vorn war die keimfreie AaativonAncistrocladusPflanzen, die auf
Medium kultiviert wurden, da¥’C,-markiertes Acetat enthigf?” Zwar war auch dieses Mal
kein signifikanter Einbau nachweisbar, allerdingsnien erstmals Sterilkulturen zum Einsatz.
Der néachste Schritt, die Etablierung steriler Ks#iuituren von A. heyneanu§®!

A. abbreviatu§?? und Triphyophyllum peltatuff! sollte dann zum Erfolg fiihren. Die
Kulturen der AncistrocladusVertreter produzierten zwar in Kallusform kaum ode&ine
Naphthylisochinoline, nach Optimierung dén-vitro-Bedingungen wurde aber in den
T.-peltatumZellkulturen Dioncophyllin A §) nachgewiesen. Damit stand nun ein System zur
Untersuchungen der Biosynthese der NaphthylisotihiAdkaloide durch
Futterungsexperimente mit markierten Vorstufen Yarfiigung. Die Applikation vort*Cy-
markiertem Acetat an diese Kalluskulturen fiihrte @saem deutlichen Einbau der,-C
Einheiten in8. Dabei fanden sich die Markierungen nicht nur sochinolin-Teil, sondern
auch in der Naphthalin-Hélfte. Demnach sind sogaeidd Teilstrukturen der
Naphthylisochinoline polyketidischen Ursprungs (8dla 6). Die G-Einheiten waren nicht
wabhllos oder zufallig eingebaut worden, sondersgneichend eines strikten Musters, bei dem
u.a. der erste gebildete Ring zwei vollstandigetaEinheiten erhielt® Spater wurde, nach
Ausarbeitungen von R. Thomas zur Polyketid-Biosgséh bei Bakterien und PilzEf”
dieses Einbaumuster als F-Faltungstyp klassifiziBds Acetat-Fltterungsexperiment an
T. peltatumdeckte also nicht nur einen alternativen Biosysgéleeg zu Isochinolinen auf,
sondern erbrachte auch den ersten Nachweis dekurgstyps bei der Polyketidbiosynthese
in Pflanzen.

Die Halften der Naphthylisochinolin-Alkaloide musstdem Einbaumuster entsprechend
identische Vorstufen besitzen. Sinnvollerweise wdlies eine Diketo-Verbindungs3
polyketidischen Ursprungs. Ausgehend von einel6Bikonvergenten Biosynthese divergiert

der Weg an dieser Stelle: Erfolgt eine weitere AMddondensation entsteht ein Naphthabi
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geschieht der zweite Ringschluss unter Stickstofb&u, erhalt man den Isochinolin-Tell
69.%% Eine phenoloxidative Kupplung fiihrt dann direkteinem ,Ur-Naphthylisochinolin®,

das anschlie3end weitere Reaktionen (vor alleMethylierungen) durchlauft, um Strukturen
wie Dioncophyllin A 8) zu ergeben. Auch der Kupplungs-Schritt scheinthhkoordiniert

und damit Enzym-katalysiert abzulaufé?t! Dafr spricht, dass in vielen Arten der
Ancistrocladaceae und Dioncophyllaceae nur ganzinbege Kupplungstypen gefunden
werden und die Kupplung oft atrop-stereoselektfelgt. Wiirde die Kupplung unkontrolliert

ablaufen, ware zu erwarten, dass alle Kupplungaswten rein zufallig auftreten bzw. nur
solche gefunden werden, die aus chemischer Sicknblers favorisiert sind. Vor allem
mussten monomere Naphthaline und Isochinoline dfdgren Mengen zu finden sein und

haufig auch als Homodimere auftreten.
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Schema 6. Theoretischer Verlauf der polyketidiactigiosynthese der Naphthylisochinolin-
Alkaloide und Naphthochinone/TetraloneTinpeltatum
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Abgesehen von der bewiesenen polyketidischen Hérkdar Naphthylisochinolin-
Alkaloide war der Verlauf der Biosynthese (alleelimediate zwischen Acetat u@ zu
Beginn dieser Arbeit hypothetisch.

6.2 Fltterungsexperimente mit**C,-markiertem Dihydroisochinolin [**C;]-69

Wie bereits beschrieben, kdnnte ein hypothetis€hiketo-Prakursoi63 unter Stickstoff-
Einbau den Isochinolin-Teil der Naphthylisochinehtkaloide ergeben konnte. Wéhrend der
reduktiven Aminierung wird unter Mitwirkung einerdnsaminase auch das Stereozentrum an
C-3 aufgebaut, so dass letztlich das Dihydroisadmn69 als erstes Stickstoff-haltiges
Intermediat auftreten sollte. Um dieser Hypotheaehraugehen, wurde von S. Ridenauer in
Zusammenarbeit mit J. Mutanyatta-Corb8rin *C,-markierter Form synthetisiéf€” Wenn
dieser Prékursor tatséchlich aufgenommen und inhtigpsochinoline eingebaut wirde,
sollte dies im**C-NMR-Spektrum durch charakteristische Dubletts €41 und 1-CH
deutlich werden. Diese Kopplung lie3e sich zudenmcliuein INADEQUATE-NMR-
Spektrum gut messen.

Das synthetisch gewonnertC,-markierte Dihydroisochinolin *fC;]-69 wurde fiir die
Durchfihrung der Fitterungsexperimente in einem S#t#&thanol-Gemisch (15:2)
aufgenommen. In diesem Losungsmittelgemisch watdstichkeit ausreichend gut, um eine
Konzentration von 1mg mt.zu gewahrleisten, ohne dass der Ethanol-AnteiZéitkulturen
beeintrachtigte. Die steril-filtrierte Lésung (Whar® Rotrand 0.2 um) gab man direkt auf
die Zellkulturen vonT. peltatum Zum Einsatz kamen zwolf Kulturen, die zwei Tagyar
auf frisches Medium umgesetzt worden waren. DurehgioRe Anzahl an Kulturen war
sichergestellt, dass anschliel3end ausreichendeéviedey Sekundarmetabolite isolierbar sein
wurden. Kultiviert wurde nach der Fitterung untencuch zuvor eingesetzten Bedingungen
bei 24 °C, 51 umol ifs* bei einem Licht-Dunkel-Rhythmus von 14:10 StundZwei
weitere Applikationen erfolgten in gleicher Weige,im Abstand von drei Wochen. Nach
insgesamt neun Wochen Inkubation brach man dasriexget ab und begann mit der
Untersuchung der Inhaltsstoffe. Dazu wurden dielikadm Kulturmedium abgesammelt,
lyophilisiert und mit CHCI,/MeOH (1:1) extrahiert. Die Analyse des Rohextrakied die
Isolierung der Sekundarmetabolite erfolgten mitké#fd_C.

Die polarste Komponente ergab eine Fraktion, digenedem eingesetzten Prékursor ein
weiteres Isochinolin enthielt. Zu deren Trennungr w& zusatzlicher Chromatographie-
Schritt nétig, woraufhin das als Prakursor verwegad€C,]-Dihydroisochinolin £°C;]-69 und
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das [°C,)-trans Tetrahydroisochinolin fC,]-70 in Reinform erhalten wurden (Abbildung
54). Weiterhin wurden drei Naphthylisochinoline lisd: Habropetalin A 27) und

Dioncophyllin A @), letzteres eluierte gemeinsam mitGsBemethyldioncophyllin A und

wurde ebenfalls erst durch erneute HPLC-Chromajpigesals Reinsubstanz erhalten.

Me
R
N
; [
e

Abbildung 54: Die relevanten, nach dem Fitterurngegment aud.-peltatumZellkulturen isolierte
Verbindungen: Dihydroisochinolin'iC,]-69, trans Tetrahydroisochinolin ‘fC,]-70,
[**C,]-Dioncophyllin A ([**C;]-8) und [°C;]-Habropetalin A (f3C,]-27).

Die Identifizierung erfolgte durch 1D- und 2D-NMRqgerimente, UV, HRESIMS sowie
IR, Schmelzpunkt und Drehwert. Die erhaltenen Wsti@mten mit denen in der Literatur
uberein.

Der Markierungsgrad wurde jeweils anhand ‘d€-NMR-Spektren bestimmt. Dabei zeigte
sich, dass das isolierte DihydroisochinoftfCL]-69 einen Markierungsgrad von (iber 98,5 %
aufwies also im Rahmen der Messbarkeit als voltBtgimarkiert angesehen werden musste.
Damit handelte es sich um den eingesetzten Prakuksoweitaus spannender stellte sich die
Analyse des’fC,]-70 dar, das unter normalen Bedingungen in Zellkufturieht nachweisbar
war. Die Einbaurate betrug hier 94 % (Schema 7). idde Markierungsgrad lie3 zunachst
ablesen, dass das eingeset2f€,]-69 Zugang zu reduktiven Enzymen der Zelle gefunden
hatte. Bei einer enzymatisch unkontrollierten Reduk hatte vor allem dieis-Form des
Tetrahydroisochinolins entstehen mussen. Stattdesdelgte dietrans-selektive Reduktion,
die auch im Labor nur schwierig und unter speaielReaktionsbedingungen durchfihrbar
war?® Der hohe aber nicht vollstandige Markierungsgrad 94 % verriet zudem, dass das
Tetrahydroisochinolin’fC,]- 70 kein artifiziellesProdukt war sondern von den Pflanzenzellen
selbst, also als authentisches Naturprodukt, getoildirde. Die Reduktion erfolgte also nicht,
um das zugefilhrte X3C;]-69 zu ,entgiften“ oder weil es anderen zu reduzieesnd

Verbindungen zu ahnlich war.
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Me trans-stereoselektive Me
R . R
@\?\T Reduktion @;}:
13
OH wMe [ C2l-69 OH Me 0
Me
verfittertes, synthetisches RN natlirlich produziertes
C,-markiertes Dihydroisochinolin T 13 Dihydroisochinolin
100 % Markierung oH e [ C2l-70 unmarkiert
Markierungsgrad 94 %

Schema 7. Die Verdiinnung des Markierungsgradessdésrten {°C;]-70 durch die Mischung
des reduzierten gefiitterten PrakursdiS,]-69 und des natiirlich entstanderh

Offen war bislang noch die eigentliche Frage, ob@ihydroisochinolin mit der Struktur
69 Teil des Biosynthese-Weges der Naphthylisochiralkaloide war. Zur Klarung wurden
die Metabolite 1°C;]-Habropetalin A (°C;]-27) und 3C,]-Dioncophyllin A ([**C,]-8)
untersucht. Im Falle des>{,]-27 wurde mittels**C-NMR-Spektroskopie ein eindeutiger
Einbau der doppelt markierten Acetat-Einheit an zieerwartenden Position nachgewiesen.
Die durch die eingefiihrté*C-Markierung hervorgerufene Aufspaltung der Kohteffs
Signale von C-1 (Zentralsignal 50.0 ppm) und 1-Mengralsignal 18.1 ppm) wies den
intakten Einbau eindeutig nach. Die Dubletts it das Zentralsignal des natiirlicHéd
deutlich und die Integration fihrte zur Bestimmuiger Einbaurate von mindestens 4 %.
Allerdings fuhrte die NMR-Untersuchung, durchgetiinr CDCk, zur Zersetzung der Probe,
so dass kein 2D-INADEQUATE-Spektrum von(,]-27 aufgenommen werden konnte. Auch
Dioncophyllin A ([*C;]-8) wurde NMR-spektroskopisch untersucht, obwohl eemit dem
5-O-Demethyldioncophyllin A (ca. 10 %) verunreinigt walm **C-NMR (beider
Verbindungen) lie3 sich eine Minimum-Einbaurate vdn % bestimmen. Das 2D-
INADEQUATE-Spektrum belegte deutlich, dass es satkadchlich um die von S. Rudenauer
synthetisch in das Dihydroisochinoliff¢,]-69 eingefiihrte"*C,-Einheit handelte (Abbildung
55). Eine anschlieBende chromatographische Aufreinj des FC,)-8 per HPLC und
darauffolgendé*C- und 2D-INADEQUATE-Experimente fiihrten zu demigten Ergebnis.
Allerdings war die erhaltene Menge an aufgereimgt-O-Demethyldioncophyllin A fir

eine Charakterisierung zu gering.
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Abbildung 55. 2D-INADEQUATE-Spektrum von*g,]-Dioncophyllin A ([**C,]-8), isoliert aus
T.-peltatumzZellkulturen nach der Fitterung volifQ,]-69. Im Fenster links unten
sind die durch die inkorporiertéfiC,-Einheiten entstandenen Dubletts von C-1 und 1-
Me dargestellt.

Damit durfte davon ausgegangen werden, 6é8Bestandteil des Biosynthese-Weges der
Naphthylisochinolin-Alkaloide war. Die Ergebnisseesks Experimentes hatten einen
Préakursor identifiziert, warfen aber zugleich dieage auf, ob das ebenfalls hochgradig
markiert isolierte °C;]-trans Tetrahydroisochinolin *fC;]-70 ein weiteres Intermediat der

Biosynthese darstellte.

6.3 Verfutterung des **C,-markierten trans-Tetrahydroisochinolins [-*C;]-70

In  Triphyophyllum peltatum wurde bislang nur ein Dihydroisochinolin-haltiges

Naphthylisochinolin-Alkaloid, das 53-Demethyl-80-1,2-didehydro-7epidioncophyllin A
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gefunder!®”! Bei der Mehrzahl der isolierten Naphthylisochinefilkaloide handelte es sich
um solche mit einertrans-konfigurierten Tetrahydroisochinolin-Rest. Fraglist allerdings,
ob die phenoloxidative Kupplung bereits mit dem yoito- oder erst auf der Stufe des
Tetrahydroisochinolins erfolgt. Das bisher durclidpefe Experiment konnte dartber keine
Auskunft geben. Um also dieser Frage nachzugeherdewon S. Rudenad&f’ auch das
trans Tetrahydroisochinolin *fC;]-70 in doppelt **C-markierter Form synthetisiert. Dabei
entsprach die Position d&iC,-Einheit der im zuvor verwendeten Dihydroisochindf*Cy)-

69, also der Markierung an C-1 und 1-Me. Die Fungsbedingungen waren mit denen im
vorhergehenden Experiment identisch.

Die polarste Komponente war erneut der PréakursdiC{f70). Die Analyse des
Markierungsgrades (93 %) machte auch hier deutlidss eine Verdiinnung défCy-
Markierung durch natirlich produziertemns Tetrahydroisochinolirv0 stattgefunden hatte.
Dies lieferte erneut einen Hinweis darauf, dd8sine natirliche Substanz ist, die nicht als
Artefakt, hervorgerufen durch die Fltterungsexpenta, entstanden war. Das in grof3en
Mengen von auRRen zugefiihrt€d,]-70 verdrangte das normalerweise in den Zellkulturen
unter der Nachweisgrenze vorhandene unmarkié@®teso dass dieses in den kunstlich
geschaffenen Pool gelangte, der zu grol3 war unrtsada der Pflanze verbraucht zu werden.
Ein Dihydroisochinolin (z.B69) konnte bei diesem Experiment nicht gefunden werdee
Reduktion des Dihydroisochinolins scheint somgwersibel zu erfolgen (Schema 8), wie es
nach literaturbekannten Versuchen zur schwierigere-ORidation von trans
Tetrahydroisochinolinen zu erwarten Wat> Dennoch musste es im Verlauf der Biosynthese
ein Dihydroisochinolin69 geben, wie die Futterungsversuche dazu bewiesganhauch
wenn die normale, physiologische Konzentration gn dZellen so gering ist, dass ein

Nachweis oder gar eine Isolierung bislang nicht ictigvar.

irreversibel
/ L
! h |
Me Me
R _ R
N g r_oNH
69 \,\ trans-steroselektive :
OH ‘Me\y Reduktion OH Me O
Schema 8: Die irreversibleansselektive Reduktion an C-1, die vd@® zu 70 fuhrt, dem

moglichen Substrat der phenoloxidativen Kupplung.
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Wie auch schon bei dem Futterungsexperiment zuwmdev die Einbaurate (und das
Einbaumuster) von'{C;]-70 in die isolierten Naphthylisochinoliné®C;]-8, [*°C,]-27 aber
auch in das’fC;]-5'-O-Methyldioncophyllin D (3C,]-42) untersucht. In allen Fallen gab es
eine deutliche Einbaurate von ca. 8 %. Die dureh™dC,-Markierung an C-1 und 1-Me
hervorgerufen Wechselwirkungen wurden auch diesaisaihand eines 2D-INADEQUATE-
Spektrums demonstriert, das vdridp]-Habropetalin A (°C,]-27), aber auch von*{C,]-42
aufgenommen wurde (Abbildung 565
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Abbildung 56: Deutlicher Einbaunachweis des 17G]-transTetrahydroisochinolins {C,]-70
durch die Aufnahme eines 2D-INADEQUATE-NMR-Spektsinvon [°C,]-5'-O-
Methyldioncophyllin D (f°C;]-42). Links unten wurde die durch die Markierung
hervorgerufene Aufspaltung der Signale fir C-1 iride vergréRert dargestellt.

Bei allen isolierten Naphthylisochinolin-Alkaloidemar also eine Inkorporation mit der
(im Vergleich zur Fiitterung vort{;]-69) weitaus htheren Einbaurate von 8% nachweisbar.
Insgesamt liel3 sich schlussfolgern, dass im Noatladfrst auf der Stufe des reduzierten
Isochinolins gekuppelt wird, das Kupplungsenzyno ashr spezifisch das reduziei@ als
Substrat akzeptiert (Schema 9). Die Isolierungsdg3-Demethyl-80-methyl-1,2-didehydro-
7-epi-dioncophyllins A ausT. peltatumdurch M. Riibenacke?f”! gab aber Grund zu der
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Annahme, dass in geringem Umfang auch ein Dihydobigolin als Kupplungssubstrat
akzeptiert werden kann.

Polyketid- . _
kette irreversibel
l 7/
M Trans- l ‘
®  aminierung Me Reduktase N Me
0] —_—> R -
Of SR OH Me OH Me
63 69 20
R = COSCoA

Kupplungs-
enzym

Kupplungs-
enzym

Schema 9. Zusammenfassende Darstellung der Esgebmier Fitterungsexperimente. Durch
Transaminierung des Diketon83 entstand 69, das sofort selektiv zuntrans
Tetrahydroisochinolin 70 reduziert wurde und erst anschlieBend erfolgte die
phenoloxidative Kupplung.

Die Produktion vor69 war ein langsam ablaufender Prozess. Die Umsetzui@ in den
Zellen erfolgte aber offenbar sehr effizient undsetinell, um einen nattrlichen Pool V&8
aufzubauen. Dies wirde die Annahme stitzen, dassEdifihrung des Stickstoffs im
Verlaufe der Biosynthese ein schwieriger Schritr W&chema 10), der nur langsam oder
hochgradig reguliert durchgefihrt wurde. Nahezu egualiert folgte anschlieRend die
Reduktion, was zur Poolbildung dé&d,]-trans Tetrahydroisochinolins'{C;]- 70 fuihrte.
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Schema 10. Veranderungen im Verlauf der Biosymthes T. peltatumunter Stresseinwirkung.
Die Naphthylisochinolin-Biosynthese wird vermutliccan mehreren Stellen
(Transaminierung, Naphthalin-Verfugbarkeit und el@ipplungsleistung) zugunsten
der Naphthochinon-Produktion blockiert.

Die Verfiitterung unphysiologisch hoher Mengen dé&g,]-Dihydroisochinolins $°C;]-69
zeigte, dass es in viel gréRerem Umfang steredselekeum [BC,)-trans
Tetrahydroisochinolin'fC,]- 70 reduziert werden konnte, als es in den Zellen atemeise
notig gewesen ware. Beigetragen hatte dazu offealb@h eine ebenfalls langsam und
wahrscheinlich stark reguliert ablaufende phenaative Kupplung. FlUr eine strenge
Regulierung auch dieses Schritts sprach, dass aigestarkte Produktion von
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Naphthylisochinolin-Alkaloiden nach Zuflhrung einéberreichen Isochinolin-Angebotes
durch die Fitterung voA9 und 70 nicht beobachtet wurde. Die im UbermaR vorhandene
Isochinolin-Bausteine wurden nicht zusatzlich, sandstattdessen von den Pflanzenzellen
verwendet. Genlgend grol3e Mengen von Naphthalistufan waren endogen vorhanden,
wurden aber zu den verschiedenen Naphthochinongesetrt. Die Tansaminierung war bei
der Umschaltung unter Stressbedingungen von dehtNgisochinolin-Produktion hin zur
Naphthochinon-Biosynthese nicht der einzige limgrele Schritt. Hier wurde sicher
"absichtlich" die Biosynthese der einen Substarsddazugunsten einer anderen herunter
reguliert.

Es kann davon ausgegangen werden, dass es ins8trassnen zur Umgestaltung des
gesamten Biosynthese-Weges kommt, und damit scksjnaéls ob die Pflanze unter Stress
Uberhaupt "kein Interesse” hat in die Produktiom daphthylisochinolin-Alkaloide als
Abwehrsubstanzen zu investieren. Sie dienen daidglicher Weise ,nur® als ,Prophylaxe*
gegen aulere Angriffe durch Fral3feinde oder Phttogane. Im Ernstfall wird auf das
altbewahrte Waffenarsenal der Naphthochinone zgemiffen. Der Stickstoff kann somit an

anderer Stelle sinnvoll eingesetzt werden.

7 Populationsgenetische Untersuchungen arAncistrocladus-Individuen

aus der DR Kongo

7.1 Kenntnisstand

Die den Dioncophyllaceae am nachsten verwandte liearsi die der Ancistrocladaceae
(Hakenastgewachse).Ancistrocladus ist die einzige Gattung der Familie der
Ancistrocladaceae. Die Angaben Uber die AnzahlAdtan schwanken von Quelle zu Quelle
zwischen 17 und 26°%%2 H. Rischer hat 2002 in seiner Dissertationssclatlé bis dahin
beschriebeneAncistrocladusArten aufgelistet und kam sogar auf die stattligiaél von 30
Arten?® Fur den afrikanischen Raum waren damals 13 Areralbreviatus, A. barteri, A.
congolensis, A. ealaensis, A. grandiflorus, A. gamsis, A. korupensis, A. letestui, A. likoko,
A. pachyrrhachis, A. robersoniorum, A. tanzaniemnsid A. uncinatysbeschrieben und sogar
17 fur die Tropen Asiens. Ein 2005 veroffentlichBestimmungsschlissel fuhrte dann nach
grundlicher Revision insgesamt nur noch 16 Artehi(lLAfrika und 6 in Asien). Heute darf
man fir jeden Kontinent eine weitere Art hinzufligetie in Kooperation unseres

Arbeitskreises mit der Arbeitsgruppe um Prof. HethlU Minchen) kurzlich neu entdeckt
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wurden A. ileboensisin Afrika und A. benomensim Asien)?3*234 Augenfalligstes Merkmal
der Ancistrocladaceae sind uhrfederartig gekrimhidden (Abbildung 57), denen diese
Gattung ihren Namen zu verdanken hat (griech. Ardis = Haken, Klados = Ast).
Ancistrocladusweist ein sympodiales Wachstum auf und die Hakidem jeweils den
Abschluss eines Sprosses. Das Wachstum wird aeBemnid aus einer Seitenknospe heraus
fortgesetzt.

Abbildung 57. Hakenaste voW\. abbreviatus im Gewachshaus des Botanischen Gartens der
Universitat Wirzburg.

Die verholzenden Lianen zahlen zu den Spreizklinmneias heil3t sie bilden nahezu
waagerechte Seitentriebe, die sich in das GeasSuduchern und Baumen legen und daflr
sorgen, dass der Hauptspross nach oben emporwacdasenDurch die Haken bleiben diese
Seitentriebe in den Zweigen der sie tragenden Bélamé&ngen und dienen so als Kletterhilfe.

Wie bei fast allen Pflanzen sind die Bliuten und dhtd meist das sicherste
Bestimmungsmerkmal (Abbildung 58). Dncistrocladusaber nach wie vor eine schlecht

untersuchte Gattung ist, fehlen ausreichend gusetBeibungen in vielen Fallen.

! A. abbreviatus
.d -i

Abbildung 58. Infloreszenzen verschiedener afiigamer AncistrocladusArten: a) von A
abbreviatusmit vergleichsweise grofRen Bliten, b) vAnileboensismit Bliten und
unreifer Frucht sowie c) vor. ,ikela", einer ungentigend bestimmten kongolesischen
Art.
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Die Unterscheidung der einzelnen Arten ist relattawierig. Die Blatter sind wie bei fast
allen Pflanzen ein unsicheres Bestimmungsmerknaasich Form und Grof3e, abhangig vom
Entwicklungsstand, stark unterscheiden konnen. difie grobe Einteilung sind sie aber
dennoch heranziehbar (Abbildung 59).

uy

benomensis

A.
A. ileboensis A. aff- tectorlus korupenszs A. barterl A.
abbreviatus heyneanus ., ikela* ,, leeke

Abbildung 59. Die unterschiedlichen Blattformenr déncistrocladusArten, die im Botanischen
Garten der Universitat Wirzburg kultiviert werddba die Grof3e und Form sehr
abhéngig vom Entwicklungsstadium der Pflanze dnddnen sicher Hinweise auf die
Art gewonnen werden, aber zur genauen Bestimmung sie nicht dienlich
(Artnamen in " " sind Arbeitsnamen fir ungentgeerdtimmte Pflanzen).

Selbst Typus-Belege, die auch heute noch Grundtdge aktuellen Ancistrocladus
Taxonomie sind, bestehen nicht selten aus steRftanzenteilen (Abbildung 60). EsS muss
wohl davon ausgegangen werden, dass die Beschgabubisheriger Arten nicht immer
zuverlassig sind und so gibt es noch reichlich @k neue Arten zu entdecken.

Noch schlechter untersucht als die Taxonomie ist desprung der Gattung, Uber
Wanderungen und Artenentwicklung ist sehr wenigabek Dieser Umstand sollte nun in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Heubl durchedalsammlungen in der DR Kongo
im Rahmen eines DFG-geftrderten Projektes (MolekuRhylogenie und Chemotaxonomie

der Familie der Ancistrocladaceae) geandert werden.
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Abbildung 60. Herbarbeleg voh ealaensisangelegt von J. Léonard, aufbewahrt im Herbarias
Botanischen Gartens Eala (DR Kongo). Ob es sicidemTypus-Beleg handelt, war
nicht zu ermitteln, es darf aber angenommen werB&nen fehlten auch bei diesem
Beleg.

7.2 Sammlung von Pflanzenmaterial in der DR Kongo

Die bisherigen Sammlungen erfolgten meist an waitinander entfernten Standorten mit
nur ein oder zwei Individuen, vor allem in der DRrg0'>® Im August/September 2008 bot
sich die Mdoglichkeit, gemeinsam mit Claudia Steinaus unserem Arbeitskreis, in
Zusammenarbeit mit der Universitat Kinshasa Aufs&amgen in einem kleinen Gebiet der
Tropen nord-Ostlich von Kinshasa in der DR Kongaozuoehmen. Sammelgebiet war die
Region um die Stadt Mbandaka (Hauptstadt der Pzdzgquateur, Abbildung 61).

DR
Kongo

Abbildung 61. Die Demokratischen Republik Kongo litarzen Afrikas (links) und die Unterteilung
des Landes in Provinzen (rechts). Sammlungsgelzieteim Areal um Mbandaka, der
Hauptstadt der Provinz Equateur im Nord-Osten deiKngo.
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Ziel war es auf kleinem Raum so viele Individuee woglich zu beproben. Neben neuem
Material fur phytochemische Untersuchungen in wuseArbeitskreis wurden von allen
gefundenerAncistrocladusPflanzen Blattproben fir populationsgenetischeetsnichungen
gesammelt. Diese Proben wurden aus Griunden derekoesing sofort in Trockenmittel
(Silicagel Orange — Fa. Roth) verpackt. Fir jedesfumpdene Individuum wurden
Standortdaten (GPS und Beschaffenheit — s. Anhergen um spéter ein umfassendes Bild
abgeben zu kénnen.

Die Bestimmung der einzelnen Arten vor Ort war Zr@estimmungsschliis§gl nicht
maoglich. Zwar hatten einige Exemplare Bluten undfgdnge Frichte, diese waren aber mit
Hilfe die Literatur nicht zuzuordnen. Da ohnehielei Pflanzen keine Bluten/Frichte hatten
(Jungpflanzen) oder diese nicht erreichbar waremden alle Proben aBsncistrocladusspec.
aufgenommen und mit einer fortlaufenden Nummer stegit. Im Folgenden sollen die

Sammlungsorte kurz beschrieben werden.

