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1. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

°C Grad Celsius
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% Prozent

1D eindimensional

H Wasserstoff-Isotop mit einem Neutron
13C Kohlenstoff-Isotop mit 13 Neutronen
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€ molarer Absorptionskoeffizient

Amax Wellenldnge des Absorptionsmaximums
ug Mikrogramm

pl Mikroliter

pm Mikrometer

uM Mikromolar

0] Torsionswinkel

A Angstrém

AA Anisaldehyd-Schwefelsdure Reagenz
ACN Acetonitril

ANOVA analysis of variance, Varianzanalyse
ASC ascending Modus

br breites Signal

BSA Bovines Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

c Konzentration

C. Commiphora

ca. circa

CDh Circular dichroism, Zirkulardichroismus
CDCls deuteriertes Chloroform
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CO: Kohlenstoffdioxid

COSsYy Correlated spectroscopy

COX Cyclooxygenase

CPC Centrifugal Partition Chromatography
CuU Colitis ulcerosa

CXCL13 C-X-C motif Chemokin 13

d Dublett

DAD Diodenarray-Detektor

DC Diinnschichtchromatographie/Diinnschichtchromatogramm
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Heinrich Gustav Adolf Engler
Electrospray-lonisation
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Heteronuclear Single-Quantum Correlation Spectroscopy
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Interleukin
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Kelvin
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Liter
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Leukozyten Funktions-Antigen 1

Liquid Injection Field Desorption Ionization
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2. EINLEITUNG

2.1. Commiphora myrrha (NEES) ENGL.

Die Familie der Burseraceen gehort zur Ordnung der Sapindales innerhalb der
Angiospermen und umfasst 18 Gattungen mit insgesamt ca. 640 Arten, die sich in drei
Unterfamilien (Bursereae, Cacarieae und Protieae) unterteilen lassen. Zusammen mit dem
nah verwandten Weihrauch (Boswellia) gehort die Gattung Commiphora zu den Bursereae [1].
In dieser Gattung sind etwa 150-200 Arten kleinblattriger, gummiharz-fiithrender Pflanzen
mit sich abschdlender Rinde, weichem Holz und dickem unverzweigtem Stamm
(Pachycaulie) zusammengefasst. Ihr Verbreitungsgebiet erstreckt sich iiber den tropischen
bis subtropischen Bereich von Subsahara-Afrika tiber Madagaskar, die arabische Halbinsel
bis nach Indien und Pakistan [1-3]. Eine einzelne Art, C. leptophloeos, kommt auch in
Brasilien vor [2]. Das getrocknete Gummiharz von verschiedenen Commiphora-Spezies wird
als Myrrhe bezeichnet, wobei vor allem die echte Myrrhe, Commiphora myrrha (NEES) ENGL.,
zur Gewinnung der Droge verwendet wird [4]. Diese Pflanze wird synonym auch als
C. myrrha var. molmol ENGL. oder C. molmol (ENGL.) sowie in &lteren Quellen als
Balsamodendrum myrrha NEES oder Balsamea myrrha (NEES) OKEN bezeichnet [3,5].

C. myrrha ist in weiten Teilen Nordafrikas und der arabischen Halbinsel verbreitet,
wobei grole Bestinde vor allem in Somalia, Athiopien und Saudi-Arabien beheimatet sind
[6-9]. Die echte Myrrhe gedeiht in den Okoregionen des Akazien-Commiphora-Buschlands,
welches Bestandteil von Graslandschaften und Savannen ist und sich durch flache Boden mit
Kalkgestein auszeichnet [10,11].

Der Name Commiphora leitet sich ab von den griechischen Wortern kémmi fiir das Harz
der Nil-Akazie und -phoros fiir tragend [12] und nimmt darauf Bezug, dass viele Commiphora-
Spezies ein Gummiharz fiihren. Dieses befindet sich in schizogenen Harzkanilen, die die
ganze Pflanze durchziehen. Werden sie verletzt, tritt das Gummiharz als milchige, stark
duftende Fliissigkeit aus, die an der Luft zu einem gelblich-braunlichen, durchsichtigen
Feststoff aushartet, der als Myrrhe bezeichnet wird [11,13] (Abbildung 1). Die
Artbezeichnung myrrha leitet sich vom arabischen murr bzw. lateinischem murra fiir bitter ab
und bezieht sich auf den anhaltend bitteren Geschmack der Droge [8,12].



Abbildung 1. Gummiharz von Commiphora spec., Quelle: Thomas Gruber.

C. myrrha wachst als dorniger, stimmiger Strauch oder kleiner Baum, der max. 4 m
Hohe erreicht und besitzt eine silberne bis weifi-graulichen Borke, die sich in grofsen
pergamentartigen Stiicken teilweise abldst und darunter eine griine Schicht freigibt. Die
Blattform kann sehr variabel sein und zeichnet sich durch eine dreizdhlig gefingerte
Blattspreite mit einer grofilen Mittelfieder und zwei kleineren bis stark reduzierten
Seitenfiedern aus. Die ledrigen Blatter konnen elliptisch bis spatelférmig oder lanzettlich
sein, sind an der Spitze teilweise gesdgt und 6-44 mm lang sowie 3-20 mm breit [8]. Die
didzischen Pflanzen bilden kleine eingeschlechtige Bliiten, die vierzahlig angelegt und von
gelblich-griinlicher Farbe sind. Mannliche Bliiten besitzen einen 4 mm langen, rotlichen und
vierspitzigen Bliitenboden, der kelch- oder becherférmig ist und 4,5 mm lange und 1,5 mm
breite, spitz zulaufende Petalen trdgt. Zwei bis vier mannliche Bliiten bilden dichasiale
Trugdolden mit braunlichen Brakteen und sparlich driisig behaarten Bliitenstandsachsen [8].
Die weiblichen Bliiten und Bliitenstande sind nur unzuldnglich beschrieben. C. myrrha bildet
runde bis elliptische 12-16 mm lange und 6-8 mm breite Steinfriichte mit einer fleischigen
dufleren Schicht und einem 6-9 mm langen und 4-6 mm breiten Samen [6] (Abbildung 2).



Abbildung 2. Commiphora myrrha aus ,, Kohler’s Medizinal-Pflanzen” (1887). Teil eines beblitterten Astes
(A); Zweigende mit Friichten (B); Blatt, vergrofiert (1); minnliche Bliite von Balsamodendron ehrenbergianum,
nach Berg (2); weibliche Bliite derselben Art, gleichfalls nach Berg (3); Frucht (4 und 5). Quelle: Wikimedia
Commons [14].

2.2, Bekannte Inhaltstoffe der Myrrhe

Bei Myrrhe handelt es sich um ein komplexes Stoffgemisch dessen Zusammensetzung
bereits intensiv untersucht wurde. Das getrocknete Gummiharz besteht zu etwa 30-60% aus
wasserloslichen Gummen, 25-40% aus alkohollgslichem Harz und 3-8% aus atherischem Ol
[15].

Der wasserlosliche Anteil setzt sich aus Proteoglykanen mit einem Proteinanteil von
10-49% und einem hohen Anteil an glucuronsiaurehaltigen Polymeren zusammen. Die
Glycoproteine besitzen einem Proteinkern, an dem tiber Hydroxyprolin, das bis zu 40% der
Aminosduren ausmacht, Zuckerketten verkniipft sind. Diese sind entweder aus Arabinose
oder Galaktose verkniipft mit 4-O-Methylglucuronsaure aufgebaut [16]. Der wasserldsliche
Anteil der Myrrhe zeigt damit Ahnlichkeiten zu den Gummen der Acacia [17].



Der Rest des Gummiharzes besteht hauptsachlich aus terpenoiden Verbindungen und
enthdlt vorrangig Sesqui- und Triterpene, die sich je nach Volatilitit dem Harz oder

atherischen Ol zuordnen lassen.
2.2.1. Monoterpene

Monoterpene bestehen aus zwei Isopreneinheiten und verfligen damit (zumindestens zu
Beginn der Biosynthese) iiber zehn Kohlenstoffatome. Sie sind in der Regel fliichtig und
Bestandteile des dtherischen Ols [18]. Auch im &therischen Ol vieler Commiphora-Arten sind
Monoterpene zu finden und bilden teilweise sogar die Hauptbestandteile. Sie sind
beispielsweise bis zu 75-80% im Ol von C.tenuis und C. cyclophylla enthalten, wobei
Limonen, a-Thujen, a-Pinen, B-Pinen und Sabinen vorherrschen [19,20]. Aber auch in
anderen Arten wie C. opobalsamum, C.sphaerocarpa und C. mukul wurden Monoterpene in
relevanten Mengen nachgewiesen [5,21]. Fiir das atherische Ol von C.myrrha ist die
Anwesenheit von Limonen und Pinen dokumentiert, entsprechende Quellen stammen aber
von vor 1944 [5,15]. In moderneren GC-MS-Untersuchungen konnte dies nicht bestatigt
werden [21-26], was den Verdacht nahelegt, dass das vor 1944 verwendete Drogenmaterial
unter Umstanden mit anderen Arten verunreinigt war. Moglicherweise spielt aber auch die

Herkunft des Gummiharzes eine Rolle.
2.2.2, Sesquiterpene

Sesquiterpene sind die am besten untersuchte Inhaltstoffklasse in C. myrrha. Sie bestehen
aus drei Isopreneinheiten und erreichen aufgrund ihres variablen Kohlenstoffskeletts und
vielfaltiger Oxidationsmuster eine gewaltige Strukturvielfalt [18]. Wie die Monoterpene sind
sie ebenfalls meist fliichtig und damit GC-MS-Untersuchungen zuganglich, was die
Identifizierung und Quantifizierung im &therischen Ol und in Extrakten ermdglicht.
Entsprechende Studien zu C. myrrha wurden bereits mehrfach mit variablen Ergebnissen
durchgefiihrt [21-26]. Diese Daten sollen hier kurz verglichen werden, um einen Einblick in
das Inhaltstoffspektrum von fliichtigen Sesquiterpenen zu erhalten. Alle hier
zusammengefassten Untersuchungen haben Substanzen {iber MS-Spektren identifiziert und
relative Gehalte mittels einer 100%-Methode berechnet. Durch Vergleich von sechs Studien
konnte ein Ranking der am haufigsten detektierten Komponenten erstellt werden (Tabelle
1).



Tabelle 1. Zusammenfassungen von sechs Studien zu GC-MS-Untersuchungen von C. myrrha:
[21] Dekebo et al. (2002), [22] Morteza-Semnani et al. (2003), [23] Madia et al. (2021), [24] Marongiu et al.
(2005), [25] Nikolic et al. (2016), [26] Hanus et al. (2008); Genannt ist jeweils das untersuchte Probenmaterial
(ith. Ol itherisches Ol, CO»E. CO»Extrakt, EtOAc-E. Ethylacetat-Extrakt) und dessen Herkunft soweit
bekannt (ETH Athiopien, IRN Iran, SOM Somalia, unbek. unbekannt, A kommerziell erworben (Sensient
Essential Oils, Deutschland), B kommerziell erworben (Tamar Ltd., Israel), € kommerziell erworben (Pamir Ltd.,
Israel). Aufgefiihrt sind aufSerdem detektierte Verbindungen nach Héaufigkeit und ihr durch GC-MS ermittelter
Gehalt in Prozent nach der 100%-Methode (tr. in Spuren nachgewiesen).

Literaturquelle [21] [22] [23] [24] [25] [26]
Untersuchungsmaterial 4th. O1 4th. Ol CO»-E. CO:-E. ath.Ol &th. Ol EtOAc-E.
Drogenherkunft ETH IRN SOM ETH ETH  unbek.A unbek.P unbek.c
GC-MS [%]
Furanoeudesma-1,3-dien 34,0* 15,0 31,1¢ 34,9 38,6 32,8 9,0 20,6
Curzeren 2,0 40,1 23,1 8,5 17,5 34,7 6,7 17,9
Lindestren 12,0* - 11,9 12,9 14,4 10,2 2,7 6,2
B-Elemen 8,7 8,4 3,9 3,0 4,8 4,3 2,0 3,9
2-Acetoxyfuranodien tr. 6,8 - - - - 9,8 8,8
2-Methoxyfuranodien 2,1* 45 - - - 6,3 3,9 8,5
Furanodien 19,7* 1,1 - - - - - -
v-Elemen 1,1 2,6 2,3 0,3 1,1 3,6 0,9 2,0
Germacren B 4,3 - - 2,3 1,9 0,9 04 04
Germacron - - - 5,8 2,8 - - -
O-Elemen 2,1 0,5 0,8 0,8 1,0 0,9 0,1 0,7
Germacren D 3,2 - 0,3 1,1 1,0 - 0,3 0,2
Atractylon - - - 2,8 2,5 - - -
Epicurzerenon - - - - - 0,7 3,6 -
B-Bourbonen 1,2 0,6 - 0,6 0,8 - 0,2 0,3
O-Eudesmol - 2,7 0,3 - - - - -
trans-Caryophyllen 1,3 0,7 - 0,6 0,5 - - -
v-Cadinen 1,2 0,8 0,6 - - tr. - -
Curzerenon - - - 1,4 0,9 - - -
B-Selinen 0,6 - - - - 0,7 0,7 0,3
7-epi-a-Eudesmol - 2,2 - - - - - -
Alloaromadendren 0,2 1,7 - - - - - -
Furanoeudesma-1,4-dien 1,2 - - - - - 0,7 -
Valencen - - - 1,0 0,9 - - -
Elemolacetat - - - - - 1,8 - -
Furanodienon - - 1,7¢ - - - - -
2-Hydroxyfuranodien - 0,2 - - - - 1,5 -
T-Cadinol 1,6 - - - - - - -
0-Cadinen 0,4 0,3 0,5 - - tr. 0,4 -
a-Humulen 0,6 0,3 0,2 0,2 - - 0,1 0,1
a-Copaen 0,2 - 04 0,3 - - 0,3 0,2
Elemol 0,2 0,2 0,4 - - - 0,6 -
Germacren A - - - 0,8 04 - - -
0-Guajen - - 1,0 - - - - -
10-epi-y-Eudesmolacetat - 0,3 - 0,7 - - - -

v-Muurolene 0,2 0,3 - 0,4 - - - -




Fortsetzung Tabelle 1

cis-B-Elemenon - 0,8 - - - - i
cis-Caryophyllen - - - - - 0,7 - -
Caryophyllenoxide - 0,2 0,5 - - - - -
a-Selinen 0,5 - - - - - - -
Spatulenol - - 0,5 - - - i -
9-epi-Caryophyllen - 0,4 - - - - - -
Caryophyllenalkohol - 0,4 - - - - - -
B-Ylangen 0,3 - - - - - - -
v-Eudesmol - - 0,3 - _ - B _
Aromadendren - - - - - - 0,3 -
Bicyclogermacren 0,2 - - - - - - -
B-Sesquiphellandren - 0,2 - - - - - -
Selina-3,7(11)-dien - 0,2 - - - - - -
Dehydroaromadendran - 0,1 - - - - - -
a-Bergamoten - - - - - - 0,1 -

* Identitdt durch NMR bestétigt, * Identitdt durch Co-Injektion mit Referenz bestétigt

Die fliichtigen Komponenten von C. myrrha setzen sich aus verschiedenen Strukturtypen
von Sesquiterpenen zusammen. Unter ihnen wurden dreizehn Eudesmane, je neun Elemane
und Germacrane, sechs Cadinane, je fiinf Guajane und Caryophyllane sowie einige seltenere
Typen nachgewiesen. Auch Verbindungen, die ungewdhnliche, zusatzliche Ringschliisse
und damit trizyklische Strukturen aufweisen, sind enthalten. Hierzu gehdren zum Beispiel
Abkommlinge des Aromadendrens (sieche Abbildung 125) und a-Copaen sowie 3-Ylangen.
Die Verbindungen sind charakterisiert durch einen niedrigen Oxidationsgrad. So besitzen 29
der detektierten Substanzen iiberhaupt kein, 16 nur ein und sechs Verbindungen zwei
Sauerstoffatome. Es handelt sich also in den meisten Fallen um sehr unpolare Verbindungen,
von denen keine eine Lacton-Struktur besitzt.

Grundsatzlich variieren die Probenmaterialien in ihrer Zusammensetzung stark, was
zum einen durch unterschiedliche Extraktionsmethoden und Herkiinfte, zum anderen durch
die zur Analyse verwendeten Datenbanken zu erkldaren ist. Dennoch konnen einige
Verbindungen trotz dieser Unterschiede in mehreren Studien als Hauptkomponenten
identifiziert werden. Die mit 9,0-38,6% im Schnitt am meisten detektierte Verbindung war
Furanoeudesma-1,3-dien, welches in vier der sechs Untersuchungen auch die
Hauptkomponente darstellte. Darauf folgten Curzeren (2,0-40,1%), Lindestren (2,7-14,4%)
und -Elemen (2,0-8,7%). Andere Verbindungen konnten leider nicht in allen Studien erfasst
werden, was einen quantitativen Vergleich erschwert. Einige Hauptkomponenten sind in
Abbildung 3 dargestellt.



Furanoesdesma-1,3-dien Curzeren Lindestren $3-Elemen
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2-Acetoxyfuranodien 2-Methoxyfuranodien Furanodien

Abbildung 3. Strukturen der hiufigsten fliichtigen Sesquiterpene in C. myrrha.

Neben den bisher genannten fliichtigen Sesquiterpenen des atherischen Ols wurden fiir
C. myrrha weitere Verbindungen durch Isolierung nachgewiesen, die einen hdoheren
Oxidationsgrad besitzen. Unter ihnen findet sich auch eine Reihe an Sesquiterpenlactonen.
Diese Verbindungen wurden in GC-MS-Untersuchungen nicht detektiert, was zum einen
darauf hindeutet, dass diese weniger fliichtig oder instabiler sind. Zum anderen sind diese
Substanzen auch nicht so bekannt und damit weniger in den verwendeten Datenbanken
vertreten. Entsprechende Strukturen wurden beispielspeise von Ayyad et al., Shen et al., Xu
et al. und Greve et al. beschrieben [27-31]. Sie dhneln den Sesquiterpenen des dtherischen
QOls, besitzen aber oft ein 2-Methyl-2-butenolid-Strukturelement anstelle eines Furanrings.

Einige Beispielsubstanzen sind in Abbildung 4 dargestellt.

H
\H/O o)
O = ©
Hydroxylindestrenolid Hydroxyisogermafurenolid 283-Acetyloxyglechomanolid

Abbildung 4. Strukturen von Sesquiterpenlactonen aus C. myrrha.



2.2.3. Diterpene

Diterpene sind aufgrund ihrer 20 Kohlenstoffatome und der héheren Molmasse in der
Regel nicht mehr fliichtig und damit Bestandteile des Harzes [18]. Sie kommen vor allem in
anderen Commiphora-Arten wie C. mukul vor, in der Cembren und dessen Derivate
nachgewiesen wurden [5,32,33]. Fir C. myrrha ist nur das Vorkommen von
Abietanderivaten, wie Sandaracopimarsaure und Abietansdure, dokumentiert [34]

(Abbildung 5).

'/I

“COOH “COOH

Cembren Sandaracopimarsdure Abietansédure

Abbildung 5. Strukturen von Cembren, Sandaracopimarsiure und Abietansiure.



2.24. Triterpene

Der Harzanteil der Myrrhe ist bedeutend schlechter untersucht als ihr dtherisches Ol. Es
besteht zu einem Grofiteil aus Triterpenen verschiedener Strukturtypen, darunter
Dammarane, Cycloartane, Oleanane, Lupane, Ursane und Lanostane [33]. Zu Triterpenen
aus C. myrrha gibt es nur wenige Untersuchungen, es wurden aber im Gegensatz zu andern
Commiphora-Arten bisher nur tri- oder tetrazyklisch Verbindungen nachgewiesen, die wenig
funktionalisiert sind. Gut dokumentiert ist das Vorkommen von Terpenen vom Dammaran-
und Cycloartan-Typ, welche von Shen et al., Su et al. und Greve et al. beschrieben wurden
[29,30,34]. In Abbildung 6 sind einige dieser Substanzen beispielhaft aufgefiihrt. Zur
biosynthetischen Herkunft dieser Verbindungsklassen siehe auch Kapitel 3.4.8 und
Abbildung 129.

R=H
R = Isovaleryl

Abbildung 6. Strukturen von Triterpenen aus C. myrrha.

Neben den klassischen Triterpenen finden sich in C. myrrha und anderen
Commiphora-Arten auch Derivate mit einer abgespaltenen Seitenkette [29,34-36]. Diese
Substanzen besitzen ein Kohlenstoffskelett aus 22 C-Atomen und werden als Mansumbinane
bezeichnet [36]. Biosynthetisch stammen sie von den Dammaranen ab (siehe hierzu auch
348 und Abbildung 132). In Abbildung 7 sind einige Beispielverbindungen

zusammengefasst.

R;=R,=0 Mansumbinon 3,4-Seco-mansumbionsiure
R;=0H, R,=H Mansumbinol

Abbildung 7. Strukturen von verkiirzten Triterpenen aus C. myrrha.



2.2.5. Steroide

In C. myrrha wurden bisher noch keine Steroide nachgewiesen, in anderen Arten, wie
der indischen Myrrhe (C. mukul), gehoren sie aber zu den prominentesten Inhaltstoffen. Sie
konnen dort als Cz-Steroide vorkommen, es sind aber auch Verbindungen mit einer
verkiirzten Seitenkette und 23 C-Atomen enthalten. Zwei dieser Verbindungen, E- und
Z-Guggulsteron (Abbildung 8), haben aufgrund ihrer potenten anti-tumor- und

anti-inflammatorischen Wirkung grofSes Interesse geweckt [5,32,33].

@)

R, =H, R,=CH,; Z-Guggulsteron
R;=CH; R,=H E-Guggulsteron

Abbildung 8. Struktur von E- und Z-Guggulsteron.