7.2.1 Sammlungsgebiet Bamanya, Provinz Equateur, DR Kongdfrika

Das Sammlungsgebiet um das Dorf und den KonventaBgenwurde am 27. August 2008
besammelt. Das Areal lag ca. 310 m Uber dem Mqaezgs und erstreckte sich von 00° 00
N bis 00°02" N und 018° 14' bis 018° 19' E. Es wawiegend ein nasses Gebiet (Abbildung
62). Der Boden war mit einer Schicht Laubstreu bktjen der sich immer wieder gréRRere
Wasserlachen fanden, obwohl die Regenzeit nun soheimrere Monate vorbei war. Der
Bewuchs bestand vor allem aus Gebusch bzw. junggman8arwald (ca. 4 m hoch), der nur

an wenigen Stellen durch kleine Gebiete mit hohemrnBbewuchs unterbrochen war.

Abbildung 62. Bewuchs im Sammelgebiet: vorwiegemddriger Sekundarwald, der Boden des
Gebietes war nahezu tberall nass und mit Pfitzdrimpeln durchsetzt.
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Hier wurden die Proben Nr. 001 bis 013 gesammaealh ¥en Pflanzen 002 (Abbildung 63)
und 005 (Beleg 80 bis 82 im Herbar Bringmann) wurddem Material fur phytochemische

Untersuchungen (Blatter, Zweige und Wurzelrindéghemmen.

Abbildung 63. Infloreszenz mit Blitenknospen (Bhkund unreife Frichte der als Probe 002
besammelten Pflanze.

7.2.2 Sammelort Djombo, Provinz Equateur, DR Kongo, Afrika

Am 28. August 2008 wurde ca. 5 km 6stlich von Mka@d links und rechts entlang der
Stral3e von Mbandaka nach Djombo (00° 00" N und (IB5' E, 294 bis 311 m NN),
gesammelt. Auch hier bestand der Bewuchs aus gadriGebusch, durchsetzt mit Palmen
und mehreren kleinen Baumen mit Mangroven-ahnlichtzwurzeln, alles max. 4 m hoch
und sehr licht, hohere Baume fanden sich auRdtehgé\bbildung 64).

Abbildung 64. Seerosen in einem Wasserloch im Sglgebiet um Djombo (links)Ancistrocladus
in niedrigem Gebusch (mitte), seltene gréReren Bdwim Sekundarwald (rechts).
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Der Boden war wiederum nass und mit sehr vielemn&te Wasserlochern durchsetzt.
Insgesamt machte das Gebiet eher den Eindruck gmfen seichten Wasserflache, die
durch Inseln liegengebliebenen Laubes um die Stetzin herum unterbrochen wurde. Der
Boden gab beim Darauftreten mehrere Dezimeter rdttrat Wasser hervor.

In diesem Gebiet erfolgte die Sammlung der Proldeghldis 023, wobei 014 bis 016, 018
bis 020 und 023 mit je einem Herbarexemplar (Nr8% 91 Herbar Bringmann) belegt
wurden. Fir phytochemische Untersuchungen wurddPtianze 015 vollstandig abgeerntet.
Besonders interessant waren die Bluten der Pflahiz€®18 (Abbildung 65), die denen von
A. congolensisbzw. der im Wirzburger Botanischen Garten untem darbeitsnamen

»A. iIkeld’ geflhrten Pflanze &hnelten.

Abbildung 65. Blitenstand eindmcistrocladusPflanze aus dem Gebiet um Djombo (links), rechts
eine der seltenen offenen Bliiten, die denen vorikela“ ahnlich waren.

7.2.3 Sammlungsgebiet Eala, Provinz Equateur, DR Kongo, #ika

Am 29. August 2008 war der Botanische Garten Eafg 03' N und 018° 10' E, 308 m
NN) Ziel der Expedition. Bereits kurz vor den Tomes Gartens wurde die erste Probe (024)
gesammelt. Der Boden hier war noch feucht, abenefiVasserflachen fehlten. Gleiches galt
fur den Sammlungsort innerhalb des botanischere@srDer Bewuchs bestand vor allem aus
hoheren, relativ dicht stehenden Badumen eines $ékwaldes.

Innerhalb des Botanischen Gartens Eala wurden ké&itegen AncistrocladusPflanzen
gefunden, alle Exemplare waren max. 2 bis 4 m hBeh.diesen handelte es sich um wild
aufgekommene Samlinge, ob aber deren Mutterpflanz® gezielt im botanischen Garten
angepflanzt wurde, konnte nicht festgestellt werddach Aussage der Fuhrer durch den
Garten wurde das Gebiet einmal im Jahr Uberschwamuohso ist es durchaus mdglich, dass

es sich um eine natirliche junge Population haadelt
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AulRerhalb des Gartens (00° 02' N und 018° 19' H, B0 NN) wurde ein weiteres
Exemplar beprobt. Der Standort war eher trocken mitdh6heren (ca. 10 — 20 m hohen)
Baumen bestanden. Allerdings fanden sich hier auadih langerem Suchen keine weiteren

AncistrocladusPflanzen.

7.2.4 Sammlungsort Bonsolerive, Provinz Equateur, DR Kong, Afrika

Eine letze Sammlung fand am 30. August 2008 inreirtgebiet zwischen dem Dorf
Bonsolerive und dem Fluss Sole statt (00° 06' S @i®f 20" E, 300 bis 314 m NN). Das
Areal war vorwiegend trocken (Abbildung 66), nur arenigen Stellen gab es kleine
Wasserlachen, allerdings wird der mafig hohe Sekwald einmal im Jahr fur ein bis zwei
Monate kraftig Uberflutet (Aussage der lokalen Bketung). Der Boden war lehmig und nur

mit wenig Laubstreu bedeckt.

Abbildung 66. Die Umgebung von Bonsolerive warwiggend trocken. Der lichte Wald bestand vor
allem aus jungen Baumen. Die Schicht aus Laubsteguecht dinn (<10 cm).

In Dorf-Nahe fanden sich unzéahlige Jungpflanzersehen wenigen gréRReren Exemplaren,
die aber allesamt einen maximalen Stammdurchmesset-3 cm aufwiesen, also noch nicht
sehr alt waren. Kraftigere Exemplare, von denerhaices fur die phytochemische Analyse
gesammelt wurde (049), fanden sich einige hundeeteM weiter in Richtung Fluss.
Herbarbelege wurden von den Pflanzen 032, 038,@#%,048, 049 und 051 angelegt (Nr. 93
bis 99 Herbar Bringmann). Auch hier fanden sich amreinem Exemplar Bluten, die sich in
der Form deutlich von den zuvor gefundenen untezdeim (Abbildung 67). Frichte

verschiedener Form fanden sich haufiger, waren steés unreif.
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Abbildung 67. Die Bluten des Exemplars 032, diehsin ihrer Form von den zuvor gefundenen
unterschieden. Aulerdem unreife Frichte untersktied Ancistrocladus
Individuen, die auf engem Raum (wenige hundert Qatatkter) gefunden wurden.

7.3 Genetische Untersuchungen deAncistrocladus-Proben aus der DR Kongo

Die gesammelten Blatter wurden bereits Vorort dutiehAufbewahrung in Plastikbeuteln,
die mit Silicagel Orange (FaRoth beflullt waren, getrocknet. Durch den schnellen
Trocknungsprozess vermied man, dass die DNA durdibadprozesse wahrend des
Absterbens der Gewebe beschadigt oder gar zenst@rtdie Proben damit unbrauchbar
wurden. Zur genetischen Untersuchung wurde das ngaesHe Blattmaterial von 53
verschiedenen Individuen an die Arbeitsgruppe H€Ubl Minchen) tbergeben. Dort wurde
die gesamtgenomiche DNA isoliert und restringiBppelstréangige Oligonucleotid-Adapter
mit bekannter Sequenz ligierten enzymatisch aneditstandenen Fragmente und mittels
passender Primer durch PCR amplifizierbar wurdeiir #ie Untersuchungen wurden
Mikrosatelliten-Sequenzen herangezogen. Dabei Hiaedesich um DNA-Sequenzen, die
nichtcodierend sind und aus sich mehrfach wiedertd®n (10- bis 100-fach) kurzen (2 bis 4
Nukleotide umfassenden) repetitiven Motiven begiehals Satellit wird diese DNA
bezeichnet, weil sie bei der CsCI-Dichtegradierdentrifugation genomischer DNA neben
der Hauptbande eine Neben- also Satelliten-Bantlea(® % der Gesamt-DNA) bildet.
Vereinfacht betrachtet ist der unterschiedliche &&halt dieser DNA dafilr verantwortlich.
Fur Genanalysen sind diese Sequenzen geeignet dils zwischen Individuen einer Art in
der Lange der Sequenzen unterscheiden.

Aus dem Gemisch der DNA-Fragmente vémcistrocladuswurden Mikrosatelliten
selektiert, indem man Sonden mit dem gewinschteetite’en Komplementarbasenmotiv an
die Fragmente hybridisieren lie3. Die Komplemei@égquenzen trugen eine Biotin-
Markierung, die das ,Herausfischen* ermdglichte.t Mliesen Mikrosatelliten-haltigen
Fragmenten wurde eine Bibliothek aufgebaut, die ig@mutzt werden konnte, um die

Sequenzierung einzelner Abschnitte durchzufihrenzudefligt werden muss, dass diese
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Methode beAncistrocladuszwar funktionierte, jedoch bei weitem keinen zdenstellenden
Wirkungsgrad hatte.

Fur die flankierenden DNA-Regionen der Sequenzea, tdtsachlich Mikrosatelliten
enthielten, wurden Primer designet, die anschlidf@rch auf alle anderelncistrocladus
Arten passen sollten. Diese Primer wurden Fluorespearkiert und in einer PCR mit
gesamtgenomischer DNA eingesetzt. Die Auswertung bdsengenauen Auftrennung des
Amplifikates erfolgte durch Laser-gestiitzte Vernuegsder Fragmentlangen (im Vergleich
mit einem Fragmentldngen-Standard). Manuell wunidatrizen der Peak-Muster aufgestellt,
die in das Datenverarbeitungs-Programm NTSYSBtimportiert wurden, um nach Nei und
Li®1  genetische Distanzen mittels UPGMA-Clusteran&y8eu berechnen und

Dendrogramme zu erstellen.

20 Proben
A. congolensis | A. ealaensis
dhnlich
5 Proben ergleichbar mit 6 Proben in A4.-,ikela “-
A. letestui | A. korupensis dhnlicher Gruppe
Afrikanische
6 Proben Ancistrocladus- |——/ 5 Proben
A. letestui dhnlich A A. likoko dhnlich
Probe C040 Proben C049, C050
Probe C046

Abbildung 68. Die bisherige — vorlaufige — Eingpigrung der gesammeltémcistrocladusProben
aus dem Kongo, basierend auf den genetischen Asmalyéer dieser Proben lieRen
sich bislang keiner bekannten Art zuordnen. Ersitere Mikrosatelliten-Analysen
werden Klarheit schaffen kbnnen.

Derzeit ist die Ergebnislage jedoch noch in einehr drihen Stadium, so dass keine
Aussagen Uber Abstammung und Entwicklung getrofferden konnten. Wahrscheinlich war
aber, dass das gesammelte Probenmaterial vieléidetentralafrika beschriebenen Arten
umfasste, was an sich schon erstaunlich ist, weam das kleine, wenige Quadratkilometer

umfassende Sammelgebiet betrachtete.
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8 Bereitstellung pflanzlicher Zellkulturen zur Untersuchung der

Biosynthese von Anthrachinonen

8.1 Kenntnisstand

Eine weitere Substanzklasse mit polyketidischempiuirsg ist die der Anthrachinone.
Darunter fallen so einfache Vertreter wie das Emofil)**° und eine Fille weiterer
tricyclischer monomerer Verbindungen. Ebenfalls é@ngem bekannt, vor allem aus der
GattungAloe, sind dimere Anthrachinone, mehr oder weniger sginsthe Verbindungen.
Interessanter Weise ist oft die Aufklarung der Kgarfation der Stereoelemente komplett
vernachlassigt worden, wie bei den interessantenigthrachinonen (z.B72, Abbildung
69) %% Neuere Entdeckungen sind hetereodimere Anthraokinmie Knipholon 73) und
eine ganze Reihe seiner Deriv&fél Diese wurden allerdings vorwiegend aus anderen
Gattungen der Familie der Asphodelaceae,kniphofia oderBulbineArten, isoliert. Diese
Strukturen kdnnen noch einmal miteinander verkningtden, wie mit der Entdeckung des
Joziknipholon¥*Y (74) belegt, und nun zeichnet sich ab, dass auch dieseoch héheren

Strukturen verbunden sein kénnen.

Abbildung 69. Bekannte pflanzliche Anthrachinon8cutianthrachinon C 7¢) Emodin {1),
Knipholon (73) und Joziknipholon7q4).

Anthrachinone und andere aromatische Polyketidgefiman aber nicht nur bei Pflanzen.
Auch im Reich der Bakterien und Pilze sind solcteebindungen sehr weit verbreité?! Da
einige pharmakologisch sehr wichtige Substanzemundar fallen (als Beispiel sei das
Antibiotikum Tetracyclin genanrtf® ist die biosynthetische Herkunft und Vielfalt der
Polyketide in diesen Organismengruppen intensiensotht wordeff*>?**! Dies schlieft

sowohl mechanistische Untersuchungen durch Flieexperimente, als auch
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molekularbiologische Erkenntnisse ein. Daher gilst meichhaltige zusammenfassende
Literatur, die sich mit den Polyketidsynthasen (Pk8r allem des Typs | und des Typs I
befasst?**?*® Aus dem Pflanzenreich wurden die Chalkonsyntha@@hlS) und die

Stilbensynthasen (STS) erfolgreich untersucht,ddie Typ Il der PKS reprasentieren. Mit
diesen konnte aber nicht das gesamte Spektrum efendgnen pflanzlichen Polyketide
erklart werden. Chalkonsynthasen (wie auch Stilpethgsen) nutzen als Startereinheiten
Molektle wie Cumaryl-CoA 15), an das daraufhin Malonyl-CoA-Reste angehangderer

und so die namensgebenden Chalcone (@Bproduziert werden. Die kbnnen wiederum zu

der grol3en Gruppe der Flavonoide (beispielswelSe umgesetzt werden (s Schema
11)_[249,250,251]

o)
O O CHS- 0 STS-
HO CoAS 0 HO *3x HO 0~ “CoAS
77 75 Malonyl-SCoA 77

O HO OH ~— O
76 HO

49 R = Rhamnose

OH

Schema 11. Biosynthese des Resveratit8s @durch Stilbensynthasen (STS) und von Chalconen
wie 76 und Flavonoiden, z.B. Quercetid], durch Chalconsynthasen (CHS).

Es wird davon ausgegangen, dass Enzyme, die dsymirese nicht-Chalcon-abgeleiteter
Polyketide durchfiihren, der Form nach ebenfallsden PKS vom Typ Il zu zahlen sind.
Diese nutzen dann allerdings Startereinheiten vaet# oder Malonat. Ausfuhrliche Literatur
ber diesen "Sonderfall" der Chalconsynthasen findan bislang aber wenfgf®25225

Genauso dunn gesat sind Veroffentlichungen zum arestischen Ablauf dieser
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Biosynthesewege in Pflanzen, also dariber, wiewmidus die Polyketid-Kette entsteht und
wie sie gefaltet werden muss, damit aromatischéixidungen wie das ChrysophanaBy,
das Knipholon 73) oder die Naphthylisochinolin-Alkaloide entstehid@imnen. Die Arbeiten
dazu erfolgten nahezu allesamt in unserer Arbeiggg, im Falle der Naphthylisochinoline
gelang sogar der erste Nachweis des F-Faltungsniodftanzen tiberhaupf?®"2*Dafiir
gibt es derartige Untersuchungen an Bakterien &llem Streptomyceten) und Pilzen so
reichlich, dass R. Thomas 2001 eine Klassifizierdeg unterschiedlichen Polyketidketten-
Faltungen in einen eines S- und eines F-Typ voreehkonntd*?® Die Bezeichnungen des
jeweiligen Faltungstyps leiteten sich von den Orgfaen-Gruppen ab, fur die sie damals
nachgewiesen waren: beim S-Modus (vor allem Ireigfomyceten) erhalt der erste gebildete
Ring des Metabolits drei intakte Acetat-Einheitbei Pilzen (engl.:Ungi) wird die Kette so
gefaltet, dass der erste Ring nur zwei vollstandigetat-Einheiten besitzt. Diese Faltungstyp
wurde als F-Modus bezeichnet. Das System von Rm&lsowurde nie an ein und derselben
Substanz bewiesen sondern lediglich im Vergleichliéher Metabolite aufgestellt. In
unserem Arbeitskreis wurde das F- und S-Faltungsisi®ystem des ChrysophanolsS)(
untersucht. Hier gelang erstmals der Nachweis, déssBiosynthese ein und des selben
Metabolits in Pro- und Eukaryonten unterschiedli¢hrsgesamt sogar drei verschiedene)
Wege beschreiten kann. (Abbildung ¥

HO ’

(0] OH
O‘O F-Modus
Me
O 13

‘ HO

(0] OH
M SO &
S-Modus e
O 13

HO (0] OH
in Pflanzen, in Streptomyces
Pilzen und Tieren O‘O
Me
O 13
Eukaryonten / Prokaryonten in Nocardia

Abbildung 70. Konvergente Biosynthese: Chrysophaii@) wird von Eukaryonten im F-Modus
gebildet (links, griin), bei Prokaryonten wurden zwerschiedene Wege (S und S')
entdeckt (rechts, rot und blau).

Diese Ergebnisse konnten an einem weiteren Moleldilfiziert werden, das dem

Chrysophanol X3) auf den ersten Blick sehr &hnlich sieht. Bei gemam Hinsehen offenbart
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Aloesaponarin Il 14)® aber, dass theoretisch sogar noch mehr Faltungaaten einer
zugrundeliegenden Oktaketid-Kette existieren.

Eukaryonten HO O  Me HO O  Me Prokaryonten
I, .,
14 0 o 14

HO O we
! ' E OH i
0O 14 Aloe :

saponaria

HO

O Me
= T
\ OH
(0] 14

| et ol
Streptomyces
spec.

%

HO O e
9O0N
o 14
Abbildung 71. Sechs Faltungsmodi, die zu Aloesaponll (14) fihren konnten: jeweils drei
Varianten sind in Pflanzen (links, griin) und ine€ptomyceten (rechts, rot) denkbar.

Naturlich sind aus chemischer Sicht mehrere dieSaltungsmdglichkeiten wenig
wahrscheinlich. Dennoch warg4 ein ideales Molekul, um die Ergebnisse, die mah mi
Chrysophanol 13) erzielte, zu untermauern. Vor wenigen Jahren emrdavildtypische
StreptomyceStamme entdeckt, die Aloesaponarin 14) produzierte?®*” Dass 14 in
Pflanzen wie der namensgebenddoe saponariau.a. aber auch einer Reihe andexkre
Arten) produziert wird, ist bereits seit nahezueemnhalben Jahrhundert bekalft! Bezieht
man alle ausAloe saponariaisolierten monomeren Verbindungen in die Betrachtem,
werden solche Untersuchungen sogar noch spanndfittefloesaponarin | wurde von Yagi
et al eine Biosynthese vorgeschlagen, die auf eineykiettkette beruht die dem S-Typ
entsprechend gefaltet sein musst, was jedoch deetfigen Ansicht zur Polyketidfaltung in
Pflanzen wiedersprechen wiifd€! Um entsprechende Biosynthese-Experimente duroéifiihr
zu kbénnen, war nun notig, entsprechende Zellkuttwen Aloe saponariaoder anderei4-

produzierenden Pflanzen zu etablieren.
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8.2 Etablierung von Zellkulturen

Der ubliche Weg, zu sterilen pflanzlichen Zellkwén zu gelangen, verlauft Gber die
Aussaat der Pflanzen unter sterilen BedingungerallBeedazu kann aber auch (fast) jedes

pflanzliche Gewebe als Ausgangsmaterial verweneetian.

8.2.1 Zellkulturen aus steril herangezogenem Pflanzenmatil

Dieser Ansatz wurde mit verschiedenen Pflanzenartsfolgt. Fur die Aussaat wurde
kaufliches Saatgut volloe saponariaund einer ganzen Anzahl weiterer Arten verwenfdet,

die Aloesaponarin 114) nachgewiesen war (Tabelle &} 2!

Tabelle 5. Aloesaponarin-ll-produzierende Pflanzen, die fi#r Btablierung steriler Zellkulturen
verwendet wurden.

Pflanzenart Keimungsrate [%0]
Aloe ferox 31
A. graminicola 6
A. saponaria 28

Asphodelus fistulosus

A. racemosus

Hemerocallis minor 95
H. nana 35
H. lilioasphodelus

H. citreum

Lomatophyllum citreum 37

Die Samen wurden fir ca. 1 Minute mit 70 % Ethagewaschen und anschlieend in eine
1-proz. Benzalkoniumchlorid-Losung gegeben. Im (Geg&z zu NaOCl st
Benzalkoniumchlorid ein relativ mildes Mittel zuhemischen Oberflachensterilisation, das
sogar in Augentropfen Anwendung findet. Die Stsailions-Ldsung lield man 5 (bei gréf3eren
Samen bis 10) Minuten einwirken, bevor das Saatgrgimal mit klarem sterilem
deionisiertem Wasser gewaschen wurde. Die so beliandSamen legte man einzeln auf
hormonfreiem halbkonzentriertem MS-Kulturmedium (i#)Saus und stellte die Petrischalen
zur Keimung bei 24 °C +/- 2°C auf. Nach ca. zwes 8rei Wochen zeigten sich die ersten

Keimlinge vonH. nana die nach dem Erscheinen des Keimblattes in Emgenkolben mit
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MS/2-Medium Uberfuhrt wurden. Ebenso wurde mit dé@imlingen aller anderen Arten
verfahren. Die Uberlebensrate der Keimlinge waradein Pflanzen (bis altfl. nang gering
und lag bestenfalls bei 10%. Eine Erklarung daflinrike sein, dass es sich bei all diesen
Pflanzen um Xerophyten handelte und diese dahét fiic feuchte Substrate geeignet waren
(die Kulturmedien sind im Wesentlichen Matrix-stedertes Wasser). Dieser Umstand stellte
sich auch bei den Uberlebenden Pflanzen immer wiatle negativ heraus. Trotz dieser
Misserfolge konnten von den wichtigsten Artén gaponariaundL. citreum) sterile Pflanzen
etabliert werden, die auf Grund des ,nassen“ P8ahgtrates (MS/2-Kulturmedium)
allerdings nur geringe Wurzelbildung zeigten. Biglavurden die interessanten Verbindungen
(u.a. 14) aber vor allem aus Wurzeln oder dem kurzen udiscthen Stamm der Pflanzen
isoliert[28:256:259-262.27R .5y diesen Teilen stellten die sterilen Pflanzieeraur wenig Material
fur die Etablierung von Zellkulturen zur Verfugungudem waren die Gewebe der keimfrei
gezogenenrA. saponariaso schwach, dass nur an wenigen Explantaten ehe geringe
Kallusbildung zu beobachten war. Auch die Versuzbe Herstellung von Wurzelkulturen
von A. saponariamussten erfolglos abgebrochen werden.

war in der Literatur zu finden.

Trotz des geringen zur Verfiigung stehenden keierfréaterials vori. citreumgelang es
Nach einem Protokoll zur Etablierung von Kalluskudin ausAloe saponariavon dieser
Pflanze Zellkulturen anzulegé?® Nachdem die Kulturen einmal etabliert waren zeigte
diese Wachstumsraten wie die Kulturen aus instariMaterial vonA. saponaria(Kapitel
8.2.2).

8.2.2 Kalluskulturen aus insteril wachsendem Pflanzenmateal

Einen weiteren Ansatz zur Etablierung von sterialluskulturen bot die Verwendung
von insterilem Pflanzenmaterial v@xoe saponariaund A. bulbilifera aus dem Botanischen
Garten der Universitat Wirzbuf§* Es wurden junge Blatter bzw. der Stamm genutzt. Di
Verwendung von Wurzeln war nicht mdglich. Zum eité@sst die Oberflachenstruktur junger
Wurzeln (Wurzelhaare und dinne Rhizodermis) diedtnzu, zum anderen verursacht der
Bodenkontakt der Wurzeln eine wesentlich hoheret&mimation mit Pilzen und Bakterien,
so dass eine sterile Oberflache kaum zu erreidten i

Die Oberflachensterilisation folgte dem oben erwéhrProtokoll. Allerdings wurde nicht
auf die Einwirkzeit des Desinfektionsmittels geathsondern auf die Entfarbung der Gewebe
an den Schnittstellen der Explantate, die nach geeniMinuten eintrat und andeutete, dass
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bereits das Pflanzengewebe Schaden nahm. DieselBergurden spater entfernt, so dass
frische Schnittstellen entstanden (die Kallusbilgiierfolgt stets am ehesten dort, wo die
eingesetzten Gewebe Verletzungen aufweisen). GigeBlwurden in ca. 1 cm breite Streifen
geschnitten die wiederum noch einmal zu halbierarew. Mit den Stamm-Segmenten
wurden ahnlich verfahren. Zunachst erfolgte dieféEnting der ausgeblichenen Gewebeteile
und der Stamm-Epidermis mit dem Skalpell. Der ved@dne Stamm wurde nun ebenfalls in
ca. 0.5 bis 1.0 cm breite Scheiben geschnitten diede wiederum geviertelt. Fur die
Kallusinduktion kamen feste Kulturmedien zum Eimsatie auf MS/2-Medium basierten.
Verwendet wurden verschiedene Konzentrationen atoRbrmonen. Zum einen folgte man
den Angaben in der Literatur, es wurden aber abefeghende Hormongemische eingesetzt
(Tabelle 6). Die Kultur erfolgte unter Lichtausactd. Am gréf3ten war die Zuwachsrate auf
dem literaturbekannten Medium, das wmibelV bezeichnet wurde, ahnlich waren die Erfolge
auf dem MediunAloell. Hingegen konntéloel als Kulturmedium ausgeschlossen werden, da
die Explantate so gut wie keinerlei Wachstum zeigtad abstarben. Festzustellen war, dass

die Kalli sehr weich waren und tber 99 vol% Wassghielten.

Tabelle 6. Die fur die Etablierung von Kalluskukar verwendeten Kulturmedien (auf MS/2-
Medium basierend).

Bezeichnung des 1-NAA 2,4-D 6-BA

Kulturmediums [mg L [mg L [mg LY
Aloel 0.3 - 2
Aloell 6 2
Aloelll 0.5 2
AloelV 3.7 1.8

Nach ca. 1 Woche war sowohl an den Blattstiickenaath an den Stammsegmenten
unkontrollierte Zellvermehrung makroskopisch siemtipAbbildung 72). Nach vier Wochen
konnten die ersten Kalli vom Muttergewebe entfemmd separat kultiviert werden. Allgemein
liel3 sich feststellen, dass die Verdopplung deinzZadse alle sechs bis acht Wochen erfolgte.
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Entwicklung der Kallusbildung

Aloe

spec. Obeiﬂachen— V , -
sterilisierun ¢
, g e, -\}
e | 14 Tage 25 Tage Etablierte Kalli nach
Pflanzen Kultur Kultur 8 Wochen Sterilkultur

Abbildung 72. Die Etablierung permanenter Kallugken von A. saponaria aus insterilem
Pflanzenmaterial.

8.2.3 Veranderte Zusammensetzung der Kulturmedien zur Anegung der

Anthrachinon-Produktion in Aloe-Zellkulturen

Ziel war es aber nicht nur rasch wachsende Zeilkeit zu etablieren, sondern diese auch
zur Produktion von Sekundarmetaboliten anzuregeobl®matisch war zunadchst das rasch
einsetzende und fur viele Pflanzenzell-Kulturen ennwieder beschriebene ,Browning'.
Dabei zeigen die Gewebe- und Zellkulturen eine Brdus Schwarzfarbung, die vermutlich
auf die Aktivitdt von Phenoloxidasen zurlckzufuhrsh und im Prinzip dem Vorgang
entspricht, der Ablauft, wenn ein Apfel angesclemttwurde. Dieser Effekt wirkt sich
nachteilig auf das Wachstum der Zellkulturen uncedd’roduktion von Sekundarmetaboliten
aus. Es gibt eine ganze Reihe von Versuchen zuingerung oder gar Vermeidung dieses
Problems. Am aussichtsreichsten sind offenbar stetBeimischungen von Antioxidantien
oder Substanzen, die polyphenolische Verbindungbfahgen" kénnen. Der Zusatz von 0.1
g L GSH (Gluthathionsulfat) und 5 g'tPPVP (Polyvinylpolypyrolidon) verhinderte sowohl
bei den Zellkulturen aul. saponariaals auch bek. citreumdas Browning fast vollstandig.
Fur feste Kulturmedien zur Induktion volk-saponariaZellkulturen waren diese Zuséatze
noch nicht beschrieben, Cho et 4 empfahlen lediglich einen Polyvinylpyrolidon-Aritei
von 0.5% vor allem in Flissigmedien.