2.3. Traditionelle Verwendung von Myrrhe

Die Verwendung von Myrrhe zu religiosen, kultischen, kosmetischen, aber auch
medizinischen Zwecken ist seit langer Zeit belegt. Bereits in einer der &ltesten Erzdhlungen
iiberhaupt, dem Gilgamesch-Epos, wird das Gummiharz erwdhnt. In der auf das 12-20
Jahrhundert v. Chr. datierten Legende aus dem babylonischen Raum dankt ein Urahn der
Menschen, Utmapischti, den Gottern fiir die Rettung aus einer Sintflut mit einem
Raucherwerk bestehend aus Zedernholz und Myrrhe [37,38]. Myrrhe ist auflerdem ein
wertvolles und sehr beliebtes Gut in der biblischen Darstellung (Offenbarung des Johannes
18,3; Johannes 19,39) und ist eines der drei Geschenke, die die Weisen aus dem Morgenland
dem neugeborenen Jesus iiberreichen (Matthaus 2,11). Verwendet wurde es unter anderem
als Salbol (Exodus 30,22-30), als Parfiim (Hohelied Salomos 3,6; 4,14; 5,5) und als Zusatz zu
Wein, der beispielsweise Jesus vor seiner Hinrichtung zur Linderung seiner Leiden gereicht
wurde (Markus 15,23) [38,39].

Historisch belegt ist die Verwendung von Weihrauch und Myrrhe als Raucherwerk in
Babylon, Siidarabien, dem heutigen Somalia, bei den Phénikern und im alten Agypten. Auch
im romischen Reich und in Griechenland wurden sie bei Begrdbnissen und Opferungen
verwendet, um die Gunst der Gotter zu gewinnen. Oft mussten die Gummiharze aufwendig
importiert werden, was ihren Wert steigerte und sie zu begehrten Handelsgiitern machte.
Besonders im alten Agypten war der Bedarf riesig, da Myrrhe nicht nur fiir die tigliche
Raucherung der Tempel, sondern auch zum Einbalsamieren der Toten verwendet wurde.

Aufgrund dessen versuchte die Konigin Hatschepsut (um 1500 v. Chr.) sogar Weihrauch
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und Myrrhe im eigenem Reich zu kultivieren, indem sie Pflanzen aus Punt (vermutlich
Kiistenregionen im heutigen Somalia oder Arabien) einfiihren lieff (Abbildung 9). Der
Versuch misslang allerdings [38,40].

Abbildung 9. Relief im Tempel der Hatschepsut in Deir el-Bahari: Transport von Biumen von Punt nach
Agypten. Quelle: Wikimedia Commons [41].

Aufgrund seines hohen Werts war Myrrhe aber auch ein beliebtes Geschenk und
Statussymbol. Von wohlhabenden Personen wurde es meist in Form von Mundpastillen
oder als Parfiim verwendet und wer es sich leisten konnte, verbrannte sogar riesige Mengen
an Weihrauch oder Myrrhe zu besonderen Anldssen, um seinen Reichtum zur Schau zu
stellen [38,40].

Aber auch fiir medizinische Zwecke wurde Myrrhe genutzt. Zum einem war die
Anwendung von Myrrhe als Analgetikum in Betdubungstranken, die beim Strafvollzug
gereicht wurden, bekannt. Dies belegen sowohl historische als auch biblische Quellen
(Markus 15,23) [38,39]. Zum anderen wurde Myrrhe wegen ihrer antimikrobiellen,
anthelminthischen und anti-inflammatorischen Figenschaften geschadtzt und bei
verschiedenen Indikationen verwendet [33]. In der Materia medica von Dioskurides
(60 n. Chr.), dem grofiten Werk iiber Arzneimittel in der Antike, wird die Anwendung von
Myrrhe bei chronischem Husten, Seiten- und Brustschmerzen, starken Durchfall, Heiserkeit
und Mundgeruch sowie bei Darm-Wiirmern beschrieben [42,43]. In der im 12. Jahrhundert
erschienenen Circa instans wird die Myrrhe inspiriert von der arabischen Medizin vor allem
bei Magen-Darm-Beschwerden empfohlen. So soll sie die Verdauung starken und wirkt
gegen Mundgeruch der vom Magen aufsteigt und gegen Eiter in Magen und Darm [42,44].
Mogliche Applikationsformen reichen dabei von Pillen, tiber Ausziige mit Wein bis zu
Mundpeastillen, Zapfchen und dem Einatmen des Rauches [42]. Hildegard von Bingen
beschrieb wenig spater die Wirkung von Myrrhe vor allem gegen Zauberei, aber auch gegen
Gelbsucht, Lihmungen und Magenschmerzen [42,45]. Auch in der Neuzeit wird sie in
verschiedenen bedeutenden Krauterblichern wie ,Garten der Gesundheit” (1485), dem
Krauterbuchs von Mattioli (1563), ,, Kohler's Medizinal-Pflanzen” (1887) und dem ,, Lehrbuch



der biologischen Heilmittel” (Madaus, 1938) genannt und unter anderem bei Husten,
Asthma, Durchfall, Erkrankungen der Mundhohle, zur Verbesserung der Empfangnis der

Frau oder als Stomachikum empfohlen [42].

2.4. Aktuelle Studienlage und moderne Anwendung

Heute wird Myrrhe oft in Mundwéssern und Gurgellosungen oder bei der Behandlung
von kleineren Wunden angewendet und fiir diese Indikationen auch in der HMPC- und der
ESCOP-Monographie empfohlen [46,47]. Hier macht man sich vor allem die
anti-inflammatorische (siehe 2.4.1) und antimikrobielle [35,48-50] Wirkung der Myrrhe
zunutze, die jeweils in vielen Studien belegt wurden. Daneben sind auch analgetische [51-
53], anti-oxidative [54,55], antiparasitdre [29,56-58], hepatoprotektive [59,60], anti-ulcerative
[61,62] und antiproliferative Effekte gegen Tumorzellen [54,63,64] bzw. Effekte gegen solide
Tumoren in vivo [65] dokumentiert. Auch die anthelmintischen Eigenschaften der Myrrhe
wurden ausfiihrlich untersucht [66-70] und mit Mirazid® steht seit 2002 in Agypten ein
Fertigpraparat mit einem ethanolischen Myrrheextrakt gegen Schistosomiasis und Fasziolose
zur Verfligung [68]. In Deutschland ist aufserdem ein traditionelles pflanzliches Arzneimittel
bestehend aus Myrrheharz, Kamillenextrakt und Kaffeekohle auf dem Markt, das zur
Behandlung von Magen-Darm-Storungen mit unspezifischem Durchfall, begleitet von
leichten Krampfen und Bldhungen eingesetzt wird [71]. Fiir dieses Arzneimittel liegt in der
aktuellen Leitlinie auflerdem eine Empfehlung zur Remissionserhaltung bei Colitis ulcerosa
vor [72]. Da bei dieser Erkrankung entziindliche Prozesse eine grofie Rolle spielen, soll sie
aktuelle Studienlage zur anti-inflammatorische Wirkung von C.myrrha hier kurz
zusammengefasst und auch auf spasmolytische und Dbarrierestabilisierende Effekte

eingegangen werden.
24.1. Anti-inflammatorische Wirkung

Anti-inflammatorische Effekte der echten Myrrhe sind sowohl in vitro, als auch in vivo
und in klinischen Studien belegt worden. In vitro konnte gezeigt werden, dass Extrakte aus
C. myrrha die Wirkung einiger pro-inflammatorischer Chemokine, Zytokine und
Prostaglandine hemmen. Beispielsweise senkt das &therische Ol die IL-1B-vermittelte
Produktion von IL-6 und IL-8 in humanen Gingivafibroblasten [64]. Ein ethanolischer
Extrakt war auflerdem in der Lage die CXCL13, IL-10 und TNF-a Produktion in aktivierten
humanen Makrophagen konzentrationsabhangig zu senken [73]. Weiterhin wurde der in
dieser Arbeit entstandene ethanolische Extrakt von Weber et al. in einem Co-Kultur-
Zellmodell der intestinalen Mucosa bestehend aus Caco-2- (Enterozyten), HT29-MTX-E12-
(Becherzellen) und THP-1-Zellen (Makrophagen) getestet und war in der Lage die
Ausschiittung von IL-6, IL-8, PGE;, MCP-1 und TNF-a zu hemmen [74]. Auch fiir wéassrige
Extrakte konnten Effekte auf PGE2und TNF-a aber auch auf die LPS-induzierte Produktion

von NO in Peritonealmakrophagen nachgewiesen werden [60].



Dartiber hinaus konnte in vivo ebenfalls eine anti-inflammatorische Wirkung von
Myrrhe nachgewiesen werden. Als Entziindungs-Modelle wurden hauptsédchlich chemisch
induzierte Schwellungen (Rattenpfotenddemtest) und der , Cotton Pellet Granuloma”-Test
verwendet, bei dem Watte-Kiigelchen in die Leiste von Raten eingebracht werden, um
Ansammlungen von Makrophagen zu erzeugen, die ein Anzeichen fiir eine Entziindung
sind [75]. Im Rattenpfotenddemtest konnten sowohl ethanolische als auch Petrolether-
Extrakte von C. myrrha das Volumen der Schwellung in vier unabhéngig durchgefiihrten
Studien reduzieren und in einem Fall auch die PGE:2 Konzentration senken [53,75-77]. Auch
im , Cotton Pellet Granuloma”-Test an Ratten waren sowohl Ethanol- als auch Petrolether-
Extrakte aktiv und konnten das Gewicht des Granuloms im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe reduzieren [75,76]. Anzeichen fiir eine anti-inflammatorische Wirkung bei
spezifischeren, induzierten Entziindungen konnten zum Beispiel von Kim et al.
nachgewiesen werden, die durch Punktion des Caecums von Mdusen eine Sepsis auslosten
und mit einem wassrigen Myrrheextrakt behandelten. Im Vergleich zu einer Kontrollgruppe
konnte sowohl die Uberlebensrate der Tiere deutlich gesteigert, als auch die Anzahl von
Makrophagen und Neutrophilen reduziert werden [60]. Auch bei einer adjuvant induzierten
Arthritis bei Mausen konnte durch einen ethanolischen Myrrheextrakt die Schwellung
reduziert und Werte von Entziindungsmediatoren wie TNF-a, IL-2, NO und PGE: im Serum
gesenkt werden [78]. Elbakry et al. infizierten Mause mit Schistosoma mansoni und konnten
nachweisen, dass durch Gabe von Myrrhe die Spiegel von TH1 und TH2 abhéngigen
Zytokinen im Blut gesenkt werden konnten [70]. In Bezug auf Colitis ulcerosa (CU) ist
besonders eine Studie von Fatani et al. von Bedeutung, die in Ratten durch Essigsdure eine
CU induzierten. In diesem Modell konnte durch Myrrhe eine konzentrationsabhiangige
Senkung von NO und PGE: hervorgerufen werden, die mit der Wirkung von Mesalazin
vergleichbar war [79]. Diese Ergebnisse konnten 2013 von Langhorst et al. in einer
doppelblinden, randomisierten, klinischen Studie zur Remissionserhaltung bei CU bestatigt
und ausgebaut werden [80]. An der Studie nahmen 96 Patienten mit inaktiver CU teil, die
nach dem , Double-Dummy”“-Prinzip {iber zwolf Monate entweder mit dem Goldstandard
Mesalazin oder Myrrhinil Intest® behandelt wurden, einem Arzneimittel bestehend aus
Myrrheharz, Kamillenextrakt und Kaffeekohle. Das Phytopharmakon war gut vertraglich
und konnte eine Nichtunterlegenheit gegeniiber Mesalazin in der Behandlung der CU nach

dem ,,Clinical Colitis Activity Index” zeigen.