AulRerdem war eine Verédnderung der Hormonzusamnemggtin den Kulturmedien
notig. Bei Verwendung eines Mediums (abgeleitet védoell - Aloell.d mit
gleichbleibendem 1-Naphthylessigsaure-Anteil (6 mgd) und verringerter 6-Benzyl-

aminopurin-Konzentration (0.5 mg™). zeigte sich ein etwa um ein Drittel reduziertes
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Wachstum, aber die Anthrachinon-Produktion erfuhe eerhebliche Steigerung (Abbildung
73).

Einige derjenigen Verbindungen, die zuvor beredashweisbar waren, traten um das ca.
Sieben-bis Zehnfache erhoht auf. Bei einem der Hhaegabolite handelte es sich um
Aloesaponol | 79). Der Nachweis erfolgte durch HPLC-Coelutions-Bxpente. Hinzu
kamen neue Peaks, die Anthrachinone und moglichékuPsoren reprasentierten.
Aloesaponarin I 14) war allerdings nicht nachweisbar. Fur d@matophylluraKulturen galt

ahnliches, wenn auch nicht so stark ausgepragt.

o

: : : : HPLC-UV
0 2 4 6 8 230 nm

Zeit [min]

Abbildung 73. Chromatographischer Vergleich dekuselarmetabolit-Produktion der Kalluskulturen
von A. saponaria (rot: Kulturen auf literaturbeschriebenen Medf&H; griin: nach
Veréanderung der Medien-Zusammensetzung).

Nach den bisherigen Erkenntnissen ware ein zwassifProtokoll zur Kultur deAloe
oder LomatophylluraZellkulturen angebracht: Einsatz des MediumleelV zur Bildung
groRerer Mengen Biomasse und darauffolgend einsfearder Kalli aufAloell.4, das die
Produktion  von  Anthrachinonen  fordert. Eine  weitereOptimierung  der
Medienzusammensetzung und ggf. eine gezielte ielisiig wirde sicher zu einer erneuten
Steigerung der Anthrachinonbildung fihren. Dem &inglieser Zellkulturen sollte aber eine
phytochemische Charakterisierung vorhergehen. UmerBezsubstanzen daflr zu erhalten,
wurden die nicht fur die Zellkulturetablierung vemdeten Pflanzenteile dér.-saponaria-
Mutterpflanze aus dem  Botanischen Garten extrahieund daraus die
Hauptsekundarmetabolite isoliert.
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8.3 Isolierung von Anthrachinonen ausAloe saponaria

Alle Teile (Blatter, Stamm und Wurzeln) d&loe saponarieaus dem Botanischen Garten,
die nicht zur Etablierung von Zellkulturen verweadbwaren, wurden genutzt um
Sekundarmetabolite zu isolieren. Die Suche nachegdponarin Il stand hierbei im
Vordergrund. Dabei wurden die einzelnen Organe Bé#anze voneinander getrennt
untersucht. Das getrocknete, zerkleinerte Pflanz¢amal wurde mit Ethylacetat extrahiert.
Die chromatographische Untersuchung der so ertedt®ohextrakte sowohl mittels HPLC
als auch durch Dunnschichtchromatographie an Kjetetrgab, dass die Blatter keine
Anthrachinone enthielten, die Weiterbearbeitungntehalso nicht. Dahingegen war der
Wurzel-, aber auch der Stamm-Extrakt vielverspradheAllerdings lieRen die HPLC-
Chromatogramme keinerlei Rickschlisse auf das Viddiasein von Aloesaponarin [14)
zu (eine geringe Menge Vergleichssubstanz staniertigung)2®®

Der Rohextrakt wurde mit Methanol gewaschen. Dieegwaltene Fraktion bestand aus
relativ polaren Verbindungen, die mittels prapaetiHPLC (unter Standardbedingungen)
getrennt wurden, der Ruckstand enthielt vor allemede Anthrachinone, die nur noch durch
praparative Dunnschichtchromatographie aufzuremigaren, da sie in den Losungsmitteln
fur praparative HPLC (RP, praparative NP-Saulendsta nicht zur Verfiigung) nicht I6slich
waren. So konnten eine Reihe mono- und dimerer rAnttinone isoliert und deren Struktur

aufgeklart werden. Vorweggenommen sei, dass kedegslponarin Il darunter war.

8.3.1 Aloesaponarin | (80)

Diese Verbindung wies ein fir monomere Anthrachenaolurchaus typisches UV-Profil
auf, zeigte aber in der LC/MS eine etwas hoheresklga/z 311 [M-H], vgl. Chrysophanol
mit m/z 255 [M+H]) als erwartet. DasH-NMR belegte das Vorhandensein von vier
aromatischen Protonen, von denen drei benachbaenywaowie eine Methoxy- (3.93 ppm)
und eine Methylgruppe (2.71 ppm). Dass sich die®deppe (2.71 ppm) tatsachlich an C-1
und nicht wie bei Chrysophanol C-3 befand, wurdeckldehlende NOESY-Korrelationen zu
dem Proton an C-4 deutlich, die beispielsweiseGigiysophanol und seinen Dimeren stets
vorhanden siné®® Dem **C-NMR-Spektrum war zudem zu entnehmen, dass dagkbol
zwei Hydroxy- und zwei Carbonyl-Gruppen enthielllefdings gab es ein zuséatzliches, stark
Hochfeld-verschobeneSC-Signal (167.9 ppm). Nach Auswertung aller 2D-NI@Rektren
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wurde die Substanz als das bereits seit langemnbékaAloesaponarin 170) identifiziert
(Abbildung 74). Alle Werte stimmten mit denen irr déteratur tibereir?®”

8.3.2 Laccainsaure-D-Methylester (81)

Aus der Methanol-l6slichen Fraktion wurde eine st ganz ahnliche Verbindung
isoliert. Die Untersuchung per LC/MS zeigte jedodass es eine zusatzliche OH-Gruppe
geben musste n{/z 327 [M-H]). Dementsprechend wies dd$i-NMR-Spektrum im
aromatischen Bereich ein Signal weniger auf undtliggime Protonen erschienen als Singulett.
Die Verschiebungen waren denen \8fhaber sehr &hnlich. Damit war sicher, dass eswsith
die literaturbekannte Substanz Laccainsdure-D-Mesitgr 81) handelte, die bereits von

Yagi et al ausA. saponariaisoliert worden war (Abbildung 745%%

8.3.3 Aloesaponol | (79)

Noch einmal zwei aromatische Protonen weniger besal/erbindung79. Stattdessen
traten aber funf z.T. zu Multipletts aufgespalt&ignale im nichtaromatischen Bereich auf.
AuRerdem fehlten dit’C-Signale fiir die sonst so typischen Carbonyl-Fonlen (zwischen
180 und 195 ppm). Es existierte ein sehr Tieffeddsehobenes Signal bei 204.3 ppm. Vor
allem HMBC-, aber auch COSY- und NOESY-Spektrerrtiih zu der Erkenntnis, dass es
sich bei79 um eine Struktur handelte, & sehr &hnlich war, in der der linke (also der erste
gebildete) Ring nicht aromatisch war (s Abbildurg.72-2¢%

HO O Me O HO O Me O O HO Me O
Qo™ I e
OH HO OH HO OH
o 80 © 81 79

Abbildung 74. Die au#é. saponariaisolierte Aloesaponarin-ll-dhnliche Verbindungé® 80 und81.
Uber mdgliche Biosynthetische Zusammenhinge wird Bnde des Kapitels
diskutiert.
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8.3.4 Asphodelin (82)

Bereits dasH- und das*C-NMR-Spektrum der SubstaB82 aus der Methanol-unléslichen
Fraktion zeigten, dass es sich um ein nicht symsoéies Dimer handeln musste. Das Dimer
besal} vier Hydroxy-, vier Carbonyl- und zwei Met@ruppen. Die Auswertung der 1D- und
2D-NMR-Spektren sowie der CD-Daten machte deutlidhss die Verbindung aus zwei
Chrysophanol-Untereinheiten bestand, die durch éjideverkntpfteP-konfigurierte Achse
verbunden sind. Eine Literaturrecherche identifigedie Substanz als das bereits aus

Vertretern der Asphodelaceae bekannte Asphod&®r (bbildung 75)260:261:268]

Abbildung 75. Das u.a. ailbineArten bekannte Asphodeli82).

8.3.5 10-Hydroxy-10,7'-(chrysophanolanthron)-chrysophanol(83)

Ein weiteres dimeres unsymmetrisch gekuppeltes ranttinon wurde sowohl aus den
Wurzeln als auch aus dem Stamm isoliert. Die Kaunstn der Verbindung war ebenfalls
bereits seit langem bekannt, so dass nach Ausvwgeden 1D- und 2D-NMR-Spektren in
Verbindung mit der exakten Masse (HRESIMi& 507.1080 [M-H], ber.m/z507.1085 [M-
H]) die Verbindung als 10-Hydroxy-10,7'-(Chrysophambhron)-Chrysophanol (auch als
10,7-Bichrysophanol  bezeichnet) zu identifizierewar!?®® Der Vergleich mit
Literaturangaben (1H- und 13C-NMR, MS) stellte &lechtigkeit der ermittelten Struktur
sicher. Allerdings fehlten Daten uUber die Konfigioa am Stereozentrum (C-10). Die
Enantiomerenreinheit vo83 wurde durch die Messung des Drehwertes und perCH&h
chiraler Phase (Phenomefielux Cellulose-1) tberpriift. Die CD-Spektren wurdefline
aufgenommen. Fir den Vergleich mit berechneten t&gekvurde von Y. Hemberger aus
unserem Arbeitskreis zunéchst die Konformationseseamit DFT B3LYP/6-31G*33134138]

durchgefiihrt und anschlieRend fiir die zwei relesarionformere (<3 kcal md) die CD-
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Spektren berechnet (TDA B3LYP/SVP mit COSM&$:?"'So konnte ermittelt werden, dass
das Stereozentrum an C-Re&konfiguriert war und es sich b88 um R-10,7'-Bischrysophanol
handelte (Abbildung 76).

— exp. . — exp.
7. 44 —berfarS 4 — ber. fir R

O - -
E o n A~ NP
g O °T U

& 41 -4

exp.
200 300 400 200 300 400
Wellenldnge A [nm] Wellenldnge A [nm]

Abbildung 76: Ermittlung deR-Konfiguration des Stereozentrums v88 durch den Vergleich von
experimentell gewonnenen und von Y. Hemberger gumahiemisch berechneten CD-
Spektren.

8.4 Diskussion zur Biosynthese

Aus Aloe saponariavurden mehrere mono- und dimere Anthrachinone es@ivi dimeres
Pre-anthrachinon isoliert. Die biosynthetische Heafk von Aloesaponarin 1114) soll nun
unter Berlcksichtigung dieser und anderer @ussaponaria bekannter Verbindungen
diskutiert werden. Bereits zuvor (Kapitel 8.1, Abibng 71) wurde erwahnt, dasst
theoretisch sechs verschiedene Faltungsmogliclkeiée zugrundeliegenden Polyketidkette
zulasst. Betrachtet man weitere Verbindungen, was dAloesaponarin 180) oder sehr

ahnliche Strukturen wi&6, kdnnte80 ein Prakursor vori4 sein. Dann lielRe dies aber nur
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eine Faltungsmoglichkeit zu. Die Polyketidkette sidann im S-Modus gefaltet worden sein.
Das stunde den Erkenntnissen zur Biosynthese vags@phanol in Pflanzen vollstandig
entgegen. Bereits Yagiet al machte mehrfach Vorschlage zum biosynthetischen
Zusammenhang der isolierten Verbindungen Ausaponaria Mit der Herkunft von14 und

85 aus der Vorstuf@6 befasste er sich nur theoretisch. Durch Inkorpmmaexperimente mit
“C-markiertem Acetat erbrachte er aber Hinweise dief polyketidische Herkunft der
Anthrachinone inA. saponaria(ohne dabei jedoch ein Einbaumuster zu ermitteladem
stellte er fest, dass Aloesaponol7B) ein Vorlaufer des Aloesaponarins80f aber nicht fur
den Laccainsaure-D-MethylesteB1] war (Schema 12532 Er leitete aus all den
Aloesaponarin-ahnlichen Verbindungen auch die Ralgkette 84 ab, auf die diese
Metabolite zuriickzufiihren sein mussten. Die Ketteerlag dann aber zwangslaufig dem S-

Faltungsmodus.

O HO Me

Ho SOLEE S ¢ Cout

'\ /'
Me SCoA

O+ SCoA ]3C -Einheit
CO,H — o 13C Single
5¢

COSCoA

O HO Me

O‘O OOO = QI
—
HO OH

Schema 12. Der Teil der Biosynthese-Route von gdpenarin | 80), wie sie von Yagiet al
bewiesen wurde (oben, gelb hinterlegt). Uber diekttat des Aloesaponarins [14)
stellte er lediglich Vermutungen an (unten). Indesi Fallen wurde eine S-Modus-
gefaltete Polyketidkette zugrundegelegt.

HO

Folgte man den Annahmen von Yagial, kdme man aber bereits ohne die Durchfihrung
von Futterungsexperimenten zu dem Schluss, dass&ponarin 11X4) via S-Faltungsmodus

produziert worden sein muss. Dies wiederum widéwdpe zunachst einmal den Ergebnissen
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um das Chrysophanol und wéare eine klare Ausnahnge Histeilungssystems von R.
Thomag?!

Alle Aloesaponarin-ahnlichen Metabolite in eineno®intheseweg zu vereinen und dabei
zu bericksichtigen, dass die Polyketidfaltung deideus folgen soll, lasst eigentlich nur
eine Biosynthese-Variante mdglich erscheinen. Zustimuss die Starteinheit Malonyl-CoA
an Stelle von Acetyl-CoA sein, das wiurde den Meabtgr an C-2 erklaren konnen.
Decarboxyliert werden muss dann an dem Ende, ansdbtassendlich die Methylgruppe (1-
Me) am Aloesaponarin 114) und allen anderen ahnlichen Verbindungen seid,wind noch
einmal an der Malonyl-Starteinheit. Damit ware daren genannten sechs theoretischen
Biosynthesemoglichkeiten, die allesamt von AcetglACals Starter ausgehen (s. Abbildung

71), eine siebente hinzuzufugen.

HO O Me O O HO Me O HO O Me O
94006 " O™
e
HO OH HO OH OH
81 0 79 80 O
AN V4

A
R\n/sc:oA R = CO,H SCo
(0] (0]
+
R
Lo = 5 b S ok ot
COSCoA ¢} o) gl Decarboxylierung an C-2?
// R=H N\
HO o O HO Me
<es = ‘O
HO OH HO
85 o

Schema 13. Werdenl4 und 80 auf zwei parallel ablaufenden Biosynthesewegen mit
unterschiedlicher Starter-Einheit: Acetyl-CoA (obgelb) vs Malonyl-CoA (unten,
orange) produziert? Oder haben alle Metaboliteregemeinsamen Ursprung?

Es wird also nicht nur interessant sein, den Fghkmodus in Aloesaponarin 114 zu
ermitteln, mindestens genauso spannend sollte di@lyde des Inkorporationsmusters in
Aloesaponarin 18§0) oder seinen Derivaten werden und diese werdegitbgetzt von der.-

saponariaZellkulturen produziert.
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9 Zusammenfassung

Pflanzen und deren Sekundarmetabolite sind in dlelturen seit jeher Grundlage der
traditionellen Medizin. Neue und vielversprecheng#lanzliche Naturstoffe sind die
Naphthylisochinolin-Alkaloide. Sie sind wegen ihregharmakologischen Potenzials
interessant, aber auch aus chemischer Sicht faszimle. Im Gegensatz zu allen anderen
bekannten Isochinolinen, die aus aromatischen Asgaen entstehen, haben die
Naphthylisochinoline eine polyketidische HerkunfZiele dieser Arbeit waren die
Untersuchung der Biosynthese der Naphthylisochiralkaloide unter Verwendung von
pflanzlichen Zellkulturen vorTriphyophyllum peltatumin diesem Zusammenhang wurden
die Sekundarmetabolite dieser Kalluskulturen amatysAullerdem wurden Beitrage zum
besseren Verstandnis der Biologie vdn peltatum erbracht und Grundlagen fur erste
populationsgenetische Untersuchungen der Gatumegstrocladuggeschaffen.

Parallel wurden durch die Etablierung von Zellktdgtu von Aloe saponariadie
Voraussetzungen fur die Durchfihrung von Biosyrghesperimenten zur polyketidischen

Herkunft von Anthrachinonen geschaffen.

Die einzelnen Ergebnisse im Detail:

. Es wurde ein Verfahren entwickelt, das es ermotgiclaus sterilen Sprosskulturen
wiederTriphyophyllumPflanzen zu regenerieren, obwohl die Bewurzelugrgkeimfrei
wachsenden Sprosse ein schwieriger Prozess istWieelentwicklung begann auf
verarmendem Anderson-Kulturmedium. Nach der Bewurzgfolgte eine kurze Kultur
in Tongranulat-Substrat unter sterilen Bedingungka,das Wachstum weiter forderte.
Unbewurzelte Triebe wurden auf frisches AndersordiMi@m Uberfiihrt, so dass ein
Verlust an Pflanzenmaterial vermieden wurde. DischheRende Akklimatisierung der
Jungpflanzen an insterile Bedingungen in den Gesl#usern des botanischen Gartens
der Universitat Wirzburg verlief problemlos. Obwali¢ Kultur vonT. peltatumnicht
trivial ist, gingen einige der Jungpflanzen in dadten in Kultur beobachtete carnivore

Phase Uber.
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sterile sterile, junge insterile Carnivorie bei
Sprosskultur bewurzelte Pflanzchen T. peltatum im
Sprosse Gewichshaus

. Die Analyse der Sekundarmetabolite der Zellkultuven T. peltatumin Kooperation
mit S. RuUdenauer fihrten zur Entdeckung des Naphthonen-Glucosids
Dioncochinon A 84) und seines Aglycons, des Dioncochinons3B).(In In-vitro-Tests
waren beide Naphthochinone spezifisch aktiv gdggshmania donovanden Erreger
der visceralen Leishmaniose und zeigten bemerketesastikanzerogene Wirksamkeit.
Vor allem Dioncochinon B35) war aktiv gegen das aggressive B-Zell-Lymphom und
das Multiple Myelom, ohne cytotoxisch gegen niafitiaetete Zellen zu wirken.

HO @) OH HO O
RO 3 3 _OH 5 O OH
34: R=HO oW
HO > Ho H1
1 "Me _ Me
o 35: R=H % 0
35: Multiples Myelom: INA-6 ECy,: 11T uM
Aggressives B-Zell-Lymphom: SU-DHL-4 ~ EC,;: 7.6 uM
Zytotoxizitét ICy,: nicht erreicht

Neben den Dincochinonen A34) und B @5 und dem bereits bekannten 8-
Hydroxydroseron 36) wurden drei weitere, hoch oxygenierte Naphthozhé aus
Kalluskulturen vonT. peltatumisoliert. Die Dioncochinone C30), D (40) und E 41)
waren ebenfalls neue Naturstoffe, die interessitaktivitéaten versprachen.
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HO (@) HO O HO (6]
HO i l 3__OMe MeQO i l 3 __OH HO. i’ l 3 __OH
MeO 1 Me HO 1 Me MeO 1 Me
39 O 40 O 41 O

. Nachdem die Struktur des Dioncophyllins D revidiesrden musste, war das nun
entdeckte  50-Methyldioncophyllin D 420 das erste 7,8-gekuppelte
Naphthylisochinolin-Alkaloid, das aus einem Vemtretder Dioncophyllaceae (oder
daraus gewonnenen Zellkulturen) isoliert wurdeO®4ethyldioncophyllin D P-42)
und sein EpimerM-42), im Chromatogramm reprasentiert durch zwei dalfeinander
folgenden Peaks, eluierten gemeinsam mit Dioncdiphyl (8). Die Trennung der
Substanzen war chromatographisch nicht mdglich ersd durch Kristallisation zu

erreichen. Wie bei allen bisher bekannie&-gekuppelten Naphthylisochinolinen war

die Biarylachse vod2 konfigurativ instabil.

. Aus Wurzelkulturen vorT. peltatum(von K. Fester am Danforth Plant Science Center,
St. Louis, USA, etabliert) wurden neben bekannteaphthochinonen und einigen
Naphthylisochinolin-Alkaloiden eine ganze Reihe hieis unbekannter Naturstoffe,
darunter das Naphthalin-Glucosid® und die axial-chiralen Binaphthaling2-55
isoliert. Bislang wurde davon ausgegangen, dassimaitder gekuppelte Naphthaline

bei den Dioncophyllaceae und Ancistrocladaceaersetbrkommen.

RO OR? R R R R X MeO OH
52 H Me Me H H
53 H Me H Me H OO
Me Me
P we 55 H H H H OH P
e
OO g9 oy #AD-Glcoseo- ‘O
X p-D-Glucose o
R3O OR* O OH
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Die biosynthetische Herkunft der ebenso aus denz@kulturen isolierten Indanone
60 und 61 konnten ebenfalls aus dem Polyketid-Biosynthesestagimen, der dem F-
Modus folgt. Dieser lie3 sich chemisch schwer eddawar aber in gewissem Mal3e
mit dem Biosyntheseweg aller anderen polyketidiscBekundarmetabolite in Einklang
zu bringen. Andererseits ist eine aus chemischehtSiberzeugender Biosynthese
vorstellbar, die eine Ring6ffnungs-Reaktion einmddt, aber dem fur Pflanzen

unerwarteten S-Faltungsmodus folgen wiurde.

SR
OR O OH ¢ OH o HO 0
Me Me OO
—> 4—
e OH OH | «— OMe
OH OH 5
0" NOH S-60 O~ “OMe F-60 07 ~“OMe
S- vs. F- Faltungsmodus

. Futterungsexperimente  mit dem von S. Rudenauer dndMutanyatte-Comar
synthetisch hergestelltéfiC,-markierten Isochinolin-PrakursorC,]-69 wurden an den
Kalluskulturen vonT. peltatum durchgefiihrt. Die Analyse der nach der Fitterung
isolierten Naphthylisochinolin-Alkaloide Dioncopliyl A (8) und Habropetalin AZ7)
zeigten eine Einbaurate von 4 %. Mit 94 % viel hoWwar der Markierungsgrad des
ebenfalls isoliertentrans Tetrahydroisochinolins *{C;]-70. Es musste aus einer
effizienten trans-stereoselektiven Reduktion au§d,]-69 hervorgegangen sein, die
Markierung wies darauf hin, daé8 Zugang zu reduktiven Enzymen der Pflanzenzellen
hatte. Die unvollstandige Markierung zeigte auassdO ein naturlicher Metabolit war.
Die Rolle von 70 im Biosyntheseweg der Naphthylisochinoline wurderctd die
Futterung von FC;]-70 (wiederum in Kooperation mit S. Riidenauer) untemsuDer
Markierungsgrad der isolierten Alkaloide, daruraech das 50-Methyldioncophyllin
D (42, war mit 8 % doppelt so hoch wie nach dem vorbkegden
Futterungsexperiment mit¥C,]-69. Sehr wahrscheinlich wat0 das Substrat fiir das
Kupplungsenzyme. Ein Dihydroisochinolin, markierdeo unmarkiert, war nicht
nachzuweisen. Digansselektive Reduktion deg9 erfolgte nicht nur effizient, sondern
auch irreversibel und verlief offenbar weitgehemdeguliert, da deutlich mel&9 zu 70
umgesetzt wurde, als in die Naphthylisochinolin<Btathese einging.
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Folgende Annahmen zur Naphthylisochinolin-Biosysthekdnnen nun gemacht
werden: Durch eine storungsanfallige Transaminigruentsteht aus einem
hypothetischen Diketo-Prakursor zunachst das Ddigdchinolin69, das irreversibel,
trans-stereoselektiv und offenbar sehr effizient ZQ reduziert wird. Die Enzym-
unterstitzte phenoloxidative Kupplung des Isochinsolmit einem Naphthalin flhrt
dann zu einer Fulle verschiedener Naphthylisocmnélkaloide.

Polyketid-
kette irreversibel
/ L
l l 7/ ’
Me Me
0 > R > R
oo ¢ o
OH

R Trans- OH9Me Reduktion OH Me
63 aminierung [H] 69 70

. Fur populationsgenetische Untersuchungen der Anclsdaceae im Kongo-Becken
wurden erstmals gezielt innerhalb eines begrenteals in der DR Kongo Proben von
Uber 50 Individuen der Gattumgncistrocladusggesammelt. F. Turini aus dem AK Heubl
(LMU Mdunchen) untersuchte das Pflanzenmaterial adhaon Mikrosatelliten-DNA-
Sequenzen. Vorlaufig kann davon ausgegangen werdass in dem wenige
Quadratkilometer grofien Sammlungsgebiet Vertretler azentralafrikanischen
AncistrocladusArten vorkommen. Zusatzlich gab es aber auch Sespre die bislang

nicht zugeordnet werden konnten und méglicherwegsee Arten reprasentieren.

20 Proben waren
A. congolensis | A. ealaensis

5 Proben dhnelten dhnlich 6 Proben fielen in eine
A. letestui | A. korupensis Ancistrocladus- A.-,ikela “-dhnliche Gruppe
6 Proben waren Arten aus der Umgebung 5 Proben dhnelten
A. letestui dhnlich von Mbandaka A. likoko
Probe C040 (DR Kongo) Proben C049, C050
Probe C046

. Fur die Untersuchung mdoglicher weiterer konvergen®iosynthesewege zu
Anthrachinonen wurden Zellkulturen va@oe saponarigaus insterilem Material) und
Lomatophyllum citreunfaus keimfrei angezogenen Pflanzen) etabliert.nZaif MS-

Medium basierende und sich im Phytohormon-Gehaleraoheidende N&ahrbéden
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Zusammenfassung

wurden getestet. Dabei stellte sich ein MediloelV als besonders geeignet fur die
Vermehrung der Kulturen heraus, wahrexidell.4 die Produktion von Anthrachinonen
des Aloesaponarintyps (Me an C-1) unterstitzte. @ibwdas gewlnschte
Aloesaponarin 1l 14) nicht gefunden wurde, versprechen Biosyntheseskx@nte
dennoch interessante Ergebnisse, da die ZellkaltAteesaponol 179) produzierten.
Die Mutterpflanze derA.-saponariaKulturen wurde parallel auf das Vorhandensein
Aloesaponarin-ahnlicher Verbindungen hin untersu@gfunden wurden bereits in der
Literatur beschriebene Substanzen, darunter auch 1da7'-Bischrysophanol83).
Dessen Konstitution war lange bekannt. Die Konfagiman am Stereozentrum an C-10
wurde aber erst jetzt durch CD-spektroskopischestdothungen in Kombination mit
guantenchemischen Berechnungen (durch Y. Hembergds) R-konfiguriert

identifiziert.

_ — exp.
T 41 — ber. fur R
S

AV I

200 300 400
Wellenldnge A [nm]

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue Erkenntnisser #&iosynthese der

Naphthylisochinoline erbracht, aber auch Beitragen zVerstandnis der Okologie und

Populationsgenetik der sie produzierenden Pflargageistet. Zudem wurden grundlegende

Arbeiten zur Biosynhtese-Untersuchung pflanzlich&nthrachinone geleistet. Weitere

Experimente zur Identifizierung des Biosynthesewegewohl der Naphthylisochinolin-

Alkaloide als auch der Anthrachinone kdénnen auf derliegenden Ergebnissen aufbauen.

Zudem wurden neue Naturstoffe isoliert, deren pla&otogische Wirkung Anlass zu weiterer

Forschungsarbeit gibt.
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10 Summary

Plants and their secondary metabolites form theisbad traditional medicine.
Naphthylisoquinoline alkaloids constitute a new @ndmising class of natural products from
plants. These compounds are interesting because¢haf pharmacological potential.
Nevertheless, they are also fascinating from thenobal point of view. Additionally, the
naphthylisoquinolines are producei a polyketidic biosynthetic pathway, in contrastatb
other known isoquinolines, which originate fromraaiic amino acids.

One goal of the work was the investigation of ti@spnthesis of the naphthylisoquinoline
alkaloids based on plant cell culturesToiphyophyllum peltatumin parallel, the secondary
metabolites produced by these cell cultures wesdyaed. Furthermore, contributions for a
better understanding of the biology ©f peltatumwere adduced and basic work done to
investigate population genetics of the geAasistrocladus

Finally, the groundwork for the investigation orethiosynthetic origin of anthraquinones
was made by establishing cell culture®\tde saponaria

In detail, the following results were obtained:

* The rooting of aseptic growing sprouts Tfpeltatumis a difficult process. However, a
new procedure to regeneral@iphyophyllumplants from sterile shoot cultures was
developed. First, roots were generated on depldtimgerson medium followed by a short
period of cultivation in solid substrate under dgegonditions to stimulated further
growth. Vigorously growing young plants were traarséd to the greenhouses of the
botanical garden of the University of Wirzburg, whesome of the raised plants

developed — otherwise rarely observed — carnivooogans.

sterile sterile, rooted young insterile carnivory
sprout cultures sprouts plants
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The analysis of the secondary metabolites of adtures ofT. peltatum in cooperation
with S. Rudenauer, led to the discovery of the tamiuinone glycoside dioncoquinone A
(34) and its aglycon dioncoquinone BY). Both exhibited promising pharmacological
potential. The two naphthoquinones were selectiaetive againsteishmania donovani
the pathogen of visceral leishmaniasis, and showsmarkable anti-carcinogenic
properties, especially against the aggressive Bygapbhoma and the multiple myeloma,

without showing cytotoxic effects on normal bloaslls.

RO HO5 i OH on @) B i OH
3 \

] sy Q0

HO ¥ Ho 1
7 "Me R=H H Me

35 O o}
multiple myeloma: INA-6 ECy): 11 pM
aggressive B-cell lymphoma: SU-DHL-4 ECs,: 7.6 uM
cytotoxicity ICyy: not reached

Beside the dioncoquinones A and®l@nd35) and the long-known 8-hydroxy-droserone
(36), three more highly oxygenated naphthoquinones wsslated from cell cultures of
T. peltatum.The dioncoquinones @G9), D (40), and E 41) are also new natural products

with promising bioactivities.

HO (e HO (e} HO (e}
HO i la OMe MeO i ls OH HO i Is OH
MeO 1 Me HO 1 Me MeO 1 Me
39 9] 40 O 41 O

After the structure of dioncophylline D was revisaad identified as dioncophylline B
(24), the now discovered ®-methyldioncophylline D 42) was the first genuine 7,8'-
coupled naphthylisoquinoline alkaloid isolated framDioncophyllaceae plant (or cell
cultures thereof). The new compound occurred inwWtediastereomeric forngl-42 and
P-42, coeluting with dioncophylline A8). Resolution of these alkaloids, which were not
separable chromatographically, succeeded by cligstidn. The biaryl axis o#i2 was
found to be configurationally unstable, compardbleompounds with a similar structure,

e.g., dioncophylleine D.
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M-42

* New natural compounds of a different class of stma&s were discovered in root cultures
of T. peltatum (established by K. Fester). Beside known naphtimmopes and
naphthylisoquinoline alkaloids, the root culturesoquced a variety of naphthalene
glycosides €.g., 59) and axially chiral binaphthaline§Z - 55). It had been assumed that
naphthalene dimers are rarely produced in Dioncligtgae and Ancistrocladaceae. Now,
at least forT. peltatum it has been shown that the binaphthalines weteed produced in

lower quantities than the naphthylisoquinolined,ibwa huge structural variety.

R'O  OR? R R R R X MeO OH
OO 52 H Me Me H H
Me 93 H Me H Me H Mo
" Me 55 H H H H OH P Mo
OO 59 OH S-D-glucose-O-4- H H H ‘O
X D-glucose o
R3O OR* O OH

The origin of the indanoned0 und 61 also isolated from root cultures of peltatum
was discussed. They could be derived from a palyikebiosynthesis following the F-
mode. Chemically this would be difficult to explaiput the route would have parallels
with the biosynthetic pathway of other polyketidieetabolites ofT. peltatum On the
other hand, a chemically more convincing biosynthesuld include a rarely seen ring
cleavage, requiring an S-mode folded polyketideirghahich is highly unexpected in

plants.
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S- vs. F- folding mode

« Feeding experiments with tHéC,-labelled isoquinoline precursé®, performed on callus
cultures of T. peltatum exhibited a significant incorporation of 4% intoetlalkaloids
dioncophylline A 8) and habropetaline A2{). Transtetrahydroisoquinoline*{C;]-70,
which had also been isolated showed a labelingegegi 94%. The results indicated that
transselective acting reductive enzymes of the plantllsceaccepted the
dihydroisoquinoline69 as a substrate. Since much m&® was reduced t@0 than
necessary for the biosynthesis of the naphthylismdjmes, the reduction probably ran
without major regulation. The labeling degree beld@0% demonstrated th&0 is a
natural metabolite of the plant cells but also edighe question of its role in the
biosynthesis of the naphthylisoquinoline alkaloid$is was investigated by feeding
experiments with'fC,]-70 (again in cooperation with S. Riidenauer). The lagelegree
of the now isolated alkaloids, among them the newdlyscovered 50-
methyldioncophylline D42), was 8 %, and thus, twofold higher compared &fédeding
of [**C,]-69. Certainly, 70 is the direct substrate for the coupling enzyme. A
dihydroisoquinoline, labeled or unlabeled, was faind. Consequently, thé&ans

selective reduction had to be irreversible.

polyketide
chain irreversible
l l //// ’
Me
e T —> @(j’ _—
OH r trans-  OH 5Me reductlon OH Me blaryl
63 amination  [H] gg coupling e.g.8:R, R’ =Me

The two experiments gave a detailed insight inte thiosynthesis of the
naphthylisoquinoline alkaloids, especially regagdithe isoquinoline moiety: A slow

transamination of a hypothetical diketo precurselivéred the dihydroisoquinoling9,
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which was immediately reduced to tetrahydroisogluneo/0. The formation proceeded in
a transselective, irreversible and nearly unregulated .wélge direct enzyme-guided
coupling with a naphthalene followed by further nfiedtions resulted in the huge variety

of naphthylisoquinoline alkaloids.

* For genetic investigations of populations of thecistrocladaceae, samples of more than
50 individuals of the genu&ncistrocladuswere collected in a small area in the Congo
basin. F. Turini (AK Heubl, LMU Munich) analyzedetmicro satellite DNA sequences of
the plant material. Preliminary results showed thegarly all Central African
Ancistrocladusspecies were represented in the few square kiemnetf the collecting
site. Additionally, someé\ncistrocladusndividuals did not fit into the established syste

of known micro satellite sequences, perhaps hirdingew, as yet unidentified species.

20 samples were similar to
A. congolensis | A. ealaensis

5 samples resembled 6 samples fell in a
A. letestui | A. korupensis Ancistrocladus- similar group to A4.-,,ikela
6 samples were conform species from an area 5 samples alike
with 4. letestui around Mbandaka A. likoko
sample C040 | (DRCongo) [ g51es'C049, CO50
sample C046

* Cell cultures ofAloe saponaria(from insterile material) and.omatophyllum citreum
(from sterile cultivated plants) were establishedthe investigation of more convergent
biosynthetic pathways towards anthraquinones. Téerent culture media, based on MS
medium, were tested. It was found that cA¢€IV) was efficient for the propagation of
the cell cultures and another oddell.4) supported the production of aloesaponarin-type
anthraquinones (Me at C-1). Thus, a two-step pobte proposed: first cultivation on
AloelV medium and then production of anthraquinones aetihg experiments on
Aloell.4medium. The production of aloesaponol 7Y in the cell cultures promises
interesting biosynthetic results, although the mesaloesaponarin 1L4) was not found.

In parallel, the secondary metabolites of the mofiant of theAloe saponariacultures
were analyzed. Only known compounds were indentifiemong them 10,7-
bischrysophanol83). The constitution 083 was already well known. CD spectroscopic
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investigations in combination with quantum chemualtulations (by Y. Hemberger) now
identified the stereocenter at C-1088fto beR-configured.

_ — exp.
T 41 — calc. for R
S .
AV =

200 300 400

wave length A [nm]

In the course of this thesis, important insighbitite biosynthesis the naphthylisoquinoline
alkaloids was gained and contributions for the wstd@ding of ecology and population
genetics regarding the producing plants were mAdéditionaly, basic work was done for
biosynthetic investigation on anthraquinones ofngda Based on the results further
experiments can be performed in order to identihe tbiosynthetic pahthway of
naphthylisoquinolines as well as the anthraquinaaes Finally, new, pharmacological active

natural products were isolated giving reasonsddhger scientific investigations.
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EXPERIMENTELLER TEIL

11 Allgemeine Methoden

11.1 Verwendete Messgerate und Apparaturen

Gefriertrocknung Zur Trocknung wasserhaltiger Proben wurde dasiG&ipha 1-4 der Fa.

Christ mit einer Vacuubrand-RD-8-Pumpe der FirBrand verwendet.

Zentrifugation Es wurden die DUPont-Gerate Microspin 12S undv&lft RC-5B (Kendro
Laboratory Products GmbH, Hanau) eingesetzt.

HomogenisatarDie Zerkleinerung von pflanzlichem Material (z/&Boe-Wurzeln) wurde mit
einem Ultra-TURRAX T25 (Janke & Kunkel GmbH & Co.& IKA-Labortechnik,
Deutschland) durchgefuhrt.

Autoklav Kulturmedien und Gerate fur sterile Arbeiten wemdnit einem Variklav 500 E (Fa.
H+P LabortechnikGmbH OberschleiRheim) bei 121°C, 20 min sterilisiert.

Schmelzpunkte (Schmp$amtliche Schmelzpunkte wurden an einem Thermkoder-
Heiztisch-Mikroskop der Fa.Reichert-Jung/Leica Microsystems A®Gestimmt. Die
angegebenen Werte sind nicht korrigiert.

Infrarotspektren (IR) Die Aufnahme der Infrarotspektren erfolgte miexn JasceFT-410-
Spektrometer. Die Wellenzahl ist mitbezeichnet. Die Intensitaten der Absorptionsbanden

sind gekennzeichnet durch: s = stark, m = mittef, schwach und br = breit.

Ultraviolettspektren (UV)Die Messung der UV-Spektren wurde an einem CARYCE®NC-
UV-Vis-Spektrophotometer der Fa/arian in dem jeweils angegebenen Ldsungsmittel
durchgefuhrt. Die Wellenlangen\)(und Intensitaten (log) der Absorptionsmaxima sind

angegeben.

KernresonanzspektretH-NMR, **C-NMR) *H-NMR- und **C-NMR-Spektren wurden bei
Raumtemperatur an den Spektrometern AMX 400 und D&@X (400/100 und 600/150
MHz) der Fa.Bruker aufgenommen. Die chemische Verschiebung der Sgisalin ppm
angegeben. Als interner Standard dienten die Regseigmale der Restprotonen der
verwendeten deuterierten Losungsmittel HéiNMR-Spektren § (CDCL) = 7.26 ppm,s
(Methanol-d) = 3.31 ppmg (DMSO-d;) = 2.50 ppmgp (Aceton-@) = 2.05 ppm], oder ihre
13C-Resonanzsignale béfC-NMR-Spektren § (CDCk) = 77.01 ppm,3 (Methanol-d) =
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49.15 ppm,6 (DMSO-t) = 39.43 ppmg (Aceton-d) = 29.84 ppm]. Die Auswertung der
Spektren erfolgte entweder mit XWIN-NMR- oder depbpin-Software (beide FBruker).
Die Multiplizitat der Signale wird durch folgendeébRirzungen wiedergegeben: s = Singulett,
d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, quint = Qtett, sext = Sextett, m = Multiplett. Die
Angabe der Kopplungskonstantérerfolgte in Hertz (Hz). In der Schreibwei&kgibt n die
Anzahl der dazwischen liegenden Bindungen wiedeeimB Vorliegen **C-markierter
Verbindungen wurden die Kopplungen durch Angabe Jam und Jyc entsprechend

zugeordnet.

Massenspektren  (MS) Elektronenstol3-Massenspektren (El) und  hochaerfids
ElektronenstoR3-Massenspektren (HREIMS) wurden rait &pektrometeririnnigan MAT
8200 undFinnigan MAT 90 bei einem lonisationspotenzial von 70 e\fggmommen. Die in
Klammern gesetzten Zahlen geben die Intensitatdemrauf den Basispeak (I = 100%) an.
Hochauflésende Elektrospray-Massenspektren (HREJPIBtSielt man durch Messung an

einemBrukermicroTOF-Spektrometer.

Drehwerte Zur Ermittlung der optischen Aktivitaten dienta €>-1020-Polarimeter der Fa.
Jasco Bei einer Spaltbreite von 1 mm wurden die spsdifen Drehwerteo] 2’ bei der

Natrium-D-Linie 0 = 589 nm) gemessen. Die Angabe der ermitteltedin\eete erfolgt in °
und die gemessenen Konzentrationen sind in mg arigegeben.

Circulardichroismus (CD) CD-Spektren wurden an einem J-715-Spectropolaemé-a.
Jascq aufgenommen und mit der zugehdrigen Softwarergertet. Die Scangeschwindigkeit
betrug 200 nm min bei einer Bandbreite von 1 nm. Die differentiell&dsorptions-
Koeffizienten Ae [cm®* molY] bei einer bestimmten Wellenlange [nm] wurden im
angegebenen Losungsmittel bestimmt. Das Losungdspéktrum wurde jeweils von den

gemessenen Spektren subtrahiert.

11.2 Chromatographische Methoden

Dunnschichtchromatographie (DCEs wurden Kieselgel-DC-Aluminiumfolien 60,47 der
Fa. Merck verwendet. Zur Detektion der Substanzen wurden Aieregung der
Eigenfluoreszenz bei 366 nm, die Fluoreszenzlosghuen 254 nm sowie das Féarbeverhalten
gegeniber verschiedenen Spruhreagenzien [,Metlsmheli Kaliumhydroxid-Losung®:
Kaliumhydroxid (6 g) in Methanol (94 mL) geldst; iphydrin-Loésung“: 0.3 g Ninhydrin in
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100 mL Butanol und 3 mL Eisessig gel6st; ,Dragefi@®prihreagenz®: 1 mL Losung A
(0,85 g Bismutoxidnitrat geldst in 10 mL konz. Essiure und 40 mL Wasser), 1 mL Lésung
B (8 g Kaliumiodid gel6st in 20 mL Wasser) gemisehimL konz. Essigséure zugefiigt und

mit Wasser auf 20 mL aufgeflllt] oder Ammoniak-Ddnprwendet.

Préaparative Dunnschichtchromatographie (PSEp wurden 20 x 20 cm PSC-Fertigplatten
beschichtet mit Kieselgel 60 ,&z (Fa. Merck mit Konzentrierungszone und den

Anforderungen entsprechend mit einer Schichtdiake Iy oder 2 mm eingesetzt.

Saulenchromatographie (SC) und Saulenfiltration )(SRIs Saulenfullmaterial wurde
Kieselgel der Korngrof3e 0.063 — 0.2 mm oder 0.032064 mm der Favlerck verwendet.
Die Saulen wurden nass beflllt und die Angabe dief3fittelzusammensetzung erfolgt in
Volumenprozent. Weiterhin wurde Sephafex.H-20 (Fa.GE Healthcare Bio-Science AB
Uppsala) eingesetzt, das man in den jeweiligen radtdlzusammensetzungen 24 Stunden
guellen lieB. Ein weiteres verwendetes Saulennztefir die Kationentauscher-
Chromatographie war Ambeflit5 der Fa.Aldirch. Das Material wurde vor dem ersten
Einsatz 24 Stunden zum Quellen und Spilen in Methgegeben. Mit dem so vorbereiteten
Saulenmaterial wurde die Saule beflllt. Wenn nicltsleres angegeben wurde, fanden
Glasséaulen (Fullhéhe 35 cmpx4.5 cm) Verwendung.

Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLOjgs analytisch genutzte HPLC-System
bestand aus einer computergesteuerten Anlage delabeo (Entgasungseinheit DG-1580,
Mischer LG-1580, Pumpe PU-1580, Saulenofen CO-15Bfpbenwechsler AS-1555,
Diodenarraydetektor MD-1510). Zur Auswertung wurdie JasceBorwin- oder Jasco
Chrompass-Software verwendet.

StandardmaRig wurde fiir die analytische HPLC eiheo@olith®-Performance-RP-18-Saule
(100 x 4.6 mm) der FaMerck eingesetzt. Allgemein wurde der folgende LOsungsini
Gradient verwendet: Wasser + 0.05 % TFA (A) und Me€0.05 % TFA (B); Fluss 3 mL
min™; 0 min 10 % B, 5 min 50 % B, 7 min 97 % B, 8 mih® B Fluss 5 mL min, 8.5 min
10 % B Fluss 5 mL mih, 9.5 min 10 % B Fluss 5 ml nifn10 min 10 % B Fluss 3 mL nifn
Fur die praparative Trennung wurde ebenfalls eih GHBystem der Firmdascq bestehend
aus zweiWaters600E-Pumpen PU-2087plus, Mischer, einBmeodyner725i-Injektor und
einem Waters996-Diodenarraydetektor MD-2010plus eingesetzte Siteuerung und die
Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit dasceBorwin-Software. Die benutzten
Losungsmittelsysteme, Gradienten und S&ulen sinddem entsprechenden Kapiteln
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angegeben. Andernfalls wurde eine Chromolith Seepf3aule RP-18 (100 x 10 mm, Fa.
Merck) mit dem folgende Standard-Gradient eingesetztsdaia+ 0.05% TFA (A) und MeCN
+ 0.05% TFA (B); Fluss 10 mL mih 0 min 10% B, 10 min 50% B, 12 min 97% B, 14 min
97% B Fluss 12 mL mify 15 min 10% B Fluss 12 mL nmifn17 min 10% B Fluss 12 mL miin
', 10 min 10% B Fluss 10 mL niln

HPLC-CD-Kopplung Das HPLC-System der Fdascobestand aus einer PU-1580-Pumpe,
einem DG-2080-53-Degaser und einem LG-980-02S @mndelnmischer und war weiterhin
ausgestattet mit einem Autosampler (AS-2055) sosiieem Diodenarraydetektor (MD-
2010plus). Als CD-Detektor wurde ein J-715-Spekiirimeter Jascq verwendet, das mit
einem Uber ein Motorventil 7010 (FBestg geschalteten 5-mm-Standard-Flusszelle der Fa.
Jasco betrieben wurde. Die Steuerung der gesamtdagé@ erfolgte mit derJasco
Chrompass-Software. Saulen, Lésungsmittel und @naein wurden bedarfsgerecht angepasst
und sind in den entsprechenden Kapiteln aufgefilbi. Messung der Online-Spektren
erfolgte im Stopp-Flow-Modus mit drei Wiederholungem angegebenen Wellenlangen-
Bereich, bei einer Scan-Geschwindigkeit von 200mim*, einer Antwortzeit von 0.5 s und
einer Bandbreite von 0.5 nm. Das aus diesen Messuggmittelte Spektrum wurde durch
Subtraktion des CD-Spektrums des jeweiligen Losomiisls basislinienkorrigiert und

geglattet (mit einem Smoothing-Faktor von 5 — 9).

11.3 Chemikalien

Losungsmittel Alle verwendeten Losungsmittel (Methanol, AcetoDichlormethan,
Trichlormethan, Ethylacetath-Hexan und Petrolether 40-60°C) wurden nach Stahkdar
Methodef’? destilliert. Wasser fir die HPLC wurde (iber eindliND-Anlage der Fa.
Millipore gereinigt und entionisiert. Acetonitril und Metlwhrftir die HPLC, UV, CD und
Drehwertbestimmung sowie Trifluoressigsdure wurdei entsprechenden Reinheitsgrad
gekauft (FaSigma-Aldrich und ohne weitere Reinigung verwendet. Fiur dieeZeibung von

Kulturmedien wurde deionisiertes Wasser genutzt.

Sonstige ChemikalieDie fur die Zubereitung der Kulturmedien verwetaheanorganischen
Salze wurden (wenn nichts anderes angegeben) bdridea Sigma-Aldrichgekauft, die
organischen Zusatze (Phytohormone, Vitamine, @eéit.) bezog man von der FirrGarl
Roth(Karlsruhe).
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11.4 Kulturtechniken

Allgemeine Geréate und Prozes$aie Arbeiten unter sterilen Bedingungen wurdenearer
Laminar-Flow-Bench (Biohazard Laminar Flow Class Ha. UniEquip Laborgeratebal
durchgefuhrt. Alle mehrfach verwendeten Gerate Zgtien, Skalpell, Schere, Pipetten)
wurden wahrend jeder Anwendung mehrfach abgeflanmmet in regelmaflligen Abstanden
autoklaviert. Als Kulturgefal3e fanden 100-mL- 0880-mL-Erlenmeyerkolben Verwendung.
Der Verschluss der Kolben erfolgte mit Zellulosef8en (Neolab Migge Laborbedarf-
Vertriebs GmbH, Heidelberg), die zusatzlich mitegilluminium-Kappe abgedeckt waren.
Die Sterilitdét wurde wiederum durch Autoklaviererregcht. Fir Kulturen in Petrischalen
wurden sterile Einweg-Petrischalen (@ 9 cm, mit Moy der FaGreiner-bio-oneverwendet.

In diesem Falle wurden die Medien vor dem Einflilenlie Petrischalen autoklaviert und die
Kulturplatten unter sterilen Bedingungen gegossé&rschlossen wurden diese Platten mit

Parafilm-Streifen.

Temperatur und LichDer Kulturraum wurde permanent auf 24 + 2 °C tengst. Im Winter
wurde dies durch eine Thermostat-geregelte Zusainhg gewahrleistet. Soweit nicht anders
angegeben, erfolgte die Beleuchtung der Kulturet phbtosynthetisch aktiver Strahlung
(Leuchtstoffrdhren) von 51 pmolfrs* und einem Tag-Nacht-Rhythmus von 14:10 Stunden.

Medien Alle Medien wurden unter normalen Laborbedingungabereitet und anschlieRend
bei 120 °C und 1.5 bar autoklaviert. Die verwende@&demikalien waren von analysenreiner
Qualitat pa). Das demineralisierte Wasser stammte aus derelggueen Anlage. Fir die
in-vitro-Kultur kamen veranderte Rezepturen des Murashi@k8og-Medium&® aber auch
Rhododendron-Medium nach AnderS6h sowie eine Abwandlung von Gamborgs B5-
Medium*®® zum Einsatz, jeweils mit 30g”™LSaccharose versetzt. Als Geliermittel diente,
wenn nichts anderes angegeben, Gelrite. Der pH-Wartle je nach Notwendigkeit mit
NaOH oder HCI auf 5.8 eingestellt. Die genaue Zusansetzung der Kulturmedien ist in
den entsprechenden Kapiteln angegeben.

Wurden den Medien thermolabile Zusatze zugefudtlgie dies durch Sterilfiltration der
Lésungen durch aseptische Spritzenaufsatz-Einviegf{i0.22 um Porengréf3e, R&hatman
GmbH Dassel).

Sterilisation von Pflanzenmaterialur Oberflachensterilisation von pflanzlichen @mgn
(Blatter und Stangel), wurde 5-proz. NaOCI-Losurgywendet. Die Losung wurde aus

12-proz. kauflicher NaOCI-Lésung (Fd&oth Karlsruhe) jeweils frisch hergestellt. Die
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Pflanzenteile wurden zun&chst fur wenige Sekunden70-proz. EtOH getaucht und
anschlie3end sofort in die NaOCI-L6sung uberfilbré Dauer der Behandlung war abhéngig
von der Robustheit des Pflanzenmaterials, lag mbekllgemeinen zwischen 5 und 10 min.
Die Sterilisations-Lésung entfernte man daraufhimrcd mehrmaliges Spilen der
Pflanzenteile mit deionisiertem autoklaviertem Was®ie ausgeblichenen Schnittstellen der
Explantate wurden mit dem Skalpell entfernt. Fihrdeine oder weiche Pflanzenteile wurde
auf 1-proz. Benzalkoniumchlorid-Losung zurtickgdgnf Der Ablauf der Prozedur anderte

sich dabei nicht.

12 Kultur und Vermehrung von T. peltatum

12.1 Medien

Fur die sterile Kultur defl.-peltatumSprosse kam modifiziertes Anderson-Rhododendron-
Medium zum Einsatz (Tabelle #§°7 Der pH-Wert wurde auf 5.8 eingestellt. Als

Geliermittel wurden 2 gt Gelrite® zugesetzt.

12.2 Bedingungen der Gewachshauskultur

Die Akklimatisierung und Kultur der Pflanzen erftdgin einem Vermehrungsbeet. Zu
akklimatisierende Pflanzen wurden in Seramis (MamsbH, Verden) getopft. Die Topfgrofe
betrug 9 cm. Nach dreimonatiger Kultur wurde derbsdat 0.5 g pro Topf Langzeitdiinger
MannaCote M6 \(Vilhelm Haug GmbH & Co KGAmmerbach) zugesetzt. Das tagliche
Giel3en erfolgte stets mit Regenwasser von oben.

Bei entsprechender Grol3e der Pflanzen wurde inni-I-@pfe umgetopft. Dabei kam
Vulkamineral 0/19 (FaVulcateg, ein anorganisches Pflanzsubstrat, zum EinsaizhAier
wurde der Langzeitdlinger zugegeben.

Die Temperatur im Vermehrungsbeet wurde mittels édeizung konstant bei 25 °C
gehalten, die Luftfeuchte betrug zwischen 80 und%®0In den Sommermonaten erfolgte
keine Zusatzbelichtung, im Winter wurde die Lichtrge mittels Natriumdampflampen fir 12
h konstant bei ca. 340 kix'tgehalten.
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Tabelle 7. Zusammensetzung des Anderson-Rhododeiiediums, wie es fur die sterile
Kultur von T.-peltatumSprossen verwendet wurde.

Anderson-Medium [mg ]

Anorganische Makronahrstoffe KNO; 480
NH;NO; 399
KH,PO, 330
CaChx 2 HO 332
MgSQ, x 7 H,O 180
Eisenquelle FesQ 7 H,O 55.7
NaEDTA 74.6
Anorganische Mikronahrstoffe KJ 0.83
MnSQ, x H,O 16.9
H3:BO; 6.2
ZnSQ, x 7 H,O 10.59
Na,MoO, x 2 H,0O 0.25
CuSQ x5 HO 0.025
CoChL x 6 H,O 0.025
Organische Bestandteile Nikotinsaure 0.5
ThiaminHCI 250
PyridoxolHCI 0.5
myo-Inositol 100
Glycin 2
Saccharose 30000

12.2.1 Pflanzenschutz

Pflanzenschutz mit chemischen Mitteln war nichtigyéfllgemein wurde der Befall mit
Wolllausen durch eine im Gewachshaus etablierteiRtipn von australischen Marienkéafern
(Cryptolaemus montrouzieriFa. Katz) in Grenzen gehalten. Die Jungpflanzen vbn

peltatumzeigten keinen Befall.
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13 Isolierung von Sekundarmetaboliten aus Kalluskultuen vonT. peltatum

13.1 Kalluskultur

Fur die sterile Kultur defT.-peltatumKalli kam modifiziertes MS-Medium zum Einsatz,
dessen Makronahrstoffe auf 1/5 der Originalforntuligy reduziert wurden (Tabelle #§:°¢!
Der pH-Wert wurde mit NaOH oder HCI auf 5.8 eingéistAls Geliermittel wurden 3 gt
Gelrite® zugesetzt. Die Kultivierung erfolgte in 100-mL-&wmeyer-Kolben, das Uberfithren

der Kalli auf frisches Medium geschah alle 4 bl&/6chen.

Tabelle 8. Zusammensetzung des abgewandelten Mgea&hSkoog-Mediums (MS-Medium),
wie es fur die sterile Kultur voi.-peltatumKalli zum Einsatz kam.