2.4.2. Spasmolytische und barrierestabilisierende Effekte

Neben den anti-inflammatorischen Eigenschaften der Myrrhe konnten in Bezug auf die
Wirkung bei CU auch noch spasmolytische und barrierestabilisierende Effekte eine Rolle
spielen. So konnte von Weber et al. gezeigt werden, dass der in dieser Arbeit verwendete
ethanolische Extrakt in einem Co-Kultur-Zellmodell der intestinalen Mucosa einen
konzentrationsabhangigen Einfluss auf den TEER-Wert nach LPS-Gabe hatte [74]. Dies ist ein



Indiz dafiir, dass Myrrhe die Barrierefunktion der Zellmembran verbessert, was auch in vivo
relevant sein konnte, da CU oft mit einer Barrieredestabilisierung einhergeht (siehe auch 2.5).
Auflerdem wurde in einer anderen Studie eine hemmende Wirkung eines Myrrheextraktes
auf durch Acetylcholin induzierte Krampfe eines isolierten Ratten-lIleums festgestellt [81].
Der spasmolytische Effekt konnte auf eine Ca-antagonistische Wirkung des Extraktes

zuriickgefiihrt werden, von dem CU-Patienten ebenfalls profitieren konnten.

2.5. Adhéasionsmolekiile in der Pathogenese der Colitis ulcerosa

Bei der Colitis Ulcerosa (CU) handelt es sich um eine chronisch entziindliche
Darmerkrankung (CED), die in Schiiben verldauft und mit einer Entziindung des Colons
einhergeht, die vom Rektum ausgeht und sich proximal ausbreiten kann. Wahrend eines
Schubes kommt es zu einer Entziindung der Mukosa und der darunterliegenden
Bindegewebsschicht (Submukosa), die von anhaltenden blutigen Durchfallen und Koliken
begleitet ist [82]. Die jahrliche Inzidenz der Erkrankung liegt in Europa bei 24,3/100.000 und
etwa 250.000 Menschen in Deutschland sind betroffen [83]. Obwohl die Krankheitsursachen
von CU noch nicht vollstindig geklart sind, konnten einige Pathomechanismen, die zur
Chronifizierung der Entziindungsreaktion fiihren, identifiziert werden. Zur Pathogenese von
CU wurden mehrere Reviews verfasst [82,84-87], die zeigen, dass sowohl Umwelteinfliisse
und genetische Ursachen als auch das Mikrobiom bei der Entstehung der Erkrankung eine
Rolle spielen. In jedem Fall kommt es durch die genannten Faktoren zu einer Stérung der
Barrierefunktion der Darmschleimhaut. Dies fiihrt dazu, dass bakterielle Antigene den
Mukus und das Darmepithel iiberwinden kénnen und in die Submukosa eindringen, wo sie
auf Darm-assoziiertes lymphatisches Gewebe und Immunzellen treffen [85]. So kommt es zu
einer anhaltenden Aktivierung des Immunsystems und zur Ausschiittung von pro-
inflammatorischen Zytokinen, was zu einer {iiberschieffenden Immunantwort fithrt [88].
Forbes et al. haben gezeigt, dass es durch Exprimierung des interzellularen
Adhesionsmolekiils-1 (ICAM-1) auf nahegelegenen vaskuldren Endothelzellen zu einer
Akkumulation von eosinophilen Granulozyten in der Lamina propria kommt [89]. Dies fiihrt
zu einer weiteren Zytokinausschiittungen und in der Folge zu einer Schadigung des
Gewebes, was die Barrierestabilitit weiter verschlechtert [85]. Durch die umfassende
Aktivierung der Eosinophilen werden auch andere Leukozyten wie Neutrophile angezogen
und es kann zu einer Chronifizierung der Entziindungsreaktion kommen [85,89,90].

ICAM-1 spielt also eine zentrale Rolle bei der Rekrutierung von Leukozyten bei der
Colitis ulcerosa, weshalb ICAM-1 Hemmer auch bei der Behandlung der Erkrankung in
Betracht gezogen werden. So war das Antisens-Oligonukleotid Alicaforsen in préklinischen
und klinischen Studien in der Lage die ICAM-1 Expression herunterzuregeln und positive
Effekte bei CU-Patienten zu zeigen [91]. In der EU, USA und Kanada ist mit Vedolizumab
bereits ein monoklonaler Antikdrper gegen das a4p7-Integrin, welches die
Leukozytenrekrutierung iiber MAdCAM-1 ermdoglicht, fiir die Behandlung von CU und
Morbus Crohn zugelassen [92-94].



2.6. Allgemeines zu ICAM-1

Bei dem interzellularen Adhasionsmolekiil 1 (ICAM-1, oft auch CD54) handelt es sich
um ein Glycoprotein, welches zur Immunglobulin-Superfamilie gehort [95]. Es ist ein
Transmembranprotein, das auf der Oberfldche von Endothel-, Epithelzellen, Leukozyten und
Fibroblasten vorkommt, teilweise aber auch als ,10sliches” ICAM-1 (soluble ICAM-1,
sSICAM-1) frei im Serum =zu finden ist [84,9596]. Zusammen mit anderen
Adhéasionsmolekiilen (VCAM-1, MAdCAM-1) spielt es eine zentrale Rolle bei der
endothelialen Migration von Leukozyten in entziindetes Gewebe (Leukozytenrekrutierung)
[89].

Die ICAM-1 Expression wird in erster Line von den Zytokinen Interleukin 13 (IL-1B),
Tumornekrosefaktor o (TNF-a), und Interferon v (IFN-y) vermittelt. Werden diese wahrend
einer Entziindungsreaktion im umliegenden Gewebe ausgeschiittet, binden sie an
spezifische Rezeptoren auf Endothelzellen. Nach Aktivierung des TNF-a oder IL-1 Rezeptors
kommt es zu einer Reihe von Reaktionen, die es letztendlich NF-kB ermoglichen in den
Zellkern zu translozieren und dort an den ICAM-1 Promotor zu binden. Auch tiber den IFN
Rezeptor kommt es, vermittelt durch den Transkriptionsfaktor STAT, zu einer vermehrten
Ablesung des ICAM-1 Gens [97]. Neben den drei genannten Zytokinen spielen auch noch
eine Reihe anderer Faktoren, auf die hier nicht weiter eingegangen werden soll, eine Rolle
bei der Expression von ICAM-1 und kénnen diese induzieren oder hemmen [97].

Kommt es zu einer vermehrten Expression des Adhdsionsmolekiils an der apikalen Seite
von Endothelzellen wird ein komplexer Vorgang eingeleitet, der zu einer
Leukozytenmigration in subendotheliales Gewebe fiihrt [85,96,98] (Abbildung 10). In
kleinen Blutgefafsen bewegen sich Leukozyten nicht frei, sondern rollen Selektin-vermittelt
an den Endothelzellen entlang. Kommt es nun im umliegenden Gewebe zu einer
Entziindungsreaktion, werden Chemokine ausgeschiittet, die {iber eine gesteigerte
Expression verschiedener Integrine (z.B. E-Selektin, VCAM-1, MAdCAM-1, teilweise auch
ICAM-1) das Rollen verlangsamen konnen. Vor allem durch ICAM-1, welches vom
Leukozyten Funktions-Antigen 1 (LFA-1) gebunden wird, kommt es zur Adhdsion und
schlieslich zur Migration der Zellen durch die Endothelschicht [85,96,98] (Abbildung 10).
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Abbildung 10. Verkiirzte schematische Darstellung der Leukozytenmigration in subendotheliales Gewebe.
Schritt 1: der Lymphozyt rollt vermittelt durch L-Selektin an seiner Oberfliche und P- und E-Selektin an den
Endothelzellen an der Gefiffwand entlang. Schritt 2: durch Chemokine kommt es zu einer vermehrten
Expression verschiedener Integrine (z.B. E-Selektin, VCAM-1, MAACAM-1 und teilweise auch ICAM-1), die
das Rollen des Leukozyten verlangsamen. Schritt 3: Durch Bindung des Leukozyten Funktions-Antigen 1
(LFA-1) an das auf Endothelzellen exprimierte ICAM-1 kommt es zur Adhision. Schritt 4: Vermittelt durch
ICAM-1 und andere Vertreter der Immunglobulin-Superfamilie (z.B. PECAM-1) wird die Migration des
Leukozyten durch die Endothelzellmembran angeregt. Frei nach Ley et al. [98].

Dieser Vorgang ermoglicht es Immunzellen an den Ort der Entziindungsreaktion zu
gelangen und deren Ausloser zu bekdampfen [99]. Bei chronischen Entziindungen kann es
durch eine iiberschieffende Expression von ICAM-1 aber auch zu unerwiinschten Effekten
kommen. So kann bei CU-Patienten eine Akkumulation von Eosinophilen im

Gastrointestinaltrakt auftreten, welche zu einer Schadigung von Gewebe fiihrt [85,89,90].



2.7. Zielsetzung

Bei C. myrrha handelt es sich um eine Arzneipflanze, die iiber einem langen Zeitraum
hinweg traditionell bei den verschiedensten Indikationen verwendet wurde. Oft wurde sie
dann bei Erkrankungen eingesetzt, bei denen Entziindungen eine Rolle spielen, ohne dass
die Anwender die genauen Wirkmechanismen kannten. Heute kann man durch moderne
Studien die Wirkung von Myrrhe im Detail untersuchen, wodurch festgestellt wurde, dass
sie viele pro-inflammatorische Mediatoren beeinflusst. Besonders bei der Indikation CU
liegen umfassende Daten vor, die die Wirkung von Myrrhe belegen.

Trotz dieser vielen positiven pharmakologischen Studien, ist das Inhaltstoffspektrum
der echten Myrrhe nur fragmentarisch untersucht worden. Auch die Frage, welche
Verbindungen fiir die Wirkung verantwortlich sein konnten, bleibt weitgehend
unbeantwortet.

Im Rahmen dieser Arbeit soll eine bioaktivitdtsgeleitete Fraktionierung eines
Myrrheextraktes durchgefiihrt werden, um potentiell wirksamkeitsbestimmende Inhaltstoffe
fir CU zu identifizieren. Als Testmodell wurde das Adhéasionsmolekiil ICAM-1 gewahlt,
welches einen wesentlichen Pathomechanismus bei der CU darstellt und in Bezug auf
Myrrhe noch nie untersucht wurde. Die Hemmung der ICAM-1Expression soll dabei durch
einen in vitro Zellassay auf Ebene der Fraktionen und Isolate ermittelt werden. Durch diesen
Prozess sollen Reinsubstanzen isoliert werden, die einen Beitrag zum Verstindnis der
Pharmakologie der Myrrhe liefern und das bekannte Inhaltstoffspektrum dieser

bedeutenden Arzneipflanze erweitern sollen.



3. PRAPARATIV-ANALYTISCHER TEIL

3.1. Material und Methoden

Fir die in dieser Arbeit beschriebene Extraktion, Fraktionierung, Strukturaufklarung
und Charakterisierung wurden eine Reihe an Geraten, Software, Gefdflen und Materialien
verwendet. Ebenso kamen bei den verschiedenen Arbeitsschritten diverse Chemikalien zum
Einsatz. Eine Ubersicht iiber alle Materialien findet sich in Tabelle 2 und Tabelle 3.

3.1.1. Geriite, Software, GefifSe und Materialien

Tabelle 2. Verwendete Geriite, Software, Gefifle und Materialien.

Bezeichnung Spezifikation / Model Hersteller
Sartorius, Gottingen,
Analysenwaage R160 P
Deutschland
CPC SPOT centrifugal partition chromatography Armen Instrument, Paris,
(250 ml Rotor) Frankreich
CPC - Fraktions- ) LKB Bromma,
2111 Multirac
kollektor Stockholm, Schweden
CPC - Pumpe 515 HPLC-Pump Waters, Eschborn, Deutschland
Linomat 5

DC-Auftragung Camag, Muttenz, Schweiz

WinCats 1.4.2 (Software)

Desaga Sarstedt-Gruppe,

DC-Kammer Flachbodenkammer (20 cm x 20 ¢m) .
Niimbrecht, Deutschland
TLC Silica gel 60 F254, Merck Chemicals,
DC-Platten o .
Aluminiumfolie, 20 cm x 20 cm Darmstadt, Deutschland
) . ) Henke Sass Wolf,
Einmalspritzen Norm-Ject, Tuberculin, 1 ml .
Tuttlingen, Deutschland
Flash- .
. Spot Flash System Armen Instrument, Paris,
Chromatographie . .
Armen Glider Flash V2.3 (Software) Frankreich
Anlage
SVP D40 (13x4 cm, SI60 15-40 um, 90 g) Gotec Labortechnik,

Flash-Kartuschen )
SVF D26 (9x2,8 cm, SI60 15-40 um, 30 g) Bickenbach, Deutschland

Dieter Piatkowski-
Gefriertrocknung P10-85 Forschungsgerite,
Miinchen, Deutschland

Mess- und Vollpipetten (vers. Volumina)

Messkolben (5, 10 und 25 ml) Brand, Wertheim, Deutschland
Glasgerite, diverse Messzylinder (10 bis 1000 ml) oder
Rundkolben (25 bis 1000 ml) Schott, Mainz, Deutschland

Spitzkolben (10 bis 50 ml)




Fortsetzung Tabelle 2

Bezeichnung Spezifikation / Model Hersteller
. ) . Glasblaser der Uni
Glassdulen verschiedene Grofien
Regensburg
. Desaga Sarstedt-Gruppe,
Heizplatte Thermoplate S

Niimbrecht, Deutschland

HPLC - analytisch

LaChrom Elite L-2200 (Autosampler)
LaChrom Elite L-2130 (Pumpe)
LaChrom Elite L-2455 (DAD)
LaChrom Elite L-2350 (Saulenofen)
EZChrom Elite 3.1.7 (Software)

Hitachi, Tokio, Japan
Vertrieb: VWR, Darmstadyt,
Deutschland

HPLC - praparativ

1260 Infinity (bindre Pumpe)
1260 Infinity (manueller Injektor)
1260 Infinity (DAD)

1260 Infinity (Fraktionskollektor)
OpenLab CDS (Software)

Agilent Technologies,
Waldbronn, Deutschland

HPLC-S3ulen

Kinetex® Biphenyl, 100 A, 5 pum,
4,6 x 250 mm (analytisch)
Kinetex® Biphenyl, 100 A, 5 um,
21,2 x 250 mm (praparativ)

Phenomenex, Aschaffenburg,
Deutschland

Wicom, Heppenheim,

HPLC-Vial 11 mm CrimpSnap-Vial, braun, 2 ml
Deutschland
. ) Wicom, Heppenheim,
HPLC-Vial Insert Micro Insert, 300 pl, 1 =30 mm, & =6 mm
Deutschland
1290 Infinity UHPLC
G4220A (Bindre Pumpe)
G4226A (Ausosampler) . .
. Agilent Technologies,
LC-MS G1316C (Sédulenofen)
Waldbronn, Deutschland
G4212A (DAD)
Q-TOF 6540 UHD
Ionenquelle Dual-ESI
Mikropipetten Blaubrand® intraMARK, 10 ul Brand, Wertheim, Deutschland

NMR-Rohrchen

507-HP-8

Norell, Landsville, USA

NMR-Software

Topspin 3.5.b.91 pl 7

Bruker Corporation, Billerica,
USA

Sartorius, Gottingen,

Oberschalenwaage MC 1, Laboratory LC 6200 S
Deutschland
Pasteurpipetten 230 mm VWR, Darmstadt, Deutschland
) 100 Research (10-100 pl) Eppendorf, Hamburg,

Pipetten

1000 Research (100-1000 pl) Deutschland

200 pl Sarstedt, Niimbrecht,
Pipettenspitzen Deutschland

100 - 1250 ul

VWR, Darmstadt, , Deutschland




Fortsetzung Tabelle 2

Bezeichnung Spezifikation / Model Hersteller
) ) ) Schmidt + Haensch, Berlin,
Polarimeter UniPol L 1000 Polarimeter
Deutschland
Probendosierspritze .
o Hamilton Bonaduz,
(manuelle Injektion, 5 ml .
. Bonaduz, Schweiz
preparative HPLC)
Probendosierspritze 100 ul Hamilton Bonaduz,
(DC-Auftragung) H Bonaduz, Schweiz
Quarzkiivette QS: 10,00 mm Hellma,Miillheim, Deutschland
MembraPure, Berlin,
Reinstwasseranlage = Astacus LS
Deutschland
) Heidolph Instruments,
Rotationsverdampfer ~Laborota 4003 control
Schwabach, Deutschland
50 ml
Scheidetrichter VWR, Darmstadt, Deutschland
2000 ml
Schnappdeckelglaser 5 und 20 ml VWR, Darmstadt, Deutschland
) JASCO Deutschland,
Spektropolarimeter  J-715
Gross-Umstadt, Deutschland
Cary 50 Scan Varian Deutschland, Darmstadt,
Spektrophotometer .
Cary WinUYV 3.00(182) (Software) Deutschlad
. . Wicom, Heppenheim,
Spritzenvorsatzfilter ~ Perfect-Flow RC membrane (0,2 pm)
Deutschland
Ultraschallbad Ultrasonic cleaner VWR, Darmstadt, Deutschland
) ) PerkinElmer Inc., Waltham,
Zeichenprogramm ChemBioDraw Ultra 18.0.0.231 USA
3.1.2. Chemikalien

Tabelle 3. Verwendete Chemikalien.

Bezeichnung Spezifikation Hersteller
o . Merck Chemicals, Darmstadt,
Acetonitril (ACN) HPLC-grade, LiChrosolv®
Deutschland
. . Carl Roth, Karlsruhe,
Ameisensédure pa
Deutschland
. 4-Methoxybenzaldehyd zur Merck Chemicals, Darmstadt,
Anisaldehyd
Synthese Deutschland
Essigsdure 10 ml
Methanol 85 ml
Anisaldehyd- Schwefelsaure 5ml
Schwefelsdure Anisaldehyd 0,5 ml
Reagenz (AA) Essigsdure und Methanol werden unter Rithren und Kiihlung

(Eisbad) nacheinander mit Schwefelsdure und Anisaldehyd

versetzt.




Fortsetzung Tabelle 3

Bezeichnung Spezifikation Hersteller
Chloroform-d (CDCls) 99,8% Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
. Fisher Scientific, Hampton,
Dichlormethan p-a.
USA
) Fisher Scientific, Hampton,
Diethylether p-a.
USA
Essigsaure 100 %, anhydrous Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
technisch, HSL
(wurde vor Gebrauch am CSC Jacklechemie, Niirnberg,
Ethanol
Rotationsverdampfer Deutschland

aufgereinigt (120 mbar))

Fisher Scientific, Hampton,

Ethylacetat .a.
ylaceta p.a USA
Fisher Scientific, Hampton,
n-Heptan (HEP) p-a.
USA
n-Hexan p-a. Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
) Fisher Scientific, Hampton,
Methanol (fiir CPC, Flash, AA) p-a., EMSURE®
USA
Methanol (fiir optische und . Merck Chemicals, Darmstadt,
. HPLC-grade, LiChrosolv®
spektroskopische Methoden) Deutschland
Deutero, Kastellaun,
Methanol-da Methylalcohol-d4
Deutschland
Charge: NM0160 Rudolf Lohmann GmbH KG,
Myrrhepulver .
Priifnr. PN22200 Emmerthal, Deutschland
- Merck Chemicals, Darmstadyt,
Schwefelsaure 95-97%, p-a.
Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe,
Seesand pa.
Deutschland
Fisher Scientific, Hampton,
Toluol p-a.
USA
3.1.3. Pflanzenmaterial und Extraktion

Zur Herstellung eines Extraktes wurde gepulvertes Myrrheharz verwendet, welches
hauptsachlich von C. myrrha stammt. Das Drogenmaterial wurde von Lomapharm® zur
Verfiigung gestellt (Charge: NMO0160,) und entspricht der Identitatspriifung nach
Ph. Eur. 2016. Es wurden 3,0 kg Drogenmaterial mit 4,5 kg Seesand vermengt und in
mehrere Glassdulen gefiillt. Diese wurden anschieflend {iiber einen Zeitraum von sieben
Tagen mit 26 1 Ethanol 96% (V/V) abwechselnd mazeriert und perkoliert. Die gesammelten
Perkolate wurde am Rotationsverdampfer bei 38 °C eingeengt und anschiefsend lyophilisiert,
wodurch 761,65 g Trockenextrakt gewonnen werden konnten (DEV: 3,9:1). Dieser wurde bis

zur weiteren Verwendung lichtgeschiitzt bei -20 °C gelagert.



3.1.4. Diinnschichtchromatographie

Im Laufe der Isolierung wurden zahlreiche DCs angefertigt. Diese entstanden entweder
im Rahmen der Fraktionskontrolle bei Flash und CPC oder in Form diverser Ubersichts-DCs.
Im Falle der Fraktionskontrolle wurden von jedem zweiten Gldschen 15 pl mit einer
Mikropipette (10 ul) manuell aufgetiipfelt, wihrend fiir Ubersichts-DCs eine maschinelle
Auftragung von 5-10 pl mit einem Linomat 5 (Camag, Muttenz, Schweiz) erfolgte. In beiden
Fillen wurden TLC Silica gel 60 Platten (Merck Chemicals, Darmstadt, Deutschland) mit
einer Laufhthe von 9 cm verwendet. Die Platten wurden mit unterschiedlichen
Flieffmittelgemischen (Tabelle 4) in einer gesattigten Kammer entwickelt und an der Luft
getrocknet. Anschlieffend folgte eine Derivatisierung durch Bespriihen mit Anisaldehyd-
Schwefelsdaure Reagenz (AA) und Erhitzen auf einer Heizplatte (100 °C) bis zur optimalen
Farbentwicklung (ca. 2-5 min). Dokumentiert wurden die Arbeiten mit einem TLC Visualizer
(Camag, Muttenz, Schweiz) im underivatisierten Zustand bei 254 und 366 nm sowie nach

Derivatisierung bei 366 nm und im Tageslicht.

Tabelle 4. In dieser Arbeit verwendete Fliefimittelgemische (FM).