Abgewandeltes
MS-Medium [mg L]

Anorganische Makronahrstoffe KNO; 380
NH,NO; 330
KH,PO, 34
CaChx 2 HO 101
MgSQ, x 7 H,O 85
Eisenquelle FesQ 7 HO 27.8
NaEDTA 37.3
Anorganische Mikronahrstoffe Kl 0.83
MnSQO, X H,O 16.9
H3:BO; 6.2
ZnSQ, x 7 HO 10.59
NaMoO, x 2 H,O 0.25
CuSQ x5 HO 0.025
CoChL x 6 H,O 0.025
Organische Bestandteile Nicotinsaure 0.5
Thiamin HCI 250
Pyridoxol HCI 0.5
myo-Inositol 100
Glycin 2
Saccharose 30000
Phytohormone BAP 2

NAA 0.5
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13.2 Extraktion und Isolierung

Die Kalluskulturen wurden vom Kulturmedium abgesasttmund lyophilisiert.
AnschlieRend wurde das Trockengewicht bestimmt7(68 Das mit Mdrser und Pistill
gemahlene Kallusmaterial wurde dreimal 24 h langcldRuhren in ChCl,/MeOH (1:1)
extrahiert. Nach dem Abfiltrieren wurde entferntearm das LoOsungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Es verblieb ein Rtfadgxk von 1.49 g (nach Trocknen an der
Hochvakuum-Pumpe). Zur Auftrennung und Isolierumg Metabolite wurde der Extrakt in
MeOH aufgenommen und nach Filtration tGber einen BRSpritzenaufsatz-Filter (0.2 pum)
der praparativen HPLC zugefuhrt. Verwendet wurde esymmetryPrep-C18-Saule (7 um,
19 x 300 mm der Fawaterg mit dem folgenden Gradienten: Wasser + 0.05% TEA
MeCN + 0.05% TFA (B); Fluss 10 mL min0 min 5% B, 30 min 70% B, 35 min 100% B,
40 min 100% B, 41 min 5% B, 46 min 5% B. Im Falenv. peltatumwurden Dioncochinon
A (34, 18.5 mg) und Dioncochinon B%, 9.6 mg), 8-Hydroxydroseror84, 2.6 mg) und
Habropetalin A 27, 4.1 mg) als Reinstoffe erhalten.

In einem weiteren Versuchsansatz wurden 35.2 ¢ uBmadaterial (Trockenmasse)
verwendet, um genugend Pflanzenmaterial fiur didelsmg von Minderkomponenten zu
haben. Dazu wurde das Material der bereits zuvaschyeebenen Extraktionsmethode
unterzogen, die zu 6.6 g Rohextrakt fuhrte. Den dXthkt unterzog man der
Kationentauscher-Chromatographie an Ambétist*®”! Nach Auftragen des Extraktes und
kurzer Inkubationszeit (10 min) wurden alle ungelaeh Verbindungen mit Methanol vom
Saulenmaterial herunter gewaschen. Die Naphthylisotin-haltige Fraktion eluierte man
mit einem Saulenvolumen gesattigter NaCl-Losung 0(3% TFA) und anschliel3ender
Methanol-Spulung. Die  Fraktion der ungeladenen fulzen wurde der
Saulenchromatographie an Kieselgel unterzogen ungrchd Anwendung eines
Lésungsmittelgradienten (Chloroform, Methanol undnéisensaure, 1:0:0, 1:0:0.005,
1:0:0.008, 1:0.05:0.008, 1:0.1:0.01, 1:0.15:0.0m) fiinf Fraktionen geteilt. Die erste
(Plumbagin) und zweite (Droseron) sowie die vief@ioncochinon B) und flunfte
(Dioncochinon A) enthielten bekannte Naphthochinddie dritte Fraktion war angereichert
mit Substanzen, die dem UV-Profil entsprechend Qubstanzklasse der Naphthochinone
gehdren mussten, aber keiner der bekannten Venmhgesu zugeordnet werden konnten.
Praparative HPLJSymmetry RP-18 (1% 300 mm, 7um); Wasser (A) / Methanol (B)
(jeweils mit 0.05% TFA), 0 min 47% B, 35 min 80% B/ min 95% B, 42 min 95% B, 43
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min 47% B, 48 min 47% B;fUhrte zur Isolierung von 1.6 mg Dioncochinon 39)( 1.0 mg
Dioncochinon D 40) und 0.8 mg Dioncochinon BY).

13.3 Dioncochinon A (34)

o HO O
.
Gelbe Kristalle (MeOH, 18.5 mg). Ha%o 6 22 3 OH
> O‘l
H
Schmp.: 189 °C (MeOH). y 01 Me

[a] 2 =+ 67.2 ¢ = 0.05, DMSO/MeOH 1:1).
UV (MeOH): Amax = 206 (1.72), 255 (1.37), 295 (0.75), 413 (0.34#) n

IR (KBr): v = 3405 (br, m), 2923 (m), 2853 (w), 1638 (s), 1458, 1365 (w), 1262 (m), 1074
(s), 842 (w), 641 (w) cih

'H-NMR (600 MHz, DMSO-@): § = 1.91 (s, 3H, 2-C}J, 3.18 (d,%J = 8.5 Hz, 1 H, 4"-H),
3.29-3.31 (m, 1 H, 5-H), 3.30-3.32 (m, 1 H, 2"-B)38 (dd*J = 7.6 Hz,"J= 1.9 Hz, 1 H, 3"
H), 3.47 (dd2J = 11.9 Hz3J = 5.8 Hz, 1 H, 6'-H), 3.68 (dd) — 11.9 Hz2J=1.9 Hz, 1 H, 6"
H), 5.07 (d3J = 7.4 Hz, 1 H, 1-H), 7.43 (d) = 8.6 Hz, 1 H, 7-H), 7.45 (d) = 8.6 Hz, 1 H,
8-H), 10.89 (s, 1 H, 3-OH), 11.42 (s, 1 H, 5-OHpp

13C-NMR (150 MHz, DMSO-g): § = 8.7 (2-Me), 60.4 (C-6'), 69,4 (C-4), 73.0 (§-56.5
(C-2), 77.2 (C-3'), 99.8 (C-1), 114.0 (C-10), 18.8C-7), 119.7 (C-8), 120.7 (C-2), 125.0 (C-
9), 150.0 (C-6), 150.3 (C-5), 155.1 (C-3), 183.44)C184.4 (C-1) ppm.

MS (EI, 70 eV):miz (%) = 220.1 [M-GIc] (100), 192.1 [M-Glc-HOJ* (24), 163.1 (19), 146.1
(25).

HRMS (ESI) berechnet firgH;70,0: 381.0827 [M-H];
gemessen: 381.0827 [M-H]
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Tabelle 9: NMR-Daten von Dioncochinon 84) in DMSO-a.

Position 13C [ppm] H [ppm] HMBC COSY (dn[Hz])
1 184.4
2 120.7
3 155.1
4 183.4
5 150.3
6 150.0
7 118.8 7.43,d 56,9 8 (8.6)
8 119.7 7.45,d 1,6,10 7 (8.6)
9 125.0
10 114.0
1 99.8 5.07,d 6,2, 3 2'(7.4)
2' 76.5 3.30-3.32m 1,2
3 77.2 3.38,dd 1,5 2'(7.6), 5' (1.9)
4 69.4 3.18,d 2', 3,6 5'(8.5)
5 73.0 3.29-3.31m 1, 3,6
6 60.4 « 3.47,dd 3, 4 5' (5.8), 63 (11.9)
£ 3.68,dd 3, 4 5'(1.9), 64 (11.9)
2-Me 8.7 1.91s 1,2,3
3-OH 10.89,s 2,3,4
5-OH 11.42,s 4,5,6,10
13.4 Dioncochinon B (35) HO O
HO_ _Js ,_OH
Rote Nadeln (CDG] 9.6 mg). O‘|
1 Me
Schmp.: 218 °C (CDG). 35 O

UV (MeOH): /max = 215 (1.57), 269 (1.12), 317 (0.67), 416 (0.38) n

IR (KBr): v = 3408 (br, m), 2922 (m), 2853 (w), 1618 (s), 1489, 1297 (s), 1209 (w), 1105
(m), 430 (w) cnt.
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'H-NMR (400 MHz, CDCJ): § = 2.09 (s, 3 H, 2-C}}, 6.03 (s, 1 H, 6-OH), 7.02 (s, 1 H, 3-
OH), 7.18 (d*J = 8.3 Hz, 1 H, 7-H), 7.64 (d) = 8.3 Hz, 1 H, 8-H), 11.20 (s, 1 H, 5-OH)
ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCJ): J = 8.9 (2-Me), 113.4 (C-10), 120.4 (C-7), 121.3§5-124.3
(C-9), 126.5 (C-2), 142.8 (C-5), 148.0 (C-6), 14@33), 184.7 (C-4), 185.0 (C-1) ppm.

MS (EI, 70 eV):m/z (%) = 220.1 [M] (46), 192.1 [M-HOJ" (15), 163.1 (13), 146.1 (12).

HRMS (ESI) berechnet fiirgH7Os: 219.0299 [M-H];
gemessen: 219.0203 [M-H]

Tabelle 10. NMR-Daten von Dioncochinon 85( in CDCl.

Position *C [ppm] 'H [ppm] HMBC COSY (3u[Hz])

1 185.0
2 126.5
3 149.3
4 184.7
5 142.8
6 148.0
7 1204 7.18,d 56,9 8 (8.6)
8 121.3 7.64,d 1,6, 10 7 (8.6)
9 124.3
10 1134

2-Me 8.9 2.09s 1,2,3

3-OH 7.02 s 2,3,4

5-OH 11.20,s 4,5,6,10

6-OH 6.03, s
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13.5 Dioncochinon C (39)

HO O
HO g 5_OMe
Gelber kristalliner Feststoff (MeOH, 1.6 mg). O‘l
MeO” ’ T “Me
Schmp.: > 340C (MeOH). 39 O

UV (MeOH): Amax = 270 (1.96), 300 (1.52), 425 (0.76) nm.

'H NMR (600 MHz, CDCJ): 6= 2.05 (s, 3H, 2-Ch), 4.01 (s, 3H, 7-OCH), 4.05 (s, 3H, 3-
OCHs), 7.26 (s, 1H, 8-H), 11.82 (s, 1H, 5-OH) ppm.

13C NMR (150 MHz, CDGJ): J= 9.6 (2-CH), 58.0 (7-OCH), 61.3 (3-OCH), 103.6 (C-8),
110.1 (C-10), 124.4 (C-9), 133.3 (C-2), 138.2 (CH)9.2 (C-5), 151.3 (C-7), 157.1 (C-3),
184.4 (C-1), 185.6 (C-4) ppm.

MS (EI, 70 eV):miz (%) = 264 [M] (43), 247 ([M-BO]" (21), 233 [M-CHOH]" (11), 217
(6), 146.1 (10).

HRMS (ESI) berechnet flrigH;10: 263.0556 [M-H],
gemessen: 263.056W-H]".

Tabelle 11. NMR-Daten von Dioncochinon 89 in CDCl.

Position *C [ppm] 'H [ppm] HMBC NOESY

1 184.4

2 133.3

3 157.1

4 185.6

5 149.2

6 138.2

7 151.3

8 103.6 7.26,s 1,6 7-OMe

9 124.4

10 110.1
2-Me 9.6 2.05,s 1,3
3-OMe 61.3 4.05,s 3
5-OH 11.82,s

7-OMe 58.0 4.01,s 7
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13.6 Dioncochinon D (40) HO O
MeO 8 5 OH
Gelber Feststoff (MeOH, 1.0 mg). O"
HO 1 Me
Schmp.: > 340C (MeOH). 40 O

UV (MeOH): Amax = 250 (2.26), 300 (1.89), 405 (1.48) nm.

'H NMR (600 MHz, MeOH-g): 5= 1.96 (s, 3H, 2-CH), 3.91 (s, 3H, 6-OCh), 7.09 (s, 1H,
8-H) ppm.

13C NMR (150 MHz, MeOH-g): = 8.5 (2-CH), 61.1 (6-OCHj), 109.1 (C-10), 110.2 (C-8),
121.2 (C-2), 130.2 (C-9), 139.7 (C-6), 157.0 (CB37.3 (C-5), 158.6 (C-7), 184.9 (C-4),
185.8 (C-1) ppm.

MS (EI, 70 eV):m/z (%) = 259 [M] (53), 233 [M-BO]" (27), 220 (5), 204 (9), 144 (6).

HRMS (ESI) berechnet flrgHoOs 249.0399M-H],
gemessen: 249.040M1-H] .

Tabelle 12. NMR-Daten von Dioncochinon 80f in MeOH-d,.

Position *C [ppm] H [ppm] HMBC
185.8
121.2
157.0
184.9
157.3
139.7
158.6
110.2 7.09,s 1,6,7
130.2
109.1

2-Me 8.5 1.96,s 1,3
6-OMe 61.1 3.91s 6

© 00 N O 0o~ WDN PP
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13.7 Dioncochinon E (41) HO O
HO g 5 OH
Gelber Feststoff (MeOH, 0.8 mg). O‘|
MeO™ ’ 1 Me
Schmp.: > 340C (MeOH). 41 ©

UV (MeOH): Amax = 255 (2.17), 305 (1.78), 425 (1.11) nm.

'H NMR (600 MHz, MeOH-g): J = 1.97 (s, 3H, 2- C), 3.99 (s, 1H, 7-OCH), 7.29 (s, 1H,
8-H) ppm.

13C NMR (150 MHz, MeOH-g): J = 8.6 (2-CH), 56.9 (7-OCH), 105.1 (C-8), 110.3 (C-10),
121.5 (C-2), 125.5 (C-9), 140.0 (C-6), 151.2 (C¥H4.0 (C-7), 156.4 (C-3), 185.7 (C-4 or C-
1), 185.8 (C-1 or C-4) ppm.

'H NMR (600 MHz, Aceton-g): 0 = 1.98 (s, 3H, 2- Ch), 4.01 (s, 1H, 7-OC¥}, 7.27 (s, 1H,
8-H) ppm.

13C NMR (150 MHz, Aceton-¢): J = 8.6 (2-CH), 56.8 (7-OCH), 104.8 (C-8), 109.8 (C-10),
121.0 (C-2), 125.3 (C-9), 139.4 (C-6), 150.5 (C-H3.6 (C-7), 154.8 (C-3), 184.2 (C-1),
185.1 (C-4) ppm.

Tabelle 13. NMR-Daten von Dioncochinon 81 in Aceton-d.

Position *C [ppm] 'H [ppm] HMBC NOESY
184.2

121.0

154.8

185.1

150.5

139.4

153.6

104.8 7.27,s 1,6 7-OMe
125.3

109.8

2-Me 8.6 1.98,s 1,3

7-OMe 56.8 4.01,s 7 8

© 00 N O o B~ WDN PP
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MS (EI, 70 eV):miz (%) = 250 [M] (47), 233 [M-HO]" (23), 220 (7), 204 (5), 144 (9).

HRMS (ESI) berechnet flir:gHyOs : 249.0399 [M-HT;

gemessen: 249.04081-H] .
13.8 8-Hydroxydroseron (36) HO O
3 3 _OH
Orangefarbene Kristalle (CD£12.8 mg). O‘
3 T Me
Schmp.: 195 °C (CDG); HO O 36

Lit.*”® 192-193 °C (Aceton).
UV (MeOH): Amax= 200 (1.51), 215 (0.81), 235 (1.21), 291 (0.8®) (0.42), 487 (0.41) nm.

'H-NMR (400 MHz, CDCY): 6 = 2.09 (s, 3 H, 2-C}), 7.27 (dd, 1 H, 7-H), 7.16 (dd, 1 H, 6-
H), 7.27 (br, s, 1 H, 3-OH), 11.47 (d, 1 H, 5-O#},81 (d, 1H, 8-OH) ppm.

3C-NMR (100 MHz, CDGCJ): 6 = 8.5 (2-Me), 110.4 (C-10), 111.0 (C-9), 121.735127.7
(C-6), 131.7 (C-7), 154.0 (C-3), 157.3 (C-8), 15(C85), 182.2 (C-4), 189.1 (C-1) ppm.

HRMS (ESI) berechnet firgH7Os: 219.0299 [M-HT;
gemessen: 219.0230 [M-H]

Alle physikalischen und spektroskopischen Datenewam Einklang mit den in der Literatur

angegebenen Werté&{?"!

13.9 Droseron (10) HO ©
5 5 _OH
Gelbe, transparente Prismen (MeOH, 11.0 mg). O‘|
,  Me
Schmp.: 178-180 °C (MeOH); 10 O

Lit.*t 179-181 °C (MeOH).

'H-NMR (400 MHz, CDCJ): d=2.10 (s, 3 H, 2-CH}, 7.19 (s, 1 H, 3-OH), 7.19 (dij] = 8.1
Hz,%J=1.5Hz, 1 H, H-8), 7.60-7.67 (m, 2 H, H-6 uner)4 11.09 (s, 1 H, 5-OH) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCJ): 5= 8.8 (2-CH), 117.0 (C-10), 119.7 (C-6), 121.8 (C-2), 123.2
(C-8), 132.7 (C-9), 137.5 (C-7), 152.8 (C-3), 16(C25), 184.5 (C-4), 190.0 (C-1) ppm.
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MS (EI, 70 eV):mz (%): 204.1 [M[ (100), 176.1 (24), 147.1 (36), 121.1 (29).

Alle Daten stimmten mit denen in der Literatur idief®>14%!

13.10Habropetalin A (27)
Brauner Feststoff (MeOH, 4.1 mg);

Schmp.: 224 °C (MeOH);
Lit.*14 225 °C (MeOH).

[¢] 2 =-15.5 (c = 0.1, MeOH).
Lit.*14-16.5 (c = 0.1, MeOH).

UV (MeOH): Amax = 233 (1.21), 304 (0.42) nm.

'H-NMR (400 MHz, CDC}): 0= 1.52 (d?J = 6.3 Hz, 3 H, 3-Ch), 1.69 (d,*J = 6.8 Hz, 3 H,
1-CHa), 2.93 (dd2) = 17.3 Hz*J = 11.8 Hz, 1 H, H-4), 3.22 (dd2J = 17.7 Hz2J = 4.8 Hz,
1 H, H-4,), 3.92 (s, 3 H, OCH), 3.93 (m, 1 H, H-3), 4.00 (s, 3 H, OQH4.40 (s, 2 H,
CH,OH), 4.90 (m, 1 H, H-1), 6.84 (d) = 7.7 Hz, 1 H, H-5), 6.86 (d) = 7.7 Hz, 1 H, H-6),
6.91 (d3)=7.9 Hz, 1 H, H-6"), 6.96 (d) = 7.9 Hz, 1 H, H-8"), 7.19 (dd) = 8.2 Hz,°J = 8.0
Hz, 1 H, H-7"), 7.24 (s, 1 H, H-3") ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDGJ): J= 18.1 (1-CH), 19.4 (3-CH), 34.6 (C-4), 45.3 (C-1), 50.0

(C-1), 56.9 (5'-OCh), 57.1 (4'-OCH), 63.2 (CHOH), 107.0 (C-3'), 107.9 (C-6"), 118.7 (C-
4'a), 119.8 (C-8), 121.5 (C-5), 124.8 (C-7), 12&21"), 127.8 (C-7"), 132.9 (C-8a), 133.0 (C-
6), 138.3 (C-4a), 140.4 (C-8'a), 148.9 (C-2'), B5Z-8), 159.0 (C-4"), 159.2 (C-5') ppm.

HRMS (ESI) berechnet flrgHgNO,: 394.2013 [M+H];
gemessen: 394.2013 [M+H]

Alle physikalischen und spektroskopischen Datemrstien mit den Angaben in der Literatur

ubereint4
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13.11Dioncophyllin A (8)
Weiler Feststoff (MeOH, 4.9 mq).

Schmp.: 212 °C (MeOH);
Lit.1*%31 214 °C (CHC)).

[a] 2= -12.6 €= 0.1, CHC});
Lit.*%¥1.14.9 £ = 1.0, CHCY).

UV (MeOH) Amax = 231 (1.05), 306 (0.31) nm.

IR (KBr): v =3415 (br. m), 2951 (m), 2921 (w), 1601 (s), 1452, 1355 (w), 1288 (m), 1261
(W), 1223 (m), 1204 (m), 1132 (m), 811 (w) ¢m

'H-NMR (400 MHz, MeOH-d): § = 1.26 (d*J = 6.3 Hz, 3 H, 3-Ch), 1.47 (d3) = 6.7 Hz, 3
H, 1-CH), 2.14 (s, 3 H, 2-ChJ, 2.57 (dd2J = 116.6 HzJ = 11.1 Hz, 1 H, 4-H), 2.83 (dd,
2)=16.6 Hz2) = 4.1 Hz, 1 H, 4-K), 3.33-3.42 (m, 1 H, 3-H), 3.89 (s, 3 H, Og}B.95 (s, 3
H, OCHs), 4.42 (9 = 6.7 Hz, 1 H, 1-H), 6.71-6.76 (m, 2 H, 5-H uneH§’ 6.82 (d,J = 6.9
Hz, 1 H, 6-H), 6.88 (s, 3 H, 3'-H), 6.89 (dd,= 8.3 Hz,*J= 0.9 Hz, 1 H, 8-H), 7.16 (dd,=

7.7Hz,21=7.7 Hz, 1 H, 7"-H) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOH-g): § = 20.5 (1- CH)), 20.8 (3-CH), 22.3 (2'- CH), 36.4 (C-4),
43.0 (C-1), 50.1 (C-1), 56.8 (5'- OGKI56.9 (4-OCH), 107.0 (C-7), 110.0 (C-1"), 110.4 (C-
6), 119.9 (C-8'), 121.4 (C-5), 124.8 (C-3"), 126297"), 127.3 (C-6'), 128.1 (C-10), 130.4 (C-
9), 135.7 (C-10'), 137.5 (C-9), 138.6 (C-2'), TE-8), 157.8 (C-5"), 158.4 (C-4) ppm.

HRMS (ESI) berechnet fiirgH,gNOs: 378.2069 [M+H];

gemessen: 378.2063 [M+H]
Alle physikalischen Werten standen im Einklang mén in der Literatur angegebenen
Daten!!®?!
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13.125-O-Methyldioncophyllin D (42)
Weiler Feststoff (MeOH, 4.5 mg).

Schmp.: 179 °C (MeOH).

[o] éO: -31.0 € = 0.02, MeOH). 42 (beide Atropisomere)

UV (MeOH) Jmax = 231 (1.05), 306 (0.31) nm.

IR (ATM): v = 3441 (br, m), 3128 (w), 3035 (br, m), 2852 (8665 (s), 1589 (m), 1434 (m),
1401 (s), 1263 (m), 1188 (s), 1131 (s), 1093 (3§, @n), 799 (s), 752 (W), 721 (s) &m

AtropisomerM-428
CD (MeOH): Amax (A€) = 284 (1.79), 256 (-0.329), 237 (3.11), 2.1575), 208 (-0.63).

'H-NMR (600 MHz, MeOH-d): § = 1.52 (d2J = 6.3 Hz, 3 H, 3-Ch), 1.73 (d,J = 6.8 Hz, 3
H, 1-CHs), 2.31 (s, 3 H, 2-C}J, 2.89 - 2.94 (ddfJ = 17.6 Hz2J = 12.3 Hz, 1 H, 4-H), 3.23
(dd,%) = 17.6 Hz,%J = 4.8 Hz, 1 H, 4-&), 3.85-3.98 (m, 1 H, 3-H), 3.92 (s, 3 H, 4-OgH
3.94 (s, 3 H, 5-OC}h), 4.83 (9.3, = 6.8 Hz, 1 H, 1-H), 6.80 (s, 1 H, 1'-H), 6.801H, 3-H),
6.84 (d,3) = 7.7 Hz, 1 H, 5-H), 6.92 (d) = 7.9 Hz, 1 H, 6"-H), 7.06 (d) = 7.7 Hz, 1 H, 6-
H), 7.21 (d3J = 7.9 Hz, 1 H, 7"-H) ppm.

3C-NMR (150 MHz, MeOH-g): 6 = 18.0 (1-CH), 19.3 (3- CH)Y, 22.05 (2'-CH), 34.4 (C-
4)Y, 45.2 (C-3), 49.89 (C-1), 56.7 (5-OQH56.9 (4-OCH), 106.6 (C-6'), 109.92 (C-3),
117.4 (C-10"), 118.88 (C-1Y, 121.98 (C-9), 121(@95), 127.5 (C-8Y, 127.7 (C-7), 130.2
(C-7"), 132.30 (C-10), 132.6 (C¥)137.3 (C-9), 137.8 (C-2), 152.1 (C-8), 158.64%
158.7 (C-5% ppm.

AtropisomerP-42
CD (MeOH): Amax (A€) = 281 (0.99), 252 (-1.50), 234 (-3.65), 205 (6.3

'H-NMR (600 MHz, MeOH-d): § = 1.52 (d*J = 6.3 Hz, 3 H, 3-Ch), 1.68 (d3J = 6.8 Hz, 3
H, 1-CHs), 2.28 (s, 3 H, 2-C}J, 2.89 - 2.94 (ddfJ = 17.6 Hz2J = 12.3 Hz, 1 H, 4-H), 3.23
(dd,?J = 17.6 Hz,°J = 4.8 Hz, 1 H, 4-&&), 3.85-3.98 (m, 1 H, 3-H), 3.91 (s, 3 H, 4-OgH
3.95 (s, 3 H, 5-OCk), 4.88 (9.3, = 6.8 Hz, 1 H, 1-H), 6.76 (s, 1 H, 1'-H), 6.791H, 3-H),

2 Wegen zu geringer Auflésung der HSQC- und HMBCi& & konnten die Daten der beiden Isomere

nicht getrennt zugeordnet werden.
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6.85 (d,3) = 7.8 Hz, 1 H, 5-H), 6.93 (d) = 7.9 Hz, 1 H, 6"-H), 7.05 (d) = 7.7 Hz, 1 H, 6-
H), 7.23 (d2J= 7.9 Hz, 1 H, 7"-H) ppm.

3C-NMR (150 MHz, MeOH-g): 6 = 18.0 (1-CH), 19.3 (3- CH)?, 22.02 (2'-CH), 34.4 (C-
4)?, 45.1 (C-3), 49.91 (C-1), 56.7 (5-OQH56.9 (4-OCH)), 106.6 (C-6'), 109.90 (C-3'),
117.4 (C-10", 118.77 (C-1'), 121.95 (C-5), 127%B&)P, 127.6 (C-7), 130.2 (C-7"), 132.32
(C-10), 132.6 (C-6), 137.7(C-2"), 152.2 (C-8), 158.6 (C-4'), 158.75%2 ppm.

MS (El, 70 eV):miz (%) = 377 [M] (34), 376 (69), 362 [M-M&](100), 346 [M-OMe] (10),
334 (16), 307 (7), 245 (5), 202 (10), 181 (12).

HRMS (ESI) berechnet fiirfgH,gNOs: 378.2069 [M+H],
gemessen: 378.2063 [M+H]

2 Wegen zu geringer Auflésung der HSQC- und HMBCi& s konnten die Daten der beiden Isomere

nicht getrennt zugeordnet werden.
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Tabelle 14. NMR-Daten voM-42 in MeOH-d,.

Position C [ppm] H [ppm] HMBC COSY (uu[Hz)) NOESY
1 49.9 4.83q 1-Me, 3, 10, 1-Me (6.8)
2
3 45.2 3.85-3.98n 3-Me, 4 4y
Uy 34.4 2.89-2.94dd,  3-Me, 3,9,10 3 (12.3), 4,(17.6) 5
feg 3.23,dd 3,5,9 3 (4.8), 4, (17.6) 5
5 121.99 6.84d 4,7,9 6 (7.7)
6 132.6 7.06d 8,9, 10 5(7.7)
7 127,7
8 152.1
9 121.98
10 132.30
6, 2'-Me,
1 118.88 6.80s 2'-Me, 8', 10’ 1-Me?
2' 137.8
2'-Me,
3 109.92 6.80s 2'-Me, 1', 4, 10 4-OMe
4' 158.6
5 158.7
6 106.6 6.92d 5,8, 10 7'(7.9) 5'-OMe
7 130.2 7.21d 7,5, 6 6'(7.9) 6
8' 127.5
9 137.3
10 117.4
1-Me 18.0 1.73d 1,9 1 3,1
3-Me 19.3 1.52d 3,4,10
2'-Me 22.05 2.31s 1, 2,3 1, 3
4'-OMe 56.9 3.91s 3,4 3
5-OMe 56.7 3.94s 5, 6' 6'

3 nur beiM-42.
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13.13Extraktion und Isolierung von Sekundarmetaboliten ais Nepenthes-Arten

Aus dem botansichen Garten der Universitat Wiurzbwugde frisches Pflanzenmaterial
(Sprosse mit Blattern) voNepenthes alataN. intermediaund N. khashiamabezogen. Die
Extraktion des zuvor luftgrockneten und pulverigar Materials erfolgte mit dem
standardmafig verwendeten Methanol/Dichlormethami&sh (1:1), dem 0.01 vol% Hgh..
zugesetzt wurde, um die Loslichkeit hochgradig bysllierter Naphthochinone zu erhdhen.
Der Rohextrakt wurde am Rotationsevaporator vonuhgsmittel befreit und anschlie3end in
MeOH aufgenommen und der HPLC-Analyse (ChromoliBitB-Saule mit Standardgradient)
unterzogen. Die drei Pflanzenextrakte verursache=alien identische Chromatogramme, die
sich lediglich in der Konzentration der drei Hauptabolite unterschieden. Daher wurde mit
dem Extrakt vorN. alata weitergearbeitet. Hier war der Gehalt an Sekund#aboliten am
hdchsten. Auf Grund des andersartigen UV-Spektrdendvietabolite konnte es sich nicht um
Naphthochinone handeln. Selbst das Ublicherweistgeziche Ausschitteln der Rohextrakte
mit alkalischen waéssrigen Losungen fuhrt zu keiAareicherung von Naphthochinonen,
konzentrierte allerdings die drei Hauptmetaboliteder wassrigen (5-proz.) NaH@®hase.
Nach dem Neutralisieren der NaHgPBraktion mit HC},n,. und der Extraktion mit EtOAc
wurde die organische Phase zur Trockne eingeengtl wer Ruckstand der
Saulenchromatographie mit Sephadex LH-20 unterzqgewbile Phase: Methanol). Dies
fuhrte zur Isolierung der bekannten, fiwepenthesaber bislang nicht beschriebenen

Flavonoide Migelianin48), Quercitrin 49) und Kaempferol-33-a-L-Rhamnopyranosicb().