Nr. FliefSmittel Verhiltnis (V/V)
FM 1 Toluol / EtOAc 95/5
FM 2 Toluol / EtOAc 80/20
FM 3 Toluol / EtOAc 70/30
FM 4 Toluol / EtOAc 50/50
FM 5 DCM / EtOAc 15/1
FM 6 EtOAc / n-Hexan 95/5
M7 EtOAc / n-Hexan 50/50
3.1.5. Fraktionierung und Isolierung

3.1.5.1. Fliissig-fliissig-Verteilung

Vier Aliquote von 100,0 g Extrakt wurde jeweils in 1 1 Methanol geldst und achtmal mit
0,5 I n-Heptan in einem Scheidetrichter (2 1) gegeneinander ausgeschiittelt. AnschliefSfend
wurden die gewonnenen Methanol (MeOH) und n-Heptan (HEP) Phasen vereinigt und
analog zum Extrakt lyophilisiert und gelagert.

3.1.5.2. Kieselgel Flash 1

Es wurde eine Flash-Chromatographie Anlage (Armen Instrument, Paris, Frankreich)
mit einer SVP D40 Kieselgel Kartusche (90 g, Gotec Labortechnik, Bickenbach, Deutschland)
verwendet. 2 g HEP Fraktion wurden in 4 ml eines Gemisches aus n-Hexan (A) und
Ethylacetat (B) gelost (95/5, V/V) und filtriert (Porengrofie 0,2 pum). Die Losung wurde fliissig
auf die dquilibrierte Sdule injiziert und anschlieffend mit dem in Tabelle 5 beschriebenen

Gradienten chromatographiert. Mithilfe einer DC geleiteten Fraktionskontrolle (siehe 3.1.4.,



FM 1) wurde der Lauf in zehn Fraktionen geteilt, diese anschieffend an einem
Rotationverdampfer getrocknet und bei -20 °C lichtgeschiitzt gelagert. Dieser Prozess wurde

insgesamt zehnmal wiederholt, &quivalente Fraktionen vereinigt und gewogen.

Tabelle 5. Versuchsbedingungen der Kieselgel Flash 1.

) Gradient
mobile Phase ) Fluss Sammelvolumen
t [min] B [%]
0 5

30 5

A: n-Hexan
90 10 30 ml/min 25 ml/Vial

B: EtOAc
110 100
140 100

3.1.5.3. Centrifugal Partition Chromatography

Fiir die Centrifugal Partition Chromatography (CPC) wurde eine Spot CPC mit einem
250 ml Rotor (Armen Instrument, Paris, Frankreich), eine 510 HPLC Pumpe (Waters,
Eschborn, Deutschland) und ein 2111 Multirac Fraktionskollektor (LKB-Produkter AB,
Bromma, Schweden) verwendet. Vor der Chromatographie wurde das Fliefimittelgemisch
bestehend aus n-Hexan, ACN und MeOH (40/25/10, V/V/V) [100] in einem Scheidetrichter
2 min gegeneinander gesattigt, die beiden Phasen getrennt und im Ultraschallbad 10 min
entgast. AnschlieSend wurde der Rotor mit der Unterphase (UP) befiillt und dann mit der
Oberphase (OP) im ,ascending” Modus (ASC) bis zur Aquilibrierung beladen. Injiziert
wurden pro Durchgang 1,0-1,5 g Probe, welche zuvor in einer Mischung aus OP und UP
(50/50, V/V) gelost und anschliefiend filtriert wurden (0,2 pum). Nach 800 ml wurde in den
,descending” Modus (DSC) gewechselt und weitere 190 ml eluiert (Tabelle 6). Durch eine
DC geleitete Fraktionskontrolle (FliefSmittel siehe Tabelle 7) wurden die Laufe in Fraktionen
unterteilt, welche am Rotationverdampfer getrocknet und bei -20 °C lichtgeschiitzt gelagert

wurden. Der Prozess wurde fiir F5 und -9 ein weiteres Mal wiederholt.

Tabelle 6. Versuchsbedingungen der CPC.
mobile Phase Modus Rotation Fluss Sammelvolumen
800 ml ASC
(UP stationare Phase,
OP mobile Phase)

n-Hexan/ ACN /MeOH

1000 UpM 5 ml/min 5 ml/Vial
(40/25/10, V/V/V)

190 m1 DSC
(OP stationare Phase,
UP mobile Phase)




Tabelle 7. Verwendete Fliefimittelgemische zur DC geleiteten Fraktionskontrolle bei der CPC.

Fraktion DC-FlieSmittel
F5 FM 4
F6 FM 3
F7 FM 2
F9 FM 6

3.1.5.4. Kieselgel Flash 2

Fraktion F6C7 und F7C7 wurden einer weiteren Flash-Chromatographie an Kieselgel analog
zu 3.1.5.2 unterzogen, wobei eine kleinere Kartusche verwendet wurde (30 g, Gotec
Labortechnik, Bickenbach, Deutschland). Die injizierte Probe bestand dabei aus 250-350 mg,
gelost in 0,5 ml DCM und die Chromatographiebedingungen wurden, wie in Tabelle 8
beschrieben, angepasst. Mithilfe einer DC geleiteten Fraktionskontrolle (FM 5) wurde der

Lauf in fiinf Fraktionen geschnitten und im Falle von F7C7 einmal wiederholt.

Tabelle 8. Versuchsbedingungen der Kieselgel Flash 2.

) Gradient
mobile Phase ) Fluss Sammelvolumen
t [min] B [%]
0 1
60 6
A: DCM
90 15 15 ml/min 15 ml/Vial
B: EtOAc
92 100
110 100

3.1.5.5. Methodenentwicklung fiir die praparative HPLC

Die Methodenentwicklung fiir die praparative Auftrennung der Fraktionen erfolgte an
der analytischen HPLC. Dazu wurde die jeweilige Probe in einer Konzentration von ca.
1mg/ml in ACN gelost und durch einen Spritzenvorsatzfilter in HPLC-Vials filtriert
(0,2 um). So konnte im analytischen Mafistab Gradienten fiir die jeweiligen Fraktionen
optimiert und die Methode anschlieffend auf die praparative HPLC {ibertragen werden.

Dabei wurde der Fluss proportional zum Saulenquerschnitt erhoht.

3.1.5.6. Praparative HPLC

Fir die Analysen wurde eine Agilent 1260 Infinity HPLC (Agilent Technologies,
Waldbronn, Deutschland) verwendet, ausgestattet mit einer bindren Pumpe, einem
manuellen Injektor, einem DAD, einem Fraktionssammler und einer Kinetex® Biphenyl Saule
(21,2 x 250 mm, Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland). Die Probe wurde in ACN oder
bei schlechter Loslichkeit in ACN/EtOAc gelost, filtriert (0,2 um) und auf die auf
Startbedingungen dquilibrierte Sdule in Aliquoten von 0,2-23,0 mg injiziert. Zur Auftrennung
kamen diverse Gradienten bestehend aus Wasser (A) und ACN (B) bei einem Fluss von
21 ml/min zum Einsatz (Tabelle 9). Es wurden Peaks bei 200 oder 250 nm detektiert und

manuell gesammelt. Die Laufe wurden in der Regel mehrmals wiederholt und dquivalente



Fraktionen vereinigt. Anschlieffend wurde zuerst das enthaltene ACN bei bis zu 120 mbar
am Rotationsverdampfer bei 38 °C entfernt. Die {ibrige wassrige Phase wurde quantitativ in
einen Scheidetrichter iiberfiihrt, viermal mit Diethylether ausgeschiittelt und die vereinigten

organischen Phasen im Stickstoffstrom getrocknet.

Tabelle 9. Ubersicht iiber die verwendeten HPLC Gradienten bestehend aus Wasser (A) und ACN (B).

Gradient
Nr. Fraktion
t [min] B [%]
0 65
6 79
HPLC 1 F5C2 10 88
11 100
16 100
0 45
16 53
HPLC 2 F5C5
17 100
22 100
0 70
HPLC 3 F6C3 15 100
20 100
0 60
20 80
HPLC 4 FoC4
21 100
26 100
0 60
13 68
HPLC 5 F6C5
14 100
19 100
0 35
19 53
HPLC6 F6C7F1
25 100
30 100
0 30
23 54
HPLC 7 F6C7EF2
24 100
30 100
0 30
19 50
HPLC 8 F6C7F3 23 80
30 100

35 100




Fortsetzung Tabelle 9

0 38
12 62
HPLC9 F6C7F4
20 100
21 100
0 60
26 70
HPLC 10 F7C2
36 100
41 100
0 60
10 80
HPLC 11 F7C3
11 100
17 100
0 30
26 45
HPLC 12 F7Cé
27 100
32 100
0 40
13 54
HPLC 13 F7C7F1
14 100
19 100
0 30
19 50
HPLC 14 F7C7F2
20 100
25 100
0 25
19 45
HPLC 15 F7C7F3
20 100
25 100
0 30
17 48
HPLC 16 F7C7F4
18 100
23 100
0 60
15 80
HPLC 17 FoC2, F9C3
16 100
21 100
0 60
12 76
HPLC 18 FoC4
13 100

16 100




3.1.6. Strukturaufklirung und Substanzcharakterisierung

3.1.6.1. Reinheitsbestimmung

Die Reinheit der Isolate wurde per HPLC-DAD bestimmt, wobei ein System bestehend
aus einem Autosampler L-2200, einer Pumpe L-2130, einem Saulenofen L-2350, einem DAD
L-2455 (Hitachi, Tokio, Japan) und einer Kinetex® Biphenyl Saule (4,6 x 250 mm,
Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland) verwendet wurde. Es wurden jeweils die in
Tabelle 9 beschriebenen Gradienten mit einem Fluss von 1 ml/min und einer
Ofentemperatur von 20 °C verwendet, um die gewonnenen Isolate (5 pl, 1 mg/ml, in ACN
oder EtOAc) zu chromatographieren. Der analysierte Wellenldngenbereich betrug dabei
190-400 nm und es wurde zusétzlich zu jedem Gradienten ein Blank mit 5 ul ACN bzw.
EtOAc aufgezeichnet. Die erhaltenen Chromatogramme wurden als Maxplot (190-400 nm)
mit EZChrom Elite 3.1.7 (Hitachi) ausgewertet. Dabei wurde zuerst der Blank subtrahiert
und eine Normalisierung vorgenommen, bei der die Reinheit als Anteil der Flache des
Hauptpeaks an der Flache aller Peaks berechnet wurde.

3.1.6.2. LC-HRESIMS

Die Summenformel von Isolaten wurde mithilfe einer LC-HRESIMS der Zentralen
Analytik der Universitit Regensburg ermittelt (Fakultit fiir Chemie und Pharmazie,
Universitdat Regensburg). Dafiir kam eine Kombination aus einer 1290 Infinity UHPLC und
einem Q-TOF 6540 UHD Massenpektrometer (Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland) mit einer ZORBAX Eclipse XDB-C18 Saule (Agilent) zum FEinsatz. Die
Chromatographiebedingungen sind in Tabelle 10 zusammengefasst. Im positiven und
negativen Modus wurde ein ESI-HRMS-Spektrum des im TIC (m/z 80-1400) detektierten
Hauptpeaks aufgezeichnet und daraus die exakte Masse von Molekiilionen ermittelt.
Dadurch konnte mithilfe der Software Masshunter Qualitative Analysis (Agilent) die

Summenformel der Verbindung berechnet werden.

Tabelle 10. Versuchsbedingungen der LC.