13.14Quercetin-3-O-B-D-Glucuronid —
Miquelianin (48)

Gelbes amorphes Pulver (MeOH, 22.4 mg)

Schmp.: 158C (MeOH);
Lit" " 190-192 °C.

[a] 2 =-90.3 € = 0.92, MeOH),
Lit.[}7%1 -24.3 (MeOH).

UV(MeOH): Amax= 203 (4.09), 258 (1.35), 360 (1.08) nm.
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'H NMR (400 MHz, DMSO):J = 3.3 (m, 2H, 3", 5"-H), 3.4 (m, 1H, 2"-H), 8.6m, 1H, 4"-
H)¥, 5.50 (d,2J = 7.3 Hz, 1H, 1"-H), 6.22 (4) = 2.0 Hz, 1H, 6-H), 6.43 (dJ = 2.0 Hz, 1H,
8-H), 6.84 (d2J = 8.4 Hz, 1H, 5-H), 7.53 (d) = 2.1 Hz, 1H, 2"-H), 7.61 (dd) = 8.4 Hz,"J
= 2.1 Hz, 1H, 6'-H), 9.26 (s, 1H), 9.81 (s, 1H),97 (s, 1H), 12.56 (s, 1H, 5-OH) ppm.

13C NMR (100 MHz, DMS0)J = 71.4 (C-2"),73.8 (C-3"),76.0 (C-5"),76.1 (0);83.7 (C-8),
98.8 (C-6), 101.1 (C-1"),103.9 (C-10), 115.3 (5-4'16.0 (C-2'),120.9 (C-1), 121.8 (C-
6,133.1 (C-3), 145.0 (C-3'),148.7 (C-4),156.22@r 9), 156.3 (C-9 or 2), 161.2 (C-5),
164.3 (C-7), 169.8 (C-6"), 177.2 (C-4) ppm.

HRMS (ESI) berechnet furgH;7 N&Oy3: 523.0465 [M+Ng ",
gemessen 523.0465 [M+}§&a

Die Daten stimmen mit den literaturbekannten Wegtetniibereir*™®

13.15Quercetin-3-O-a-L-Rhamnopyranosid -
Quercitrin (49)

Gelbes amorphes Pulver (MeOH, 7.0 mg).

Schmp.: 166C (MeOH);
Lit.?"41175 -177 °C.

UV (MeOH): Amax = 203 (1.56), 256 (0.70), 354 (0.52) nm.

[a] 2 =-258.1 ¢ = 0.50, CHOH);
Lit.1*" -144,95.

'H NMR (400 MHz, MeOH-@): J = 0.94 (d2J = 6.0 Hz, 3H, 6"-H), 3.34 (m, 1H, 4"-H), 3.41
(m, 1H, 5"-H), 3.75 (dfJ = 9.3,%3 = 3.4 Hz, 1H, 3"-H), 4.22 (dd) = 3.5, 1.8 Hz, 1H, 2"-H),
5.35 (d,%J = 1.6 Hz, 1H, 1"-H), 6.20 (4) = 2.1 Hz, 1H, 6-H), 6.37 (4J = 2.1 Hz, 1H, 8-H),
6.91 (d,%J = 8.4 Hz, 1H, 5-H), 7.30 (dd) = 8.0,%J = 2.1 Hz, 1H, 6"-H), 7.32 (4) = 2.1 Hz,
1H, 2'-H) ppm.

13C NMR (100 MHz, MeOH-g): & = 17.8 (C-6"), 72.1 (C-2"), 72.2 (C-5"), 72G33"), 73.4
(C-4"), 94.9 (C-8), 100.0 (C-6), 103.7 (C-1'961L (C-10), 116.5 (C-5), 117.1 (C-2'), 123.0

4 von anderen Signalen Uberlagert
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(C-6", 123.1 (C-1"), 136.4 (C-3), 146.6 (C-3)01b(C-4"), 158.7 (C-9), 159.5 (C-2), 163.4
(C-5), 166.0 (C-7), 179.8 (C-4) ppm.

HRMS (ESI) berechnet furgH,o0NaO; 1 471.0898 [M+Nal,
gemessen: 471.0903 [M+Na]

Die ermittelten Daten stimmten mit denen in deetatur gut tibereilf”*!

13.16Kaempferol-3-O-a-L-Rhamnopyranosid (50)
Gelbes amorphes Pulver (MeOH, 3.2 mg).

Schmp.: 168C (MeOH);
Lit™"! 164-166 °C.

UV (MeOH): Amax = 203 (1.34), 267 (0.31), 347 (0.09

nm.

—]

'H NMR (600 MHz, MeOH-@): J = 0.92 (d,*J = 5.8 Hz, 3H, 6"-H), 3.3 (m, 2H, 4", 5"-H),
3.7 (m, 1H, 3"-H), 4.22 (dd) = 3.2 Hz,*J = 1.6 Hz, 1H, 2"-H), 5.37 (d) = 6.8 Hz,*J=1.8
Hz, 2H, 3"-H, 5'-H), 7.77 (dd) = 6.8 Hz,*J = 1.8 Hz, 2H, 2"-H, 6'-H) ppm.

13C NMR (150 MHz, MeOH-g): J = 72.1 (C-2"), 17.8 (C-6"), 72.2 (C-5"), 723-3"), 73.3
(C-4"), 94.9 (C-8), 100.0 (C-6), 103.7 (C-1"),61D (C-10), 116.7 (C-2', C-6"), 122.8 (C-1'),
132.1 (C-3', C-5'), 136.4 (C-3), 158.7 (C-9), 16(C84"), 159.5 (C-2), 163.4 (C-5), 166.1 (C-
7), 179.8 (C-4) ppm.

HRMS (ESI) berechnet furgH,o0NaO; 1. 471.0903 [M+Nal,
gemessen: 471.0897 [M+Na]

Die ermittelten Daten stimmten mit denen in deetatur gut tibereit’®%"
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14 Sekundéarmetabolite aus Wurzelkulturen vonTriphyophyllum peltatum

14.1 Wurzelkulturen von Triphyophyllum peltatum

Unter der Leitung von Frau Dr. K. Fester wurden @amforth Plant Science Centre in St.
Louise Wurzelkulturen vor. peltatumin Flissigmedium etabliert. Das Ausgangsmaterial
waren Organkulturen aus Wirzburg, die fir gemeimsaBiosynthese-Untersuchungen
tiberlassen wurden. Verwendung fand Gamborgs B5medf® das mit Saccharose, Casein-
Hydrolysat und NAA komplettiert wurde (Tabelle 15).

Fur die Regeneration der Wurzeln auf festem Kuladium wurden der Rezeptur 3 & L
Gelrite® als Geliermittel zugesetzt. Der pH-Wert wurde &ué eingestellt. Nach dem
Autoklavieren wurde das Medium in sterile Petridehagegossen.

Die Kulturen wurden bei 24 °C unter stdndigem Sehtit(130 upm) ohne Licht in 300-
mL-Erlenmeyerkolben kultiviert und regelméafiiig alier Wochen mit neuem Kulturmedium
versorgt. Die verwendete Menge an Kulturmediumtetsh sich nach der Biomasse. Diese
sollte im Stillstand zu ca. 2/3 von Flussigkeit ekt sein. Im Allgemeinen entsprach dies ca.
80 — 100 mL Flassigmedium. War die Wurzelmasse ol ggeworden, wurde sie auf zwei

sterile Kolben aufgeteilt.

14.2 Extraktion des Wurzelmaterials und Isolierung der Sskundarmetabolite

Fur die phytochemischen Untersuchungen wurden diarz@h Iyophilisiert und
zerkleinert. Es ergaben sich 9.2 g (Trockengewiefignzenmaterial. In Ci€1,/MeOH (1:1)
erfolgte eine erschopfende Extraktion. Die Filtrdée Extraktionen wurden vereinigt und das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der so gemene Rohextrakt (2.65 g) wurde fur
die weiteren Arbeiten in Methanol aufgenommen uondazhst einer ersten HPLC-Analyse
unterzogen.

Das komplexe Chromatogramm machte deutlich, dass éorfraktionierung ratsam und
fur die zu verwendenden HPLC-Saulen (préaparativé GJPschonender war. Die Kationen-
Tauscher-Chromatographie entfernte zunachst die hiNglisochinolin-Alkaloide. Als
Saulenmaterial fand Amberlyd5 (Fluka) Verwendung (Saule: d ca. 8 cm, 25 cm Fiillhéhe),
das nach Beladung mit der Halfte des Rohextrakies1® min Einwirkzeit erhieft®!
Anschliellend wusch man die S&aule mit 2 bis 3 S&olamen Methanol. Diese Fraktion

enthielt vor allem Naphthochinone oder Naphthaline.
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Tabelle 15. Zusammensetzung des abgewandelten GgBbaviediums (B5C2).

Gamborg B5C2 [mg 1]

Anorganische Makronahrstoffe NaH,PO, x 2 H,0O 195
CaChx 2 HO 150
(NH4)>SOy 134
MgSQO, x 7 H,O 250
KNO; 2500
Eisenquelle FeSQ x 7 H,O 25.6
NaEDTA 38
Anorganische Mikronahrstoffe KJ 0.75
MnSQO, x H,O 10
H:BO; 3
ZnSQ, x 7 HO 3
Na,MoO, x 2 H,0 0.25
CuSQ x5 HO 0.25
CoCL x 6 HO 0.25
Organische Bestandteile Nikotinsaure 1
ThiaminHCI 10
PyridoxolHCI 1
myaInositol 100
Casein-Hydrolysat 1000
Saccharose 20000
Phytohormon NAA 0.2

Das Eluieren der Naphthylisochinolin-Alkaloide vdonentauscher-Material geschah mit
ca. 1- bis 1.5-fachem Saulenvolumen gesattigterl{ladung (+ 0.5% TFA). Anschliel3end
wurde erneut mit 2 bis 3 Volumen Methanol gespitty alle Substanzen aus der Saule
herauszuwaschen (das Séaulenmaterial konnte damaithweitere Anwendungen regeneriert
werden). Diese methanolhaltige Fraktion wurde zhstiseparat aufgefangen, das Methanol
im Vakuum weitestgehend entfernt und der verbledeeWasserrest mit der NaCl-Fraktion
vereinigt. Das Ausschitteln gegen Dichlormethantéibdazu, dass alle Naphthylisochinoline
sich in der organischen Phase befanden. Auch Eedeion wurde zur Trockne eingeengt.

Fur die ,nicht-Kationen“-haltige (also die erstewgmnene) Fraktion schien eine weitere
Unterteilung sinnvoll. Sehr unpolare Substanzendemrdurch das Waschen nmtHexan
entfernt. Mafig polare Metabolite fanden sich naem Ausschitteln der verbleibenden
wasserhaltigen Phase im @E, (Fraktion CHC}), so dass die wassrige Phase (Fraktig)H
nun nur noch polare Substanzen enthielt. Die HdéXaase enthielt groRe Mengen
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Naphthochinone, vor allem DroserohOf und Plumbaging). Um 9 und 10 zu entfernen,
wurde die Hexan-Fraktion (HxA) gegen alkalischess®¥éa (pH 8) ausgeschuttelt (HxC). Die
Wasser-Phase wurde daraufhin neutralisiert und GHbCl, re-extrahiert (HxB). Die
ursprungliche Hexan-Fraktion wurde also in dreidgfiaktionen (A, B und C) geteilt.

Zur weiteren Aufreinigung und Isolierung der Subgen musste nun die praparative
HPLC genutzt werden. Zum Einsatz kam die ChroméigémiPrep-Saule RP-18e (100 x 10
mm, Fa.Merck mit den in Tabelle 2 aufgeflhrten, an die Fraktio angepassten Gradienten
(Wasser + 0.05 % TFA (A) und MeCN + 0.05% TFA (Bluss 10 mL mift).

Tabelle 16. Fir die Isolierungsarbeiten dupeltaturaWurzelkulturen verwendete Gradienten.

Zeit und Anteil (%B)

Fraktionen 0 min 10 min 16 min 18 min 19 min 25 min
H,O 5% 40% 100% 100% 5% 5%
CH,CI, 10% 70% 100% 100% 10% 10%
Hexan-A 30% 70% 100% 100% 30% 30%
Hexan-B 30% 65% 100% 100% 30% 30%
Hexan-C 0% 25% 100% 100% 0% 0%

14.3 4-Methoxy-5-hydroxy-2-naphthoesauremethylester (51) Ho om
e
Hellbrauner Feststoff (MeOH, 6.8 mg).
OMe
Schmp.: 81 °C (MeOH); 51 o)

UV (MeCN): Amax = 215 (1.62), 243 (2.01), 299 (0.31), 359 (0.38) n

IR (ATM): v = 3410 (br, m), 3019 (m), 2497 (w), 2368 (w), 2188, 2028 (m), 1716 (s),

1612 (m), 1585 (m), 1511 (w) 1455 (m), 1432 (M)9A.3m), 1369 (m),1317 (s), 1249 (s),
1223 (s), 1130 (w), 1107 (s), 1078 (s), 999 (m)) @), 899 (w), 871 (w), 854 (w), 802 (w),
759 (s), 700 (m), 667 (M), 629 (w), 619 (w), 608 Eri’.

'H-NMR (600 MHz, MeOH-d): § = 3.85 (s, 3 H, Me-Ester), 4.02 (s, 3 H, 4-QH.82 (d,
3)=5.9 Hz, 6-H), 7.27 (s, 1 H, 3-H), 7.31 #d,= 6.31 Hz, 8-H), 7.32 (¢J) = 3,14 Hz, 7-H),
8.05 (s, 1 H, 1-H) ppm.
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3C-NMR (150 MHz, MeOH-g): § = 54.4 (Me-Ester), 58.6 (4-OGH 105.2 (C-6), 115.2 (C-
3), 119.4 (C-10), 122.9 (C-8), 127.3 (C-1), 13127), 138.5 (C-9), 157.4 (C-5), 159.3 (C-4),
169.8 (CQMe) ppm.

MS (El, 70 eV):miz (%) = 232 [M] (100), 217 [M-CH]* (31), 201 (11), 189 (14), 173 (13),
159 (12).

HRMS (ESI) berechnet firigHo2NaQ;: 255.0633 [M+Na]
gemessen 255.0665 [M+Na]

Tabelle 17. NMR-Daten vobl in MeOH-d,.

Position *C [ppm] 'H [ppm] HMBC COSY @uu[Hz]) NOESY
1 127.3 8.05,s 3,8,9, 10, CeMe 8
2 130.1
3 115.2 7.27,s 1, 4, 10, CQMe 4-OMe
4 159.3
5 157.4
6 105.2 6.82,m 5,8,10 7
7 131.2 7.32,d” 5,9 6 (6.81)
8 122.9 7.31,d° 1,10 8
9 138.5
10 1194
CO.Me 169.8
4-OMe 58.6 4.02,s 5 3
Me-Ester 54.4 3.85,s COMe

% Eine sichere COSY-Zuordnung war nicht moglichsita die Signale z.T. Gberlagerten.
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14.4 P-4,5'-Dimethoxy-2,2'-dimethyl-1,1'-binaphthalin-4',5-diol
(52)

Brauner Feststoff (MeOH, 1.2 mg).

Schmp.: 155 °C (MeOH).

[a] 2 =+ 27.1 (c = 0.05, MeOH).
UV (MeOH): imax = 227 (1.39), 307 (0.35), 323 (0.24), 335 (0.22) n
CD (MeOH): Amax (Ag) = 339 (-5.44), 320 (0.21), 294 (-3.59), 235 (56,219 (-44.56).

IR (ATM): v = 3399 (br, w), 2973 (w), 2927 (w), 2512 (br, 12159 (s), 2026 (s), 1974 (s),
1683 (w), 1610 (w), 1511 (w), 1428 (w), 1361 (w80 (w), 1124 (w), 1085 (w), 833 (w),
802 (w) 742 (m), 617 (w) cth

'H-NMR (600 MHz, MeOH-@): 6 = 1.79 (s, 3 H, 2'-C§}, 1.85 (s, 3 H, 2-Ck}, 3.99 (s, 3 H,
5-OCH), 4.05 (s, 3 H, 4-OC¥), 6.31 (dd?J = 8.4 Hz,*J = 1.1 Hz, 1 H, 8-H), 6.45 (dd) =

8.5 Hz,"J= 0.9 Hz, 1 H, 8-H), 6.58 (dd) = 7.6 Hz,"J = 1.05 Hz, 1 H, 6-H), 6.74 (d) = 7.8
Hz, 1 H, 6-H), 6,74 (s, 1 H, 3'-H), 6.86 (s, 134H), 6.93 (dd3J = 7.7 Hz,°J = 8.9 Hz, 1 H,
7-H), 6.97 (dd3J=7.8 Hz3J = 8.6 Hz, 1 H, 7"-H) ppm.

3C-NMR (150 MHz, MeOH-g): 6 = 18.6 (2'-CH), 18.8 (2-CH), 55.2 (4-OCH), 55.3 (5-
OCHs), 103.1 (C-6'), 106.2 (C-3), 108.7 (C-6), 112.03% 113.4 (C-10"), 113.6, (C-10),
116.2 (C-8), 118.8 (C-8'), 125.8 (C-7'), 126.1 (§-127.1 (C-7), 128.7 (C-1), 134.9 (C-2),
135.7 (C-9"), 136.0 (C-9), 136.1 (C-2"), 154.5 (CBp4.7 (C-4), 155.4 (C-4), 156.5 (C-5)
ppm.

MS (EI, 70 eV):miz (%) = 374 [M] (100), 360 [M-CH]" (3), 344 (7), 327 (9), 301 (5), 255
(3), 226 (3), 187 [VR]* (3), 172 [M2 - CH] * (5), 164 (2).

HRMS (ESI) berechnet firgH»304: 375.1591 [M+H];
gemessen: 375.1596 [M+H]
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Tabelle 18. NMR-Daten vob2 in MeOH-d,.

Position *C [ppm] 'H [ppm] HMBC COSY @uu[Hz]) NOESY
1 128.7
2 134.9
3 106.2 6.86,s 1, 4,5, 2-Me, 4-OMe
4-OMe
4 1554
5 154.5
6 108.7 6.58,dd 5,8, 10 7(7.6) 2'Me
7 127.1 6.93,dd 59 6 (7.7), 8 (8.6)
8 116.2 6.31,dd 6,1 7 (8.4)
9 136.0
10 113.6
1 126.1
2' 136.1
3 112.0 6.73,s 1,4, 10
4 154.7
5 156.5
6' 103.1 6.74,d 5,7,8, 10 7 (7.8) 5'-OMe
7 125.8 6.97,5 5,9 6 (7.8), 8 (8.6)
8' 118.8 6.45,dd 1, 6, 10’ 7 (8.5) 2-Me
9 135.7
10 113.4
2-Me 18.8 1.85,s 1,2,3 8'
2'-Me 18.6 1.70,s 12,3 8
4-OMe 55.2 4.05,s 4 3
5-OMe 55.3 3.99,s 5 6'

14.5 P-4,4'-Dimethoxy-2,2'-dimethyl-1,1'-binaphthalin-5,5-diol
(53)

Weil3er kristalliner Feststoff (MeOH, 3.0 mg).

Schmp.: 152 °C (MeOH).




Experimenteller Teil 149

[a] 2 = + 64.4 ¢ = 0.05 MeOH).
UV (MeOH): imax = 227 (1.29), 307 (0.28), 323 (0.26), 335 (0.24) n
CD (MeOH): Amax (Ag) = 294 (-3.59), 234 (56.57), 218 (-44.56).

IR (ATM): v = 3659 (br, w), 3409 (br, w), 2979 (s), 2361 (261 (br, w), 2029 (br, w),
1716 (w), 1656 (w), 1607 (s), 1457 (m), 1425 (nY79 (s), 1361 (s), 1245 (s), 1228 (s), 1118
(s), 1083 (s), 953 (m), 827 (m), 812 (m), 755 TE0 (W), 667 (W), 647 (W), 621 (), 607 (M)

cmt,

'H-NMR (600 MHz, MeOH-d): 5 = 1.95 (s, 3 H, 2-C}}, 4.15 (s, 3 H, 4-OC¥), 6.41 (dd>J
= 8.5 Hz,*J= 1.1 Hz, 1 H, 8-H), 6.69 (dd) = 7.6 Hz,*J = 1.03 Hz, 1 H, 6-H), 6.96 (s, 1 H,
3-H), 7.03 (dd3J = 7.6 Hz,*J = 8.4 Hz, 1 H, 7-H) ppm.

13C-NMR (150 MHz, MeOH-g): § = 20.3 (2-CH), 56.7 (4-OCH), 108.0 (C-3), 110.7 (C-6),
115.0 (C-10), 117.8 (C-8), 128.6 (C-7), 129.9 (C136.1 (C-2), 137.4 (C-9), 155.9 (C-5),
156.9 (C-4) ppm.

Tabelle 19. NMR-Daten vob3 in MeOH-d,.

Position *C [ppm] 'H [ppm] HMBC COSY @uu[Hz]) NOESY
1 129.9
2 136.1
3 108.0 6.96,s 1,2, 4, 10, 2-Me,

2-Me 4-OMe
4 156.9
5 155.9
6 110.7 6.69,dd 5,8, 10 7 (7.6)
7 128.6 7.03,dd 5,9 6 (7.6), 8 (8.4)
8 117.8 6.41,dd 1,6,9,10 7 (8.5) 2-Me
9 137.4
10 115.0
2-Me 20.3 1.95,s 1,2,3

4-OMe 56.7 4.15,s 4
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MS (El, 70 eV):mVz (%) = 374 [M] (100), 359 [M-CH]" (5), 344 (10), 327 (10), 301 (5),
284 (2), 255 (2), 187 [K2]* (6), 172 [M2 - CHy] * (11).

HRMS (ESI) berechnet flrgH»,04: 373.1440 [M-H],
gemessen: 373.1445 [M-H]

14.6 M-5,5'-Dimethoxy-2,2'-methyl-3,3'-binaphthalin-4,4'-
diol (54)

Brauner Feststoff (MeOH, 1.7 mg).

Schmp.: 106 °C (MeOH).

[¢] 2 = - 30.4 € = 0.05, MeOH).

UV (MeOH): Amax = 239 (0.73), 303 (0.09), 319 (0.10), 335 (0.12) n
CD (MeOH): Amax (Ag) = 224 (+39.0), 242-@5.1), 291 (+2.7), 336-8.6).

'H-NMR (600 MHz, MeOH-d): 6 = 2.08 (s, 3 H, 2-C¥J, 4.05 (s, 3 H, 5-OC}}, 6.75 (d.2J =
7.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.26 (s, 1 H, 1-H), 7.31 (dd= 7.6 Hz,3J = 8.4 Hz, 1 H, 7-H), 7.37 (d)
= 8.4 Hz, 1 H, 8-H) ppm.

13C-NMR (150 MHz, MeOH-g): § = 20.5 (2-CH), 56.6 (5-OCH), 104.5 (C-6), 114.8 (C-
10), 119.8 (C-1), 121.3 (C-3), 122.1 (C-8), 126367, 137.6 (C-9), 138.9 (C-2), 151.9 (C-4),
157.8 (C-5) ppm.

IR (ATM): v = 3613 (br, w), 3363 (w), 2921 (m), 2852 (w), 254, m), 2159 (s), 2026 (s)
1974 (s), 1737 (w), 1658 (w), 1633 (w), 1452 (W35T (w), 1180 (w), 1143 (w), 1089 (w),
835 (w), 800 (w), 624 (w) cth

MS (EI, 70 eV):miz (%) = 375 (16), 374 [M](9), 373 (17), 362 [M - Mé](93), 361 [M —
2Me]* (12), 346 (9), 334 (10) 318 (6), 181 (16).

HRMS (ESI) berechnet flrgH»304: 375.1518 [M+H];
gemessen: 375.1586 [M+H]]
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Tabelle 20. NMR-Daten vos4 in MeOH-d,.

Position 1¥C [ppm] 'H [ppm] HMBC COSY @un[Hz]) NOESY
1 119.8 7.26,s 2,2-Me, 3,4 8, 2-Me
2 138.9
3 121.3
4 151.9
5 157.8
6 104.5 6.75,d 5,8, 10 7 (7.6) 5-OMe
7 126.6 7.31,dd 59 6 (7.6), 8 (8.4)
8 122.1 7.37d 1,6, 10 7(8.4) 1
9 137.6
10 114.8

2-Me 20.5 2.08,s 1,2,3
5-OMe 4.05,s 4,5,6,10 6

14.7 4-Methoxy-2,2'-dimethyl-1,1'-binaphthyl-

4'5,5',6'-tetraol (55)

Brauner Feststoff (MeOH, 1.3 mg).

Schmp.: 124 °C (MeOH).

[«] 2 = nicht messbar da sich die Substanz zersetzte.

UV (MeOH): Amax = 227 (1.10), 307 (0.18), 335 (0.13) nm.

IR (ATM): v = 3399 (br, w), 2923 (m) 2852 (w), 2518 (br, m)59 (s), 2026 (s), 1974 (s),
1735 (w), 1662 (w), 1608 (w), 1511 (w), 1455(w)613w), 1180 (w), 1118 (w), 1085 (w),
831 (w), 802 (w), 752 (w), 719 (w), 649 (w), 626) @m ™.

'H-NMR (600 MHz, MeOH-g): 6 = 1.86 (s, 3 H, 2'-C§}, 2.13 (s, 3 H, 2-CH}, 4.15 (s, 3 H,
4-OCHs), 6.16 (d,%) = 10.3 Hz, 1 H, 7-H), 6.58 (dd) = 8.4 Hz,*J = 1.06 Hz, 1 H, 8-H),
6.77, (dd3J = 7.7 Hz,*J = 1.05 Hz, 1 H, 6-H), 6.80 (4 = 10.3 Hz, 1 H, 8-H), 6.97 (s, 1 H,
3-H), 7.13 (s, 1 H, 3'-H), 7.22 (dt = 7.6 Hz,2J = 8.3 Hz, 1 H, 7-H) ppm.
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3C-NMR (150 MHz, MeOH-g): § = 20.6 (2-CH), 21.2 (2'-CH), 56.8 (4-OCH), 107.7 (C-
3), 111.2 (C-6), 114.9 (C-10), 115.1 (C-10"), 11(C18), 123.3 (C-3"), 126.0 (C-9), 126.2 (C-
2), 127.7 (C-2"), 128.4 (C-7'), 129.7 (C-7), 13¢3%9"), 135.4 (C-1'), 137.3 (C-1), 143.9 (C-

8), 153.0 (C-4'), 156.4 (C-5), 157.9 (C-4), 16@96"), 163.3 (C-5) ppm.

Tabelle 21. NMR-Daten vob5 in MeOH-d,.

Position *C [ppm] 'H [ppm] HMBC COSY @un[Hz]) NOESY
1 137.3
2 126.2
3 107.7 6.97,s 2,5, 2-Me 2-Me
4 157.9
5 156.4
6 111.2 6.77,dd 8,9 7(7.7)
7 129.7 7.22,dd 1,5 6 (7.6), 8 (8.3)
8 117.1 6.58,dd 6,9, 10 7 (8.4) 2'-Me
9 126.0
10 114.9
1 135.4
2' 127.7
3 123.3 7.13,s 9,10, 2-Me 2'-Me
4 153.0
5 163.3
6' 162.9
7' 128.4 6.16,d 9 8' (10.3)
8' 143.9 6.80,d 1', 10’ 7' (10.3) 2-Me
o 134.6
10' 115.1
2-Me 20.6 2.13,s 1,2,3 3,8
2-Me 21.2 1.86,s 12,3, 4 3,8
4-OMe 56.8 4.15,s 4 3
5-OH
4'-OH
5'-OH

6'-OH
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MS (El, 70 eV)m/z (%) = aufgrund der Zersetzung nicht messbar.

HRMS (ESI) berechnet fiirsgHoqOs: 376.1311 [M],

gemessen: nicht messbar.

Die Charakterisierung dieser Verbindung konnte thattgeschlossen werden, da sich die

Substanz im Verlaufe der Arbeiten zersetzte.

14.8 P-4,4'-Dihydroxy-5-methoxy-2,2'-dimethyl-1,1'-binaphthyl-
5',6'-dion (56)

Hellbrauner Feststoff (MeOH, 1.4 mg).

Schmp.: 163 °C (MeOH).

[a] 2 = -324,5 ¢ = 0.02, MeOH).
UV (MeOH): Amax = 227 (0.89), 307 (0.15), 319 (0.13), 331 (01@8 40.08) nm.
CD (MeOH): Amax (Ag) = 244 (13.22), 217 (-10.04).

IR (ATM): v = 3401 (br, w), 2975 (w), 2925 (w), 2854 (w), 2524, m), 2159 (s), 2026 (s),
1974 (s), 1718 (w), 1671 (w), 1631 (w), 1430 (W38 (w), 1353 (w), 1267 (w), 1178 (w),
1081 (w), 871 (w), 806 (w), 742 (m), 613 (w) ¢m

'H-NMR (600 MHz, MeOH-d): 6 = 1.86 (s, 3 H, 2'-Ch}, 2.06 (s, 3 H, 2-ChJ, 4.10 (s, 3 H,
5-OCHg), 6.16 (d,*J = 10.3 Hz, 1 H, 7-H), 6.73 (d) = 8.4 Hz, 1 H, 8-H), 6.80 (d) = 10.4
Hz, 1 H, 8-H), 6.84 (s, 1 H, 3-H), 6.93 d,= 7.5 Hz, 1 H, 6-H), 7.12 (s, 1 H, 3'-H), 7.26 (dd
3)=7.5Hz23=8.3Hz, 1 H, 7-H) ppm.

3C-NMR (150 MHz, MeOH-g): 6 = 20.5 (2-CH), 21.1 (2'-CH), 56.9 (5-OCH), 105.1 (C-
6), 113.4 (C-3), 114.9 (C-10), 115.1 (C-10'), 11€68), 123.2 (C-3'), 123.7 (C-1), 127.9 (C-
2, 128.3 (C-7), 128.4 (C-7"), 134.8 (C-9'), 136081"), 137.1 (C-9), 138.2 (C-2), 143.9 (C-
8), 153.4 (C-4), 156.1 (C-4), 158.2 (C-5), 18¢C16"), 183.2 (C-5) ppm.

MS (EI, 70 eV):miz (%) = 414 [M+K]" (57), 374 [M] (2), 324 (53), 281 (19), 266 (12), 190
[M-Naphthalin] (3), 178 [M-Naphthochinon](3).
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HRMS (ESI) berechnet furgHigNaGs: 397.1052 [M+Nal];
gemessen: 397.1046 [M+Na]

Tabelle 22. NMR-Daten vob6 in MeOH-d,.

Position *C [ppm] H [ppm] HMBC COSY @uu[Hz]) NOESY

123.7
138.2

113.4 6.84,s 1,2, 4,10 2-Me
156.1

158.2

105.1 6.93,d 5, 8, 10 7 (7.5) 5-OMe
128.3 7.26,dd 5,9 6 (8.3), 8 (7.5)

119.6 6.73,d 1,6, 10 7 (8.4) 2'-Me
137.1

114.9

135.8

127.9

123.2 7.12,s 1,9 2'-Me
153.4

183.2

182.1

128.4 6.16,d 6 8' (10.3)

143.9 6.80,d 1,25, 10' 7' (10.4) 2-Me
134.8

115.1

2-Me 20.5 2.06,s 1,2,3 3,8
2'-Me 21.1 1.86,s 1,3, 4 8
5-OMe 56.9 4.10,s 5 6
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14.9 5-Hydroxy-2-methylnaphthalin-1,4-O,0-di-g-D- . .. OH
i 0 OH
glucosid (57) H:) :)HO T
Hellbrauner Feststoff (MeOH, 13 mg). O
OH T Me
Schmp.: 164 °C (MeOH). Ho/%o 57
HO ¥ HO T

[a] 2 =-230.1 ¢=0.2, MeOH).
UV (MeOH): imax = 227 (1.01), 303 (0.18), 319 (0.14), 331 (0.1mh) n

IR (ATM): v = 3332 (br, m), 2921 (s), 2510 (br, m), 2362 (2959 (s), 2026 (s), 1974 (s),
1617 (m), 1508 (w), 1428 (w), 1390 (W), 1365 (311 (w), 1236 (m), 1070 (s), 1039 (s),
929 (w), 900 (w), 875 (m), 833 (w), 808 (m), 750) @m™.

'H-NMR (600 MHz, BO): 6 = 2.42 (s, 3 H, 2-Ch), 3.15-3.19 (m, 1 H, 5-H), 3.63-3.66 (m, 2
H, 6'-H, 6'-H), 3.49-3.52 (m, 1 H, 4'-H), 3.49-3.68, 1-H, 4"-H), 3.51-3.54 (m, 1 H, 3"-H),
3.58-3.61 (m, 1 H, 3"-H), 3.61-3.64 (m, 1 H, 5)-8.69-3.71 (m, 1 H, 2"-H), 3.73-3.79 (m, 1
H, 2'-H), 3.74 (1 H, 61-H), 3.92 (ddJ = 12.60 Hz3J = 2.30 Hz, 1 H, §-H), 4.84 (d,*J =
7.89 Hz, 1 H, 1-H), 5.24 (dJ = 7.92 Hz, 1 H, 1"-H), 6.88 (d) = 7.61 Hz, 1 H, 6-H), 7.12
(s, 1 h, 3-H), 7.41 (dd) = 7.80 Hz*J = 8.30 Hz, 1 H, 7-H), 7.82 () = 8.40 Hz, 1 H, 8-H)
ppm.

13C-NMR (150 MHz, BO): § = 19.1 (2-CH), 62.7 (C-6'), 63.0 (C-6"), 71.7 (C-4"), 71.8 (C-
4", 75.5 (C-2"), 76.4 (C-2'), 78.27 (C-3"), Z8(C-3'), 78.5 (C-5), 79.0 (C-5"), 104.8 (C;1")
106.4 (C-1'), 113.2 (C-6), 116.8 (C-8), 117.1 (G;118B0.4 (C-7), 131.2 (C-2), 131.3 (C-3),
133.3 (C-9), 147.2 (C-1), 152.5 (C-4), 154.8 ((ppin.

MS (El, 70 eV):m/z (%) = 190 [M — 2 Glucosé&](100), 174 [M — 2 Glucose, OH[17), 144
(9), 115 (8).

HRMS (ESI) berechnet flrgHzo0 3Na: 537.1578 [M+Nd]
gemessen: 537.1578 [M+Na]

Die Verbindung wurde enzymatisch durch eii€&lucosidase aus MandelRl(ka) und in
einem parallelen Ansatz durch Zugabe halbkonzetdrieHCI deglucosidiert. Durch
Ausschutteln mit Ethylacetat wurde das Aglycon Hiagin Q) aus der Reaktionsmischung
entfernt und durch Coelution per HPLC identifizieie Glucose wurde durch Co-
Chromatografie (DC - Laufmittel CHEMeOH:H,O 9/6/1) identifiziert. Die
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Absolutkonfiguration der D-Glucose wurde durch Bastung des Drehwertes (+49° |

im Vergl. zu authentischem Material +52%B1) ermittelt.

Tabelle 23. NMR-Daten vo®7 in D,O.
Position ¥C [ppm] H [ppm] HMBC COSY @uu[Hz])® NOESY
1 147.2
2 131.3
3 131.3 7.12,s 1,2,3,9 1"
4 152.5
5 154.8
6 113.2 6.88,d 5,8,9 7 (7.61)
7 130.4 7.41,dd 5,6, 10 6 (7.80), 8 (8.30)
8 116.8 7.82,d 1,5,6,9, 10 7 (8.40) 1
9 133.3
10 117.1
1 106.4 4.84,d 3 2' (7.89) 8
' 76.4 3.79-3.73m 1,3 1,3
' 78.29 3.51-3.54m 6' 2,
4 71.7 3.49-3.52m 3 5
5 78.5 3.15-3.19m 46
6' 62.7 3.63-3.66m 4,5 6'
1" 104.8 5.24,d 2", 3", 5" 2" (7.96) 3
2" 75.5 3.69-3.71m 1", 3" 1", 3"
3" 78.27 3.58-3.61m 2", 4" 2", 4"
4" 71.8 3.49-3.52m 3", 6" 3", 5"
5" 79.0 3.61-3.64m 4", 6'8
6" 63.0 a 3.74,dd, 4" 68,
£ 3.92,dd "a (12.59)
2-Me 19.1 2.42,s 1,2,3, 4 3

Die Angabe aller Kopplungskonstanten war nicht listigda die Uberlagerungen zu stark waren.
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14.10Plumbasid A (58) oH
1! 5
HO o O - OH
Gelbbrauner Feststoff (MeOH, 5.6 mqg). J JHo OH
Schmp.: 155 °C (MeOH). OO Me 58
1
Lit 051451832751 60 °C (MeOH). HO

'H-NMR (600 MHz, MeOH-d): § = 2.34 (s, 3 H, 2-Cl), 3.41 (m, 1 H, 4'-H), 3.47 (m, 2 H,
3-H, 5-H), 3.52 (m, 1 H, 2-H), 3.74 (dd = 12.4 Hz3J = 6.0 Hz, 1 H, 6'-H), 3.94 (ddJ =
12.08 HzJ = 2.32 Hz, 1 H, 6'-H), 4.99 (d) = 7.7 Hz, 1 H, 1-H), 6.73 (d) = 7.58 Hz, 1 H,
6-H), 7.19 (s, 1 H, 3-H), 7.24 (d&) = 7.6 Hz,°J = 8.5 Hz, 1 H, 7-H), 6.62 (d) = 8.5 Hz, 1
H, 8-H) ppm.

3C-NMR (150 MHz, MeOH-g): 6 = 16.6 (2-CH3), 62.6 (C-6"), 71.5 (C-4'), 75.2%(-78.2
(C-3", 78.8 (C-5"), 105.3 (C-1'), 110.9 (C-6), 114C-8), 116.0 (C-3), 116.4 (C-10), 119.8
(C-2), 127.3 (C-7), 129.8 (C-9), 146.7 (C-1), 148°94), 154.8 (C-5) ppm.

HRMS (ESI) berechnet fur;@H,00gNa: 375.10504 [M+N4]
gemessen: 375.10504 [M+Na]

Die Umsetzung von Plumbasii8 zu Plumbagin9 und Glucose erfolgte durch Zugabe
halbkonzentrierter HCI. So konnte das Aglyconittels Coelutions-Experiment al9

identifiziert werden. Die Glucose wurde durch Co-déntifiziert.

Alle physikalischen und spektroskopischen Datenewazudem im Einklang mit den in der

Literatur angegebenen Wert@p:*>18327]

14.11P-5,4'-Dihydroxy-2,2'-dimethyl-
1,1'-binaphthalin-4,6"-O,0-di-# —
D-diglucsid-5'-O-g-glucosid (59)

Hellbrauner Feststoff (MeOH, 10.5 mg). OO
Me

Schmp.: 215 °C (MeOH). Tp
v Me
[a] 2 = - 206.7° ¢ = 0.2, MeOH). o OO 59
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CD (MeOH):/max (A€) = 236 (60.81), 221 (-41.2).
UV (MeOH): Amax = 227 (0.85), 307 (0.16), 335 (0.11) nm.

IR (ATM): v = 3370 (br, m), 2973 (w), 2518 (s, br), 2159 @26 (s), 1974 (s) 1673 (W),
1427 (w), 1357 (w), 1178 (m), 1139 (w), 1056 (mY9gw), 759 (w), 607 (w) cih

'H-NMR (600 MHz, DO): 6 = 1.92 (s, 3 H, 2'-C§), 1.94 (s, 3 H, 2-Ck}, 3.25 (m, 1 H, 2"
H), 3.29 (m, 1 H, 4"™-H), 3.33 (m, 1 H, 3""-F46 (m, 1 H, 4"-H), 3.50 (m, 1 H, 4"-H), 3.51
(m, 1 H, 3"-H), 3.52 (m, 1 H, 5"-H), 3.52 (m, 1-6"-H), 3.56 (m, 1 H, 3"-H), 3.61 (m, 1 H,
2"-H), 3.63 (m, 1 H, 2"-H), 3.63 (m, 1 H, §"3)75 (dd2J = 12.2 Hz2J = 6.4 Hz, 1 H, 6"-H),
3.85(m, 1 H, 6"-H), 3.86 (m, 1 H, 5"-H), 3.0, 1 H, 6"-H), 3.94 (m, 1 H, 6"-H), 4.23 (dd,
2)=11.73 Hz33 = 2.0 Hz, 1 H, 6™-H), 4.39 (d) = 7.72 Hz, 1 H, 1""-H), 5.13 (d) = 7.87
Hz, 1 H, 1"-H), 5.24 (£J = 7.79 Hz, 1 H, 1™-H), 6.45 (3) = 8.5 Hz, 1 H, 8-H), 6.62 (d) =
8.75 Hz, 1 H, 8-H), 6.72 (d) = 7.7 Hz, 1 H, 6-H),6.88 (s, 1 H, 3-H), 7.03 (ddl= 8.3 Hz,
3)=7.7Hz, 1 H, 7-H), 7.05 (dd) = 8.5 Hz2) = 7.8 Hz, 1 H, 7"-H), 7.25 (d) = 7.8 Hz, 1 H,
6'-H), 7.40 (s, 1 H, 3-H) ppm.

13C-NMR (150 MHz, BO): 6 = 20.2 (2'-CH), 20.5 (2-CH), 62.5 (C-6"), 62.8 (C-6""), 70.5
(C-6"), 71.3 (C-4"), 71.5 (C-4"), 75.1 (C-27p.1 (C-2"), 75.2 (C-2"), 77.7 (C-5"), G&C-
4", 78.07 (C-3"), 78.1 (C-3"), 78.1 (C%"78.2 (C-3"), 78.8 (C-5"), 104.3 (C-1"),419
(C-1"), 105.2 (C-1""), 110.9 (C-6), 113.1 (C-874.2 (C-3"), 114.3 (C-3), 115.6 (C-10), 115.9
(C-10'), 118.0 (C-8), 122.1 (C-8'), 127.2 (C-72716 (C-1), 128.5 (C-7), 132.0 (C-1), 136.6
(C-2), 137.1 (C-9'), 137.5 (C-9), 137.6 (C-2"), 158C-5), 154.3 (C-4"), 155.1 (C-4), 156.1
(C-5) ppm.

MS (EI, 70 eV):m/z (%) = 391 (1), 327 (56), 278 (1), 235 (1), 188 (6}4 (9).

HRMS (ESI) berechnet firsgHsgNaO;o: 855.2682 [M+Nal;
gemessen: 855.2699 [M+Na]
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Tabelle 24. NMR-Daten des Binaphthalin-Kerns %8rin D,O.

Position *C [ppm] 'H [ppm] HMBC COSY @uu[Hz]) ROESY
1 132.0
2 136.6
3 114.3 7.40,s 1, 2,4, 2-Me 2-Me, 1™
4 155.1
5 153.3
6 110.9 6.72,d 5,8, 10 7(7.7)
7 1285 7.03,dd 5,9 6 (8.3), 8 (7.7)
8 118.0 6.45,d 1,6, 10 7 (8.5)
9 137.5
10 115.6
1 127.6
2' 137.6
3 114.2 6.88,s 1, 4, 10, 2'-Me
2'-Me
4 154.3
5 156.1
6' 113.1 7.25,d 5, 8", 10 7 (7.8) 1"
7 127.2 7.05,dd 5,9 6 (7.8), 8 (8.5)
g 122.1 6.62,d 1,6, 10, 7 (8.5)
9 137.1
10 115.9
2-Me 20.5 1.94,s 1,2 3,8

2'Me 20.2 1.92s 1,2 3,8
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Tabelle 25. NMR-Daten des stdlichen Glucoseresia®9in D,O.

Position 1¥C [ppm] H [ppm] HMBC COSY @uu[Hz]) ROESY
1" 104.5 5.13,d o 2" (7.8), 5", 6a", 6b" 6
2" 75.1 3.61,m 1", 3" 1", 3"
3" 78.2 3.51,m 2", 4" 2", 4"
4" 71.3 3.46,m 3" 3", 5"
5" 78.8 3.52,m 1", 4" a6"
6" 62.5 a 3.75,dd, o 6 (12.24) 5"
$3.94,dd 6c

Tabelle 26. NMR-Daten des ersten nordlichen Gluasdes vorb9 in D,O.

Position *C [ppm] 'H [ppm] HMBC COSY @uu[Hz]) ROESY
1" 104.3 5.24,dd 2" 2" (7.8), 5", 6™ 3
2" 75.1 3.63,m 1", 3" 1", 3", 5"
3" 78.1 3.56,m 2", 4™ 2"
4" 715 3.50,m 3" 5"
5" 77.7 3.86,m 4", 6a", 6b™

Tabelle 27. NMR-Daten des dritten, ndrdlichstendBhierestes vob9 in D,O.

Position *C [ppm] 'H [ppm] HMBC COSY @un[Hz]) ROESY
1 105.2 4.39,d 2" 2" (11.73), 6™ 6"
2 75.2 3.25,m 1, 3™ 1, 3™
3" 78.07 3.33,m 2" 4 2
4™ 78.0 3.29,m 3™ 5
5 78.1 3.52,m 1™, 4™, e
6" 6.28 3.63,dd, - 1 g

3.85 ,dd
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14.12trans-Methyl-1,2,4-trihydroxy-2-methyl-3-oxo- OH o
2,3-dihydro-1H-inden-1-carboxylséaure (60) Me
"'OH
Beigefarbener kristalliner Feststoff (MeOH, 2.8 mg) OH
O~ “OMe

Schmp.: 103 °C (MeOH).
UV (MeOH): Amax = 223 (1.0), 259 (0.35), 311 (0.15) nm.

IR (ATM): v = 3388 (br, w), 2926 (m), 2559 (w), 1966 (m), 1718% 1599 (s), 1466 (m),
1367 (m), 1268 (s), 1196 (s), 1136 (s), 1028 (rop7L(m), 947 (w), 883 (m), 815 (m), 755
(s), 695 (w), 676 (W), 660 (w), 647 (m), 634 (mP16m), 606 (m) ci.

'H-NMR (600 MHz, MeOH-d): § =1.32 (s, 3 H, 2-C}J, 3.61 (s, 3 H, 1'-OCH), 7.25 (dJ =
7.5 Hz,*3=0.9 Hz, 1 H, 5-H), 7.09 (d) = 8.0,°J= 0.9 Hz, 1 H, 7-H), 7.39 (dd) = 7.6,3 =
8.1, 1 H. 6-H) ppm.

3C-NMR (150 MHz, MeOH-g): 6 = 22.3 (2-CH), 53.2 (1'-OCH), 84.4 (C-1), 85.6 (C-2),
123.1 (C-7), 132.5 (C-5), 135.9 (C-9), 137.4 (C-BJ6.6 (C-4), 173.6 (C-1'), 205.3 (C-3)
ppm.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-¢): 6 = 1.19 (s, 3 H, 2-Ch), 3.49 (s, 3 H, 1-OCH), 5.72 (s, 1
H, 1-OH), 5.89 (s, 1 H, 2-OH), 7.13 (@ = 8.0 Hz,*J = 0.7 Hz, 1 H, 5-H), 7.09 (d) = 7.5
Hz,%J = 0.9 Hz, 1 H, 7-H), 7.35 (dd) = 7.7 Hz,%J = 8.5 Hz, 1 H, 6-H), 9.97 (s, 1 H, 4-OH)
ppm.

13C-NMR (150 MHz, DMSO-g): § = 21.6 (2-CH), 52.0 (1'-OCH), 82.5 (C-1), 83.4 (C-2),

113.4 (C-5), 122.1 (C-7), 131.1 (C-6), 135.8 (C-835.9 (C-8), 155.1 (C-4), 172.0 (C-1"),
203.9 (C-3) ppm.

MS (ESI positiv):m/z= 252 [M+H]' (5), 234 (16), 209 (8), 202 (9), 193 (100), 178)(1.63
(2), 149 (15), 147 (10), 121 (9).

HRMS (ESI) berechnet firgH;,06: 251.0561 [M-H]J,
gemessen: 251.0532 [M-H]
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Tabelle 28. NMR-Daten vo&0 in DMSO.

Position 13C [ppm] 'H [ppm] HMBC COSY (uu[Hz]) NOESY
1 82.5
2 83.4
3 203.9
4 155.1
5 1134 7.13,d 3,4,6,7,9 6 (7.5)
6 131.1 7.35,dd 3,5,8 5(7.7), 7 (8.5)
7 122.1 7.09,d 1,4,5,9 6 (8.0) 1-OH,
8 135.9
9 135.8
1 172.0
2-Me 21.6 1.19,s 1,2,3 1-OH, 2-OH
1-OH 5.72,s 1,2, 1 2-Me
2-OH 5.89,s 1,2 2-Me
4-OH 9.97,s 4,9 5
1-OMe 52.0 3.49;s 1

14.13cis-Methyl-1,2,4-trihnydroxy-2-methyl-3-oxo-2,3-
dihydro-1H-inden-1-carboxylséure (61)

Beigefarbener kristalliner Feststoff (MeOH, 2.3 mg)

Schmp.: 127 °C (MeOH).
UV (MeOH): Amax = 223 (1.2), 259 (0.7), 311 (0.3) nm.

IR (ATM): v = 3735 (br, w), 3309 (br, w), 2921 (m), 2849 ((B360 (s), 2341 (s), 2032 (br,
w), 1729 (s), 1601 (m), 1455 (m9, 1300 (s), 1202 1682 (m), 922 (m), 759 (s), 669 (m),
640 (m), 617 (m) ci

'H-NMR (600 MHz, MeOH-@): 6 =1.26 (s, 3 H, 2-Cl), 3.74 (s, 3 H, 1-OC}), 7.24 (dd2J
= 7.6 Hz,*J= 0.9 Hz, 1 H, 5-H), 7.11 (dd) = 8.2,°3 = 0.9 Hz, 1 H, 7-H), 7.40 (dd) = 7.6
Hz,3J=8.3 Hz, 1 H. 6-H) ppm.
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13C-NMR (150 MHz, MeOH-g): 6 = 20.8 (2-CH)), 52.3 (1-OCH), 80.7 (C-1), 81.1 (C-2),
115.6 (C-5), 123.1 (C-7), 132.8 (C-6), 136.5 (C-B38.3 (C-9), 156.7 (C-4), 173.8 (C-1'),
205.8 (C-3) ppm.

MS (ESI positiv):m/z= 252 [M+H] (5), 234 (16), 209 (8), 202 (9), 193 (100), 179)(1163
(2), 149 (15), 147 (10), 121 (9).

HRMS (ESI) berechnet firgH;,0: 251.0561 [M-H]J;
gemessen: 251.0532 [M-H]

Tabelle 29. NMR-Daten voél in MeOH-d;.

Position *C [ppm] 'H [ppm] HMBC COSY @uu[Hz]) NOESY
80.7

81.1

205.3

156.7

115.6 7.24,dd 3,4,6,7,9 6 (7.6), 7 (0.9)

132.8 7.40,dd 4,5,7,8 5 (7.6), 7 (8.3)

123.1 7.11,dd 1,4,5,9 5(0.9), 6 (8.2)

136.5

138.3

173.8

2-Me 20.8 1.26,s 1,2,3 1-OMe

1'-OMe 52.3 3.74,s 1,1 2-Me

© 00 N O O b~ W N PP

=
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15 Futterungsexperimente an Kalluskulturen vonTriphyophyllum peltatum

15.1 Kalluskultur

Fur die Durchfihrung der Futterungsexperimente wear&ulturen verwendet, die 1 bis 2
Tage vor der Futterung der entsprechenden Préalamsaunf frisches Medium transferiert
worden waren. Die Bedingungen der Kultur wurderoggdnicht verandert und entsprachen

den in Kapitel 13.1 angegebenen.

15.2 Fitterungsexperimente an Kalluskulturen von Triphyophyllum peltatum

Die zu verfiitternden Prékursoreli@,]-69 und [°C,]-70 wurden von S. Riidenauer, z.T. in
Kooperation mit Dr. Joan Mutanyatta-Com&t,-markiert hergestellt. Die jeweiligen [1,1'-
13C,]-markierten Préakursoren wurden in geldster Fornor(¥entration 1.0 mg mt, in
EtOH/H,O 1:16) nach Sterilfiltration verflittert. Verwendeurden jeweils zwolf Kulturen
(5.84 g Trockengewicht zur Futterung v68 und 6.87 g fir70), an die jeweils 1 mL der
sterilen Losung appliziert wurden. Dem einleitend@@nterungsereignis folgten zwei weitere
im Abstand von je drei Wochen, bei denen jeweils dieiche Substanzmenge verfittert
wurde, so dass fur jedes Fultterungsexperiment sasge 36 mg markierter Substanz
eingesetzt wurde. Nach neun Wochen Gesamt-Flttezeiigsammelte man alle Kalli vom
Medium ab und lyophilisierte sie. Die Extraktionfadgte dann durch Rihren des
pulverisierten Zellmaterials mit GBl/MeOH (1:1). Dieser Vorgang wurde dreimal
wiederholt. Alle daraus hervorgegangenen Fraktiomereinigte man und entfernte das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter vermitesie Druck. Zur lIsolierung der
Sekundarmetabolite aus dem Rohextrakt wurde diepapative HPLC eingesetzt
[SymmetryPrep-C18-Saule (Waters; 19 x 300 mm, 7 umi dem folgenden
Losungsmittelgradienten: Wasser + 0.05% TFA (A)We+ 0.05% TFA (B); Fluss 10 mL
min®; 0 min 5% B, 30 min 70% B, 35 min 100% B, 40 mB0% B, 41 min 5% B, 46 min
5% B]. Die Trennung des TetrahydroisochinoliféCf]-70 von seinem Dihydro-Analog
[*°C,]-69 wurde an einer semipraparativen Chromolith-RP-S&a@0 x 10 mm) durch
Anwendung des Standardgradienten (Kapitel 11.2)aht.

Der Markierungsgrad aller isolierten Verbindungemin| 4 % nach Fiitterung von®C,]-69
und 8 % nach Applikation vort¥C,]-70) wurde durch*C-NMR-Spektroskopie ermittelt. Die
C,C-Kopplungen der Markierungen wurden durch 2D-INEQUATE-Spektren

nachgewiesen.
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15.3 [1,1-*3C,]-(3R)-3,4-Dihydro-8-hydroxy-1,3-dimethylisochinolin Me
(1*C,]-69) B
8 1
Gelbe Kristalle (MeOH, 81 mg). 012' Me
[TC]-71

Schmp.: 195-197 °C (CGi&l,/MeOH, Zersetzung).
[a] 2 = +67.0 €= 0.1, MeOH).
IR (KBr): v = 2924 (w), 1685(s), 1606 (m), 1465(m), 1205 1485 (m), 800 (w) cih

'H-NMR (400 MHz, CDC}): § = 1.45 (d,*J = 6.7 Hz, 3 H, 3-Ch), 2.87 (dd2J = 16.4 Hz )
= 11.5 Hz, 1 H, Bc4), 3.11 (dd2) = 16.4 Hz) = 5.2 Hz, 1 H, K4), 2.85 (dd;Juc = 131.0
Hz,%Juc = 6.2 Hz, 3 H, 1-Ch), 3.93-4.05 (m, 1 H, H-3), 6.86 (8] = 7.0 Hz, 1 H, H-5 oder
H-7), 6.93 (d3J = 8.9 Hz, 1 H, H-5 oder H-7), 7.53 (d,= 8.9 Hz,*J = 7.0 Hz, 1 H, H-6)
ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCJ): 6 = 18.0 (3-CH), 24.8 (d,Jc.c = 40.1 Hz, 1-CH), 34.6 (C-4),
50.2 (C-3), 117.6 (C-7 und C-9), 120.6 (C-5), 13@C86), 140.3 (C-10), 163.0 (C-8), 178.3
(d,Jc.c=40.4 Hz, C-1) ppm.