. Gradient Sdulenofen-  Injektions-
mobile Phase ) Fluss
t [min] B [%] temperatur volumen

0 20
10,0 98

A: Wasser + 0,1% Ameisensaure )

. . 12,0 98 0,5 ml/min 50 °C 1l

B: ACN +0,1% Ameisensaure 191 20

13,5 20




3.1.6.3. NMR-Spektroskopie

Die Messung der NMR-Spektren erfolgte durch die Zentralen Analytik der Universitat
Regensburg (Fakultat fiir Chemie und Pharmazie, Universitit Regensburg). Die Isolate
wurden in 0,6 ml CDCls oder Methanol-ds gelost und in NMR-Rohrchen iiberfiihrt.
Anschliefiend erfolgte die Messung an einem AVANCE III HD NMR (*H NMR 400,13 MHz,
13C NMR 100,63 MHz, 299 K) oder bei kleinen Probenmengen an einem AVANCE III 600
NMR (*H NMR 600,25 MHz, C NMR 150,95 MHz, 298 K) (beides Bruker Corporation,
Billerica, USA). Dabei wurden 1D-'H, 1D-*C sowie 2D-'H,"*C-HSQC, 'H,*C-HMBC, 'H,'H-
COSY, 'H,'H-NOESY und 'H,'H-ROESY aufgezeichnet. Die Auswertung der Spektren
erfolgten mit der Software TopSpin 3.5.b.91 pl 7 (Bruker).

Zuerst wurde eine Liste alle *C-Signale erstellt und mithilfe des HSQC-Spektrums
zugehorige Protonen identifiziert. Im 'H-Spektrum wurden anschliefsend das Integral, die
Multiplizitit und die Kopplungskonstanten ausgelesen. Alle diese Daten trugen dann
gemeinsam mit den HMBC- und COSY-Spektren zur Ermittlung der Konstitution bei. War
im Molekil aufierdem mehr als ein Stereozentrum vorhanden, wurde zusatzlich mit einem
NOESY- (Molekiilmasse unter 500 g/mol) oder einem ROESY-Spektrum (Molekiilmasse

iiber 500 g/mol) die relative Stereochemie bestimmt.

3.1.6.4. UV-Vis-Spektroskopie

Fiir die Messungen wurden die Substanzen in Methanol gelost und in einer
Quarzkiivette (Schichtdicke 1 cm) an einem Cary 50 Scan UV-Spektrophotometer (Varian
Deutschland, Darmstadt, Deutschland) vermessen. Dabei wurde ein Wellenldngenbereich
von 190-800 nm abgedeckt. Es wurde darauf geachtet, dass sich die UVmaxim linearen Bereich
(Absorption 0,25-0,75) befanden und die Substanz-Konzentrationen entsprechend angepasst.
Diese lagen zwischen 40 und 170 pmol/ml. So konnte von jeder Substanz ein UV-Spektrum
erstellt und der molare Absorptionskoeffizient € durch eine Einfachbestimmung mithilfe des

Lambert-Beer’schen Gesetzes (Formel 1) berechnet werden.

Formel 1. Lambert-Beer‘sches Gesetz.

A=¢g-c-d

A Absorption

€ molarer Absorptionskoeffizient [l/(mol-cm)]
C Konzentration [mol/1]

d Schichtdicke [cm]



3.1.6.5. Polarimetrie

Der spezifische Drehwert [0(]12)5 wurde an einem UniPol L 1000 Polarimeter (Schmidt +
Haensch, Berlin, Deutschland) bei einer Wellenldnge von 589 nm und einer Temperatur von
25 °C ermittelt. Hierfiir wurden die Isolate in Konzentrationen zwischen 0,73 und 2,64 g/l in
Methanol geldst und in ein Mikromessrohr (50 mm, 550 ul) tiberfiihrt. Die Messung erfolgte
gegen Methanol und der spezifische Drehwert [oc]zD5 wurde aus dem Mittelwert von zehn

Messungen durch folgende Formel berechnet (Formel 2).

Formel 2. Berechnung des spezifischen Drehwerts.

5 _ &
wh=ta
[a]%® spezifischer Drehwert [(°ml)-(g-dm)]
a Drehwinkel [°]
C Konzentration [g/ml]
d Schichtdicke [dm]

3.1.6.6. Circulardichroismus

Zur Aufnahme der CD-Spektren wurde ein ]-715 Spektropolarimeter (JASCO
Deutschland, Gross-Umstadt, Deutschland) verwendet. Die Isolate wurden in Methanol zu
Konzentrationen zwischen 91 und 119 pmol/l gelost, in eine Quarzkiivette (Schichtdicke
0,1 cm) tiberfithrt und gegen das reine Losemittel wie in Tabelle 11 angegeben, vermessen.
Fiir das Spektrum wurde der Mittelwert aus zehn Messzyklen verwendet und die molare
Elliptizitat gegen die Wellenldnge aufgetragen. Diese berechnet sich nach Formel 3.
Abschliefsend wurde die Kurve unter Anwendung des Savitzky-Golay Algorithmus mit

einer Konvolutionsbreite von 15 geglattet.

Formel 3. Berechnung der molaren Elliptizitit.

0-M

[e]=c-l-10

molare Elliptizitét [(°-cm?)-dmol-]
Elliptizitat [°]

molare Masse [g/mol]
Konzentration [g/ml]
Schichtdicke [cm]

H e 2003



Tabelle 11. Geriteeinstellungen des Spektropolarimeters.

Parameter Einstellung
Sensitivitat Standard
Wellenlangenbereich 190-300 nm
Messschritte 0,5 nm
Scanmodus kontinuierlich
Scangeschwindigkeit 100 nm/min
Ansprechzeit 0,5s
Bandweite 1 nm

Temperatur 22 °C




3.2. Isolierung
3.2.1. Isolierungsstrategie

Um potente ICAM-1 Hemmer aus Myrrhe zu isolieren, kam eine Mischung aus
DC-geleiteter und bioaktivitatsgeleiteter Fraktionierung zum Einsatz. So wurde nach jedem
Fraktionierungsschritt  zuerst diinnschichtchromatographisch eine  Einteilung in
Unterfraktionen vorgenommen. Nur so konnte sichergestellt werden, dass diese sich in
ihrem Fingerprint moglichst stark unterschieden. Diese Fraktionen wurden wahrend der
ersten Auftrennungsschritte (fliissig-fliissig-Verteilung, Kieselgel Flash, teilweise CPC) im
ICAM-1 und MTT Assay untersucht. Fraktionen, die Aktivitit gegen ICAM-1 zeigten
wurden anschlieflend im Isolierungsprozess bevorzugt weiter bearbeitet (siehe dazu 4.2.1).

Die entstandenen Fraktionen wurden systematisch nach folgendem Schema benannt
(Abbildung 11).

F6 C7 F1|P3

I—-> Peaknr.: Praparative HPLC

Fraktionsnr.: Kieselgel-Flash 2
Fraktionsnr.: CPC

Fraktionsnr.: Kieselgel-Flash 1
Abbildung 11. Erliuterung zu den verwendeten Fraktionsbezeichnungen am Beispiel von F6C7F1P3.

Aus aktiven Fraktionen konnten im weiteren Verlauf in mehreren Schritten durch Flash-
Chromatographie an Kieselgel, CPC und praparative HPLC an einer Biphenylphase
Reinsubstanzen isoliert werden. Das genaue Vorgehen ist im Isolierungsschema
zusammengefasst (Abbildung 12).

Potentielle Isolate wurden durch eine DC- und HPLC-DAD-Analyse ndher untersucht,
wobei vor allem auf Verunreinigungen gepriift wurde. Verliefen alle Tests zufriedenstellend
und war aufierdem eine Auswaage grofSer 0,5 mg gegeben, wurden NMR und LC-MS Daten
zur Strukturaufkldrung erhoben und ausgewertet. Alle Substanzen, die so gewonnen

werden konnten, sind in 3.1.6 zusammengefasst.



3.2. Isolierung 36

fliissig-fliissig
Verteilung
Heptan- Methanol-
Fraktion Fraktion
69995 328135
Kieselgel
Flash 1
F1 F2 F3 F4 5 F6 F7 F8 F9 F10
3,6150g 1,8256g 2,5376g 1,0212g 2,4905g 11153g 1,6045g 2,2925g 19414g 054845
crec | cpc | crc | cpc
F5C1 H F5C2 || F5C3 || B5C4 || B5C5 || F5C6
1335mg || 706mg | 2922mg || 150,6 mg || 641,3mg || 231,1mg
HPLC HPLC] | | |
F9C1 | Foc2 || Foc3 | Foca | Focs | Foce
- _ 246mg || 205mg || 1181mg || 641mg || 13,5mg ||14247mg
HPLC|[HPLC|[HPLC]|
F6C1 || F6c2 | F6C3 || Féca || Fecs || Fece | Fec7 || Fecs -
284mg || 206mg || 20,6mg || 245mg || 290mg || 46,6mg || 386,2mg || 4421 mg
HPLC|[HPLC |[HPLC| Kieselgel
Flash 2
F7C1 || ¥7c2 | F7c3 || ¥7ca || F7cs || B7ce || F7c7 || Frcs
37,6mg || 434mg || 413mg || 357mg || 31,8mg || 124,2mg || 5084 mg || 6681 mg
HPLC|[HPLC] HPLC| | Kieselgel
F6C7F1 rscnz rscns F6C7F4 F6C7F5 Flash 2
240mg 969mg || 1425mg || 54,9 mg

HPLC| HPLCl HPLC|[HPLC| -- -

B L] ——
IF7C7F1|F7C7F2 F7C7F3

wamg || 526mg
HPLC ||HPLC || HPLC||HPLC]|

Abbildung 12. Isolierungsschema mit allen Fraktionen, die aus dem ethanolischen Extrakt gewonnen

F7C7F4
174,0mg

F7C7F5
1233mg

wurden. Dieser wurde zuerst in einer fliissig-fliissig-Verteilung in zwei Phasen getrennt. Die n-Heptan-
Fraktion konnte daraufhin durch eine Flash-Chromatographie in zehn Fraktionen unterteilt werden, von denen
F5, F6, F7 und F9 durch ein CPC-Verfahren weiter aufgetrennt wurden. Einige Unterfraktionen (F6C7 und
F7C7) wurden in einem weiteren Schritt einer Flash-Chromatographie unterzogen. Insgesamt konnten

anschliefSend durch priparative HPLC 38 verschiedene Verbindungen isoliert werden.



3.2.2. Extraktion

Zur Wirkung von Myrrhe in Myrrhinil Intest® gab es in der Vergangenheit bereits einige
Studien von Vissiennon et al., die die Aktivitat in verschiedenen anti-inflammatorischen in
vitro Assays, sowie eine spasmolytische Wirkung an einem isoliertem Ratten Ileum zeigen
konnten [73,81,101]. Im Arzneimittel ist Myrrhe in Form von gepulvertem Gummiharz
vorhanden. Deshalb musste aus der Droge zuerst ein geeigneter Extrakt hergestellt werden,
um eine erfolgreiche Testung zu gewahrleisten. Vissiennon et al. entschieden sich dabei fiir
einen Extrakt, der durch Erhitzen mit Ethanol (96%, V/V) unter Riickfluss entstand. Aus
diesem Produkt wurde anschliefend das &therische Ol durch eine Wasserdampfdestillation
abgetrennt und nur der getrocknete Riickstand fiir die Testung verwendet.