MS (EI, 70 eV):m/z (%): 177.2 (100) [M], 162.2 (44) [M-CH]", 148.2 (43).

HRMS (ESI) berechnet furiC,)-C11H1aNO:  178.1143 [M+H];

gemessen: 178.1138 [M+H]
15.4 [1,1-°C,]-(1R,3R)-8-Hydroxy-1,3-dimethyl-1,2,3,4- Me
R|3
tetrahydroisochinolin ([*°C.]-70) < NH
8 =1
.. OH Me
Hellgelbes Ol (MeOH, 7.0 mg).
g ( 9) (C .72

[¢] 2 =-3.0 € = 0.08, MeOH).
IR (KBr): v = 3854 (br, m), 2924 (w), 2853 (w), 1677 (s), 1208, 1139 (m) cn.

'H-NMR (400 MHz, CROD): § = 1.46 (d2J = 6.4 Hz, 3 H, 3-Ch), 1.79 (ddd}J c = 130.0
Hz,%Juc=4.4 Hz3) = 6.7 Hz,3 H, 1-CH;), 2.80 (dd2) = 17.6 Hz2J = 11.7 Hz, 1 H, H4),
3.11 (dd,J = 17.6 Hz,2J = 4.6 Hz, 1 H, K4), 3.77-3.82 (m, 1 H, H-3), 4.89-4.95 und 4.53-
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4.59 (m,"Jyc = 146.4 Hz, 1 H, H-1), 6.68 (4) = 7.8 Hz, 1 H, H-5 oder H-7), 6.69 ) =
8.0 Hz, 1 H, H-5 oder H-7), 7.10 (d¥,= 8.0 Hz,*J = 7.8 Hz, 1 H, H-6) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CROD): 6 = 17.9 (d,Jc.= 36.3 Hz, 1-CH), 19.2 (3-CH), 34.4 (C-4),
45.3 (C-3), 49.5 (dJc.c = 36.3 Hz, C-1), 107.8 (C-7), 114.1 (C-5), 120C79), 130.0 (C-6),
132.9 (C-10), 155.2 (C-8) ppm.

MS (EI, 70 eV):m/z (%): 177.2 (100) [M], 162.2 (44) [M-CH]", 148.2 (43).

HRMS (ESI) berechnet furiC,]-C1iH1gNO:  180.1299 [M + Hi;
gemessen: 180.1297 [M +™H]

15.5 [1,1-Me-"*C,]-Habropetalin A ([**C]-27)
Brauner Feststoff (MeOH, 4.1 mg).

Schmp.: 224 °C (MeOH),
Lit.*14 225 °C (MeOH).

[a] 2 =-15.5 €= 0.1, MeOH),
Lit. '4-16.5 € = 0.1, MeOH).

UV (MEOH): Amax = 233 (1.21), 304 (0.42) nm.

'H-NMR (400 MHz, CDC}): § = 1.52 (d,*J = 6.3 Hz, 3 H, 3-Ch), 1.69 (d;>J = 6.8 Hz, 3 H,
1-CHa), 2.93 (dd2) = 17.3 HzJ = 11.8 Hz, 1 H, H-4), 3.22 (dd2J = 17.7 Hz2J = 4.8 Hz,
1 H, H-4,), 3.92 (s, 3 H, OCH, 3.93 (m, 1 H, H-3), 4.00 (s, 3 H, OQH4.40 (s, 2 H,
CH,OH), 4.86-4.94 (m, 1 H, H-1), 6.84 (1 = 7.7 Hz, 1 H, H-5), 6.86 (d) = 7.7 Hz, 1 H,
H-6), 6.91 (d3J = 7.9 Hz, 1 H, H-6'), 6.96 (d) = 7.9 Hz, 1 H, H-8'), 7.19 (dd) = 8.2 Hz|]
3Jun = 8.0 Hz, 1 H, H-7), 7.24 (s, 1 H, H-3") ppm.

¥C-.NMR (100 MHz, CDGJ): 6 = 18.1 (1-CH, d, Jcc = 35.6 Hz, 4 bzw. 8 %
Markierungsgrad), 19.4 (3-GH 34.6 (C-4), 45.3 (C-1), 50.0 (C-1,d,c = 35.6 Hz, 4 bzw. 8
% Markierungsgrad), 56.9 (5'-OGKI57.1 (4'-OCH), 63.2 (CHOH), 107.0 (C-3'), 107.9 (C-
6", 118.7 (C-10", 119.8 (C-8"), 121.5 (C-5), ®@C-7), 125.2 (C-1'), 127.8 (C-7"), 132.9 (C-
9), 133.0 (C-6), 138.3 (C-10), 140.4 (C-9", 148292, 152.6 (C-8), 159.0 (C-4"), 159.2 (C-
5) ppm.
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HRMS (ESI) berechnet flirfgH gNO;: 394.2013 [M + HJ;
gemessen: 394.2013 [M +H]

Alle ermittelten Werten standen im Einklang mit demler Literatur angegebenen Datef.

15.6 [1,1-Me-"*C,]-Dioncophyllin A ([**C,]-8)
Weil3er Feststoff (MeOH, 4.9 mg).

Schmp.: 212 °C (MeOH),
Lit.1*%31 214 °C (CHC)).

[a] 2= -12.6 €= 0.1, CHC}),
Lit.*%¥1.14.9 £ = 1.0, CHCY).

UV (MEOH): Amax = 231 (1.05), 306 (0.31) nm.

'H-NMR (400 MHz, MeOH-d): § = 1.26 (d*J = 6.3 Hz, 3 H, 3-Ch), 1.47 (d3)=6.7 Hz, 3
H, 1-CH), 2.14 (s, 3 H, 2'-Ch), 2.57 (dd.2J = 116.6 HzJ = 11.1 Hz, 1 H, 4-H), 2.83 (dd,
2)=16.6 Hz2) = 4.1 Hz, 1 H, 4-K), 3.33-3.42 (m, 1 H, 3-H), 3.89 (s, 3 H, Og}B.95 (s, 3
H, OCHs), 4.42 (9,23 = 6.7 Hz, 1 H, 1-H), 6.71-6.76 (m, 2 H, 5-H une-§; 6.82 (d,J = 6.9
Hz, 1 H, 6-H), 6.88 (s, 3 H, 3'-H), 6.89 (dd,= 8.3 Hz,J= 0.9 Hz, 1 H, 8-H), 7.16 (dd) =

7.7 Hz,3=7.7 Hz, 1 H, 7"-H) ppm.

3C-NMR (100 MHz, MeOH-g): 6 = 20.5 (1- CH, d, Jcc = 35.6 Hz, 5 % bzw. 8 %
Markierungsgrad), 20.8 (3-GlH 22.3 (2'- CH), 36.4 (C-4), 43.0 (C-1), 50.1 (C-1,3c =
35.6 Hz, 5 % bzw 8 % Markierungsgrad), 56.8 (Q186.9 (OCH), 107.0 (C-7), 110.0 (C-
1", 110.4 (C-6), 119.9 (C-8"), 121.4 (C-5), 12483, 126.9 (C-7"), 127.3 (C-6"), 128.1 (C-
10), 130.4 (C-9), 135.7 (C-109, 137.5 (C-9), B3g>-2"), 152.0 (C-8), 157.8 (C-5"), 158.4 (C-
4") ppm.

MS (EI, 70 eV):m/z(%) = 204.1 [M] (100), 176.1 (24), 147.1 (36), 121.1 (29).

HRMS (ESI) berechnet flrgH»gNOs: 378.2069 [M + Hi;
gemessen: 378.2063 [M +H]
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Die Identifizierung erfolgte zudem durch HPLC-Kasbms-Experimente mit authentischem
Material. Alle experimentell ermittelten Wertenrst@n im Einklang mit den in der Literatur

angegebenen Daté’

15.7 5-O-Methyldioncophyllin D ([**C,]-42)
Weil3er Feststoff (MeOH, 4.5 mg).

Schmp.: 179 °C (MeOH).

[a] 2= -31.0 € = 0.021, MeOH). [°C,]-42, beide Diastereomere

UV (MEOH): Amax = 231 (1.05), 306 (0.31) nm.

'H-NMR (600 MHz, MeOH-@): 5 = 1.52 (d2J = 6.3 Hz, 3 H, 3-Ch), 1.68 + 1.73 (21 =6.8
Hz, 3 H, 1-CH), 2.28 + 2.31 (s, 3 H, 2"-G 2.89 - 2.94 (dd?J = 17.6 Hz2J = 12.3 Hz, 1 H,
4-Hay), 3.23 (dd2) = 17.6 Hz’J = 4.8 Hz, 1 H, 4-K), 3.85-3.98 (m, 1 H, 3-H), 3.92 (s, 3 H,
4-OCHg), 3.94 (s, 3 H, 5-OC#H), 4.83 (9,2, = 6.8 Hz, 1 H, 1-H), 6.80 (s, 1 H, 1'-H), 6.801s
H, 3-H), 6.84 (d3J=7.7 Hz, 1 H, 5-H), 6.92 (d) = 7.9 Hz, 1 H, 6"-H), 7.06 (d) = 7.7 Hz,

1 H, 6-H), 7.21 (d°J = 7.9 Hz, 1 H, 7"-H) ppm.

3C-NMR (100 MHz, MeOH-g): § = 18.2 (1-CH.d, Jc.c = 35.6 Hz, 8 % Markierungsgrad),
19.3 (3- CH), 22.01 (2-CH)), 34.4 (c-4), 45.1 (C-3), 49.9 (C-1, & c = 35.6 Hz, 8 %
Markierungsgrad), 56.7 (5-OGH 56.9 (4-OCH), 106.6 (C-6'), 109.9 (C-3'), 117.4 (C-10",
118.7 (C-1'), 121.0 (C-5), 127.5 (C-8'), 127.7 (C4B30.2 (C-7"), 132.3 (C-10), 132.6 (C-6),
137.8 (C-2"), 152.1 (C-8), 158.6 (C-4'), 158.7 (Cppm.

HRMS (ESI) berechnet fiitiC,]-Ca4H2gNOs: 380.2136 [M+H],
gemessen: 380.2112 [M+H]
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16 Bereitstellung pflanzlicher Zellkulturen zur Untersuchung der

Biosynthese der Anthrachinone

16.1 Etablierung von Zellkulturen aus sterilem Pflanzennaterial

Als Ausgangsmaterial fur die Etablierung der Zdlilbleen pflanzlicher Aloesaponarin-Ii-
Produzenten sollten keimfrei wachsende Pflanzeangszogen werden. Dazu wurden Samen
von Aloe saponariaundLomatophyllum citreunoberflachensterilisiert (vgl. Kapitel 11.4) und
unter sterilen Bedingungen auf MS-Medium mit halentrierten Makrondhrelementen
(MS/2) ausgesat. Nach der Keimung wurden die S@mliauf frisches MS/2-Medium in
Erlenmeyerkolben transferiert, dies wurde je naciwitklung der Pflanzen alle 4 bis 6
Wochen erneut notwendig. Fur die Entnahme von HExatan zur Zellkultur-Etablierung
waren die Pflanzen nach ca. 6 bis 8 Monaten bedgiter sterilen Bedingungen wurden
sowohl Blatt- als auch Wurzelsticke von der Pflaakgetrennt und auf MS/2-abgeleiteten
Medien Aloel-AloelV,Tabelle 30und Tabelle 31) ausgelegt.

Zunachst wurden vier verschiedene Hormonzusamnenggn getestetA{oelAloelV,
Tabelle 31). Zur Unterscheidung wurden die Medieit dem Namen der Zielpflanze

bezeichnet und mit romischen Ziffern nummeriert.
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Tabelle 30. Zusammensetzung des MS/2-Mediums alsidBrge fir die Etablierung voA.-
saponariaundL.-citreumZellkulturen.

Abgewandeltes
MS-Medium [mg L]

Anorganische Makronahrstoffe KNO; 950
NH;NO; 825
KH,PO, 85
CaCbx 2 HO 220
MgSQ, x 7 H,O 185
Eisenquelle FesQ 7 HO 27.8
NaEDTA 37.3
Anorganische Mikronahrstoffe Kl 0.83
MnSQ, x H,O 16.9
HsBO; 6.2
ZnSQ, x 7 HO 10.59
NaMoO, x 2 HO 0.25
CuSQ x5 HO 0.025
CoChL x 6 HO 0.025
Organische Bestandteile Nicotinsaure 0.5
Thiamin HCI 250
Pyridoxol HCI 0.5
myacInositol 100
Glycin 2
Saccharose 30000
Weitere Zusatze PVPP 5000
Glutathion 100
Phytohormone S. Tabelle 31

Tabelle 31  Phytohormon-Mischungen, die in einem ersten Angataendet wurden.

Phytohormone Aloel Aloell Aloelll AloelV
1-NAA [mg LY 0.3 6 3.7
2,4-D [mg L] 0.5

6-BA [mg L] 2 2 2 1.8

Da die Wachstumsrate insgesamt schlecht war urnel Eigplantate nach wenigen Wochen
abstarben, wurde als paralleler Ansatz die Etabligrvon Kalluskulturen aus insterilem

Pflanzenmaterial durchgefihrt.
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16.2 Kalluskulturen aus insterilem Pflanzenmaterial

Einer im Topf unter Gewachshausbedingungen gezodeisaponariaPflanze wurden
Blatter und Stammstiicke enthnommen. Die Oberfladkdhsierung erfolgte entsprechend
dem in Kapitel 11.4 angegebenen Protokoll. Die aleenen Explantate von 0.5 bis 1 cm
Starke wurden auf den zuvor angegebenen Medien itfap6916.1) ausgelegt. Die
Kallusbildung war bei diesem Ansatz schon nach ifdirddas blof3e Auge sichtbar. Nach
weiteren zwei bis drei Wochen konnten die Kalli vokhtuttergewebe getrennt und
selbststandig kultiviert werden, ohne dass die Kdefdes Absterbens gegeben war. Die
Medienzusammensetzung wurde dabei zunachst betieehal

Da das Medium mit der BezeichnuAdoel von Beginn an unbefriedigende Ergebnisse
erbrachte, wurde dieses verworfen. Ausgehend vonveebleibenden drei Kompositionen

wurden weitere Varianten mit reduziertem 6-BA-Géekahrbeitet.

Tabelle 32. Verénderter Phytohormon-Gehalt weitéeeranten der Medienzusammensetzung.

Phytohormone Aloella Aloellb Aloellla Aloelllb AloelVa AloelVb

1-NAA [mg LY 6 6 3.7 3.7
2,4-D [mg L] 0.5 0.5
6-BA [mg LY 1 0.5 0.5 0.2 0.5 0.2

Der Austausch von GSH gegen Cystein HCI brachteekksi Verbesserung und wurde
daher nicht weiter verfolgt.

Der Einfluss der am Kulturmedium vorgenommenen /Audgen auf das
Sekundarmetabolit-Spektrum wurde durch standartesiextraktion und Aufbereitung eines
Teils der Kalluskulturen untersucht. Dazu wurdea Kalli vom Medium abgesammelt. Zur
Reduzierung des Wassergehaltes erfolgte zunachet Zgntrifugation, bei der die Zellen
prazipitierten. Der sich ergebende wéassrige Ubedstaurde mit Ethylacetat extrahiert um
sicherzugehen, dass keine Anthrachinone enthaltareny Die wassrige Phase konnte
daraufhin verworfen werden. Das Zellmaterial wurdesifach mit Aceton extrahiert und der
erhaltene Rohextrakt zur Trockne eingeengt. Umk&ycAminoséuren und Salze zu
entfernen, wurde der Ruckstand noch einmal in Wasaggenommen und gegen
Dichlormethan extrahiert. Dabei gingen alle Antlwiaone in die organische Phase Uber.

Die Extrakte wurden mittels analytischer HPLC (Stambedingungen s. Kapitel 11.2)
untersucht. Um den Gehalt an Anthrachinonen disektHand der Chromatogramme der
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einzelnen Kulturen vergleichen zu kénnen wurdenHi®.C-Proben so hergestellt, dass die
Konzentration der Proben von der eingesetzten Kiaknge (TG) abhangig war. Bezogen auf
die Anthrachinon-Produktion stellte sich das Mediloellb als das Effektivste heraus. Das

Wachstum der Kulturen war aber &lbelV nach wie vor am besten.

16.3 Isolierung von Anthrachinonen ausAloe saponaria

Diejenigen Teile deA.-saponariaMutterpflanze, die nicht fir die Zellkultur-Etablung
dienten, wurden genutzt, um Sekundarmetaboliteudaza isolieren. Die einzelnen Organe
der Pflanze (Blatter, Stamm und Wurzel) wurdenegett voneinander untersucht. Die Blatter
enthielten keine Anthrachinone und wurden dahdrtraasfihrlicher untersucht.

Das getrocknete Pflanzenmaterial (16.0 g Stamm- 2h& g Wurzelmaterial) wurde
zerkleinert und dreimal mit Ethylacetat extrahiesp dass sich nach Entfernen des
Losungsmittels 1.8 g (Stamm) und 2.3 g (Wurzel) &dtakt (TG) als 6liger Ruckstand
ergaben. Das Waschen dieses Rickstands mit Methé&ilote zu einer braunen
methanolischen Lésung. Nach Entfernen des Methasi@b ein orangefarbener Riickstand
im Kolben, der nur in unpolareren Losungsmitteln igslich war. Beide Fraktionen wurden
per HPLC untersucht und enthielten Anthrachinonee [Sekundarmetabolite aus der
Methanolfraktion wurden durch praparative HPLC imt®l Dabei handelte es sich
ausschlieBlich um Monomere und Préanthrachinone.diBazweite Fraktion Methanol-
unléslich war, wurde hier auf die Methode der prapaen Dunnschichtchromatographie
(PSC) auf vorbereiteten PSC-Platten der Fiivtexck zurtickgegriffen. Die Trennung Uber
Kieselgelsaulen erwies sich nicht als effektiv. Algufmittel kam ein mit einem Tropfen
Ameisensaure versetztes Gemisch aus EthylacetatPetrdlether (1:2) zum Einsatz. Auf

diesem Wege wurden dimere Anthrachinone isoliert.
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16.4 Aloesaponarin | (80) HO O Me O
Gelblich-brauner Feststoff (MeOH, 12.0 mg). O‘O OMe

OH
Schmp.: 190 °C (MeOH), O 80

Lit.'*’®1 199-200 °C (keine Angabe).
UV (MEOH): max = 215 (1.96), 275 (1.75), 407 (0.41) nm.

'H-NMR (600 MHz, Aceton-g): 6 = 2.71 (3 H, 1-Ch), 3.93 (3 H, 2-Me-Ester), 7.31 (] =
8.06 Hz, 1 H, 5-H), 7.70 (d) = 7.55 Hz, 1 H, 7-H), 7.73 (ddJ = 8.06 Hz3J = 7.55 Hz, 1 H,
6-H), 7.76 (d2J = 7.55 Hz, 1 H, 4-H), 12.91 (8-OH) ppm.

13C-NMR (150 MHz, Aceton-g): § = 20.3 (1-CH), 52.7 (2-Me-Ester), 112.9 (C-4), 117.9 (C-
12), 119.2 (C-7), 124.2 (C-13), 125.1 (C-5), 13(C82), 133.8 (C-11), 136.8 (C-6), 138.8
(C-14), 142.7 (C-1), 159.9 (C-3), 162.9 (C-8), BR-COOMe), 182.8 (C-10), 190.7 (C-9)
ppm.

HRMS (ESI) berechnet furgHi,NaOs: 335.0532 [M + Nal}
gemessen: 335.0526 [M + Na]

Alle ermittelten Werten standen im Einklang mit dém der Literatur angegebenen

Daten!269:276]

16.5 Laccainsaure-Methylester (81) HO O Me O

Gelblich-brauner Feststoff (MeOH, 10.5 mg). O‘O OMe
HO

OH
Schmp.: 285 °C (Aceton), 0 81
Lit.1*’"1 282-284 °C (Aceton).

UV (MeOH): /max = 215 (1.96), 275 (1.75), 407 (0.41) nm.

'H-NMR (600 MHz, Aceton-g): 6 = 2.66 (3 H, 1-CH), 3.92 (3 H, 2-Me-Ester), 6.62 (4 =
2.26 Hz, 1 H, 7-H), 7.13 (d) = 2.24 Hz, 1 H, 5-H), 7.67 (s, 1 H, 4-H) ppm.

13C-NMR (150 MHz, Aceton-g): § = 20.2 (1-CH), 52.6 (2-Me-Ester), 108.1 (C-5), 109.3 (C-
7), 111.5 (C-12), 113.1 (C-4), 124.0 (C-13), 13@92), 135.3 (C-11), 137.9 (C-14), 142.2
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(C-1), 159.2 (C-3), 165.1 (C-6), 166.1 (C-8), 168@1COOMe), 182.7 (C-10), 189.2 (C-9)
ppm.

HRMS (ESI) berechnet firgH;,07: 327.0505 [M-H],
gemessen: 327.0510 [M-H]

Alle ermittelten Werten standen im Einklang mit dém der Literatur angegebenen

Daten[.260'277]

16.6 Aloesaponol | (79)
O HO Me O

Gelblich-brauner Feststoff (MeOH, 11.3 mg). OMe

Schmp.: 285 °C (Aceton), "o 79 o

1) Lit.?""282-284 °C (Aceton).
UV (MeOH): Amax= 223 (0.75), 275 (2.05), 315 (0.38), 379 (0.5h) n

[a] 2 = -4.5 (c = 0.01, Aceton),
Lit?% = .45 (c = 0.1, Aceton).

'H-NMR (600 MHz, Aceton-g): 6 = 2.79 (s, 3 H, 1-C¥J, 3.81 (s, 3 H, 2-Me-Ester), 2.75 (dd,
?J=16.8 Hz) = 7.12 Hz, 1 H, H-Z), 2.98 (d,”J = 16.8 Hz, 1 H, H-%), 3.00 (d,?J = 15.9
Hz, 1 H, H-%¢), 3.21 (d,”J = 15.9 Hz, 1 H, H-5), 4.41-4.37 (m, 1-H, H-6), 6.90 (s, 1 H, H-
10), 6.99 (s, 1 H, H-4) ppm.

3C-NMR (150 MHz, Aceton-g): 6 = 21.1 (1-CH), 38.8 (C-5), 47.6 (C-7), 52.3 (2-Me-Ester),
66.0 (C-6), 108.5 (C-4), 111,4 (C-12), 117,2 (C;113)7.6 (C-10), 126.2 (C-2), 138.2 (C-11),
138.6 (C-14), 142.2 (C-1), 155.9 (C-3), 167.0 (C1%9.1 (2-COOMe), 204.3 (C-8) ppm.

HRMS (ESI) berechnet firgH;506: 315.0869 [M-H],
gemessen: 315.0866 [M-H]

Alle ermittelten Werten standen im Einklang mit dém der Literatur angegebenen

Daten!269:277]

7 An dem verwendeten Instrument konnte keine héhere Konzentration gemessen werden. Da der Drehwert

. . . . . . 20 . . . .
Konzentrationsabhdngig ist, ergibt sich rechnerisch ein [a] 5" -Wert, der identisch mit den Literaturangaben
war.
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16.7 Asphodelin (82)
Orange-gelber Feststoff (Aceton, 11.3 mg).

Schmp.: 278 °C (Aceton),
Lit.[2"® 274-294°C (Aceton).

[a] 2 =+ 99 € = 0.024, Aceton),
Lit®®Y = + 90 € = 0.05, CHC)).

CD (MeOH): Amax (Ag) = 461 (4.93), 283 (-4.62), 262 (5.83), 225
(-17.97), 221 (-6.79), 215 (-10.26), 211 (-4.3982-9.29), 202 (29.15).

'H-NMR (600 MHz, CDC}): 6 = 2.14 (s, 3 H, 3-Ck), 2.49 (s, 3 H, 3-Ch), 7.12 (s, 1 H, 2~
H), 7.27 (& 1 H, 7-H) 7.30 (s, 1 H, 2-H), 7.39 @,= 7.6 Hz, 1 H, 6'-H), 7.57 (d) = 7.7 Hz,

1 H, 5-H), 7.60 (dd*J = 7.7 Hz,*J = 8.0 Hz, 1 H, 6-H), 7.71 (s, 1 H, 4"-H), 7.96 {@= 7.6
Hz, 1 H, 5-H), 12.01 (s, 1 H, 1'-OH), 12.03 ($1,18-0OH), 12.39 (s, 1 H, 8-0OH), 12.58 (s, 1
H, 1-OH) ppm.

3C-NMR (150 MHz, CDQJ): § = 21.4 (3-CH), 22.2 (3-CH), 114.8 (C-13), 114.0 (C-13),

115.4 (C-12), 115.7 (C-12), 120.0 (C-5), 120.35)C121.3 (C-4'), 124.1 (C-7), 124.3 (C-2),
125.5 (C-2), 130.3 (C-4), 131.0 (C-14'), 132.6 (C);1133.5 (C-14), 134.0 (C-11), 135.9 (C-
6, 137.1 (C-6), 137.2 (C-7"), 149.1 (C-3), 14@343'), 159.6 (C-8"), 162.0 (C-8), 162.7 (C-
1, 162.9 (C-1), 181.9 (C-10), 182.4 (C-10), BoEC-9, C-9') ppm.

HRMS (ESI) berechnet flrggH;7Og: 505.0923 [M-H];
gemessen: 505.0928 [M-H]

Alle ermittelten Werten standen im Einklang mit dém der Literatur angegebenen

Daten!261:278]

8 Signal war zur Halfte vom Lésungsmittelpeak verdeckt, so dass keine Kopplungskonstante gemessen werden
konnte.
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16.8 10-Hydroxy-10,7'-(chrysophanolanthron)-chrysophanol
(83)

Orange-gelber Feststoff (Aceton, 6.8 mg).

Schmp.: 221 °C (Aceton),
Lit.[2%91 225.227°C (Aceton).

[a] 2 = - 27 € = 0.043, Aceton),
Lt = - 30 € = 0.03, Dioxan).

UV (MEOH): Amax = 223 (1.27), 263 (0.72), 291 (0.39), 387 (0.3B) (0.32) nm.
CD (MeOH): Amax (Ag) = 308 (1.33), 270 (-3.95), 257 (-0.35), 234 (15,217 (4.46).

'H-NMR (600 MHz, Aceton-g): d = 2.24 (s, 3 H, 3-CH), 2.46 (s, 3 H, 3-CH), 6.75 (s, 1 H,
4-H), 6.76 (s, 1 H, 2-H), 6.88 (d) = 7.7 Hz, 1 H, 5-H), 6.91 (d) = 8.3 Hz, 1 H, 7-H), 7.12
(s, 1 H, 2", 7.49 (ddJ = 7.7 Hz,*J = 8.3 Hz, 1 H, 6-H), 7.60 (s, 1 H, 4'-H), 7.98 {@= 7.9
Hz, 1 H, 5-H), 8.80 (d®J = 7.9 Hz, 1 H, 6'-H), 12.35 (Ar-OH), 12.33 (Ar-OHpm.

13C-NMR (150 MHz, Aceton-g): d = 22.04 (3'-CH3), 22.06 (3-CH3), 70.1 (C-10), 11623
13), 114.6 (C-13"), 115.4 (C-12), 116.6 (C-12')7.51(C-7), 117.8 (C-2), 119.8 (C-5), 120.2
(C-5), 121.4 (C-4), 121.5 (C-4'), 124.7 (C-2'), BBBC-6'), 137.5 (C-6), 142.7 (C-11'), 148.5
(C-11), 150.6 (C-3'), 159.4 (C-7"), 162.7 (C-8%21 (C-8), 163.2 (C-1), 163.5 (C-1'), 182.0
(C-10'), 193.6 (C-9"), 194.2 (C-9) ppm.

HRMS (ESI) berechnet firggH;90sg: 507.1085 [M-H],
gemessen: 507.1080 [M-H]

Alle ermittelten Werten standen im Einklang mit dém der Literatur angegebenen
Datenf?®*?*% Dje Enantiomeren-Reinheit wurde mittels HPLC airater Phase einer Lux-
Cellulose-1-Séaule (F&henomenéxund isokratischen Bedingungen (Wasser + 0.05 % TF
(A) und MeCN + 0.05 % TFA (B); 10 % A, Fluss 0.7% min™) festgestellt.
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