Fir die bioaktivitdtsgeleitete Isolierung sollte ein Extrakt hergestellt werden, der dem
von Vissiennon et al. so dhnlich wie mdglich und damit in seiner Wirkung vergleichbar ist.
Gleichzeitig musste die Extraktionsmethode aber auch angepasst werden, um die thermische
Belastung zu reduzieren und damit das Entstehen von Artefakten zu verhindern. Der in
dieser Arbeit verwendete Extrakt wurde daher durch Mazeration und Perkolation mit
Ethanol 96% (V/V) ohne Hitzeeinwirkung gewonnen. Als Drogenmaterial wurde das
Myrrhepulver verwendet, welches auch Bestandteil von Myrrhinil Intest® ist.

Um sicherzustellen, dass gentigend Extraktmaterial vorhanden ist, wurde eine Menge
von 3 kg Myrrhepulver verwendet. Hieraus konnte durch das unter 3.1.3 beschriebene
Verfahren 761,65 g Trockenextrakt gewonnen werden, woraus sich ein Droge-Extrakt-
Verhaltnis von 3,9:1 berechnet.

3.2.3. Fliissig-fliissig-Verteilung

In einem ndchsten Schritt sollte wie bei Vissiennon et al. das Abtrennen von lipophilen
Verbindungen durch eine Wasserdampfdestillation nachempfunden werden. Um auch hier
auf thermische Belastung zu verzichten, wurde eine fliissig-fliissig-Verteilung des Extraktes
zwischen Methanol und n-Heptan gewadhlt. Durch dieses Vorgehen konnten lipophile
Bestandteile in einer n-Heptan Fraktion (HEP, olige Konsistenz) angereichert werden,
wiahrend andere in der hydrophileren Methanol Fraktion (MeOH, pordser Feststoff)
zuriickblieben. Die Auswaagen nach Aufarbeitung von 400,0 g sind in Tabelle 12
zusammengefasst und ein Ubersichts-DC in Abbildung 13 dargestellt. Hier ist zu sehen,
dass sich im lipophileren FM 1 vor allem Komponenten der HEP Fraktion auftrennen,
wiahrend der Grofsteil der MeOH Fraktion an der Startlinie zuriickbleibt. Wird aber ein
hydrophileres Fliefimittel wie FM 4 verwendet, konnen auch Bestandteile der MeOH

Fraktion aufgetrennt werden.



Tabelle 12. Auswaagen der MeOH und der HEP Fraktion.

Fraktion Auswaage [g] Auswaage [%l]
MeOH 328,13 82,0
HEP 69,99 17,5
a AA, 366 nm AA, weifl b AA, 366 nm AA, weifs
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Abbildung 13. Diinnschichtchromatogramme des Extraktes (E), der n-Heptan- (HEP) und der Methanol-
Fraktion (MeOH), welche mit FM 1 (a) und FM 4 (b) entwickelt wurden. Die DCs sind abgebildet nach
Derivatisierung mit AA bei 366 nm und im weifSen Licht. Aufgetragen wurden 5 ul einer Lisung der
Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.

Da vor allem die HEP Fraktion im ICAM-1 Assay Aktivitat zeigte (4.2.1), wurde der
Fokus in dieser Arbeit auf die lipophilen Inhaltstoffe dieser Fraktion gesetzt.

3.2.4. Kieselgel Flash 1

Fir die weitere Auftrennung der HEP Fraktion musste nun ein Verfahren gefunden
werden, welches fiir groflere Probenmengen und vor allem fiir lipophile Substanzen
geeignet ist. Da diese Fraktion im DC schon eine breite Auftrennung an Kieselgel gezeigt
hatte (Abbildung 13), wurde dieses Trennprinzip auch fiir den ersten Isolierungsschritt
gewdhlt. Dabei wurde als Methode eine Niederdruck-Saulenchromatographie (Flash-
Chromatographie) mit 90 g Kieselgel Kartuschen gewdahlt, um moglichst viel Probenmaterial
aufgeben zu konnen.

Angelehnt an das DC Fliefsmittel FM 1 wurde ein geeigneter Gradient entwickelt.
Allerdings wurde auf die Verwendung von Toluol aufgrund des relativ hohen Siedepunks
verzichtet und dieses durch das fliichtigere n-Hexan ersetzt. Ausgehend von 95/5
(n-Hexan/EtOAc) wurde dann der EtOAc Anteil kontinuierlich erhoht, um die Methode zu
beschleunigen und auch hydrophilere Substanzen von der Sdule zu entfernen. Die
angewendete Methode ist unter 3.1.5.2 zusammengefasst. Der Lauf wurde anschlieffend
DC-geleitet in zehn Fraktionen (F1-F10) unterteilt, deren Elutionsvolumina, Auswaagen und
Ubersichts-DCs in Tabelle 13, Tabelle 14 und Abbildung 14 dargestellt sind.

Durch die Flash-Chromatographie konnten zehn Unterfraktionen gewonnen werden in

denen Verbindungen, nach ihrer Polaritdt angereichert werden konnten (Abbildung 14).



Tabelle 13. Elutionsbereiche aller Flash-Liufe fiir die Fraktionen F1-10.

Elutionsbereich [ml-ml]

Fraktion Lauf1 Lauf2 Lauf3 Lauf4 Lauf5 Laufé6 Lauf7 Lauf8 Lauf9 Laufl0
F1 1-175 1-175 1-175 1-175 1-150 1-200 1-175 1-175 1-175 1-175
F2 176-275  176-300  176-275 176-300 151-225  201-275  176-250 176-300  176-350  176-275
F3 276-400 301-475 276-375  301-475  226-350 276-400 251-425  301-725 351-550  276-425
F4 401-1075 476-1300  376-1275 476-1125 351-625 401-700 426-650 726-1000 551-1000 426-800
F5 1076-1650 1301-1875 1276-1875 1126-1950 626-1850 701-1850 651-1850 1001-1975 1001-1975 801-1775
Fe 1651-2075 2451-2450 1876-2450 1951-2600 1851-2550 1851-2550 1851-2525 1976-2525 1976-2525 1776-2425
F7 2076-2850 2951-2950 2451-3000 2601-3050 2551-3000 2551-3000 2526-3050 2526-3000 2526-3050 2426-2925
F8 2851-3075 2951-3200 3001-3275 3051-3275 3001-3250 3001-3250 3051-3275 3001-3250 3051-3250 2926-3125
F9 3076-3425 3201-3550 3276-3675 3276-3625 3251-3675 3251-3600 3276-3650 3251-3650 3250-3600 3126-3500
F10 3426-4200 3551-4200 3676-4200 3626-4200 3676-4200 3601-4200 3651-4200 3651-4200 3601-4200 35001-4200

Tabelle 14. Auswaagen der Flash Fraktionen F1-10.

Fraktion Auswaage [g] Auswaage [%]
F1 3,6150 18,22
F2 1,8256 9,20
F3 2,5376 12,79
F4 1,0212 5,15
F5 2,4905 12,55
F6 1,1153 5,62
F7 1,6045 8,09
F8 2,2925 11,56
F9 1,9414 9,79
F10 0,5484 2,76
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Abbildung 14. Diinnschichtchromatogramm der n-Heptan Fraktion (HEP) und der Unterfraktionen
F1-10, welches mit FM 1 entwickelt wurde. Die DCs sind underivatisiert abgebildet bei 254 und 366 nm sowie
nach Derivatisierung mit AA bei 366 nm und im weiflen Licht. Aufgetragen wurden 10 ul einer Losung der

Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.

3.2.5. Centrifugal Partition Chromatography (CPC)

Durch eine Adsorptionschromatographie an Kieselgel (3.1.5.2) konnte bereits eine grobe
Fraktionierung vorgenommen werden. In einem ndchsten Schritt sollte nun mit einer
Verteilungschromatographie ein anderes Trennprinzip genutzt werden, um einzelne
Fraktionen weiter aufzutrennen. Hierfiir wurde eine Centrifugal Partition Chromatography
(CPC) verwendet, bei der Verteilungsvorgange zwischen zwei miteinander nicht mischbaren
Phasen genutzt werden (Verteilungs-Chromatographie). Eine Phase bildet dabei eine
stationare Phase, die im Gerat verbleibt. Die andere, mobile Phase, wird kontinuierlich durch
die stationdre hindurchgepumpt. Wird nun ein Substanzgemisch in dieses System
eingebracht, stellt sich je nach Lipophilie der Verbindungen ein Verteilungsgleichgewicht
zwischen den beiden Phasen ein. Je nach Lage dieses Gleichgewichts kommen
unterschiedliche Elutionszeiten und damit eine Trennung von Substanzen zustande. Um
eine obligate schnelle Phasentrennung wahrend des gesamten Prozesses zu gewdahrleisten,
befindet sich das System in einem Rotor, welcher mithilfe von Zentrifugalkriften eine
Entmischung begiinstigt.

Fiir eine optimale Trennleistung ist die Verwendung eines geeigneten
FliefSmittelgemisches entscheidend. Daher wurden im Vorfeld verschiedene Gemische in
Vorversuchen getestet (nicht abgebildet), bei denen kleine Mengen der Fraktionen zwischen
zwei Phasen verteilt und per DC untersucht wurden. Kriterien fiir ein optimales System
waren zum einen eine rasche, stabile Phasentrennung, zum anderen eine gleichmafiige
Verteilung der Substanzen in den beiden Phasen. Die besten Ergebnisse fiir alle untersuchten
Fraktionen lieferte ein System von Marston et al. [100] bestehend aus n-Hexan/ACN/MeOH



(40/25/10, V/V/V), welches vor allem fiir lipophile Verbindungen empfohlen wird und fiir
alle hier beschrieben Laufe verwendet wurde (siehe 3.1.5.3). Die Oberphase wurde dabei als
mobile und die Unterphase als stationdre Phase verwendet (,,ascending” Modus, ASC) und
nach einem Elutionsvolumen von 800 ml die Phasen getauscht (,,descending” Modus, DSC).
In Tabelle 15 sind die Elutionsbereiche der Unterfraktionen zusammengefasst, die im
Folgenden als F5C1, F5C2 usw. bezeichnet werden, wahrend in Tabelle 16 und Abbildung
15 die Auswaagen und DCs dargestellt sind.

Die DCs zeigen, dass durch die CPC Fraktionen gewonnen werden konnten, die
teilweise nur noch wenige Verbindungen enthalten und damit einer abschieflenden
Auftrennung durch die praparative HPLC zugénglich sind. Genauer betrachtet zeigen vor
allem die C1-Fraktionen meist nur unspezifische Banden, weshalb sie nicht weiterbearbeitet
wurden. Auflerdem fdllt auf, dass ein Grofsteil der Auswaagen auf die DSC-Fraktionen
entfallt. Deshalb wurde beschlossen, die Fraktionen F6C7 und F7C7 iiber eine weitere
Kieselgel Flash aufzutrennen. Aufserdem wurden die Fraktionen FOC4 und -5 aufgrund der

starken Ahnlichkeit vereinigt (im Folgenden F9C4).

Tabelle 15. Elutionsbereiche der Unterfraktionen C1-8 aller CPC-Liufe geordnet nach Fraktionen (F5-9)
im ,ascending” (ASC) und im , descending” Modus (DSC).

Elutionsbereich [ml-ml]

. F5 F9
Fraktion F6 F7
Lauf1 Lauf 2 Lauf1 Lauf 2
C1 ASC 1-180 ASC 1-190 ASC 1-105 ASC 1-195 ASC 1-365 ASC 1-370
C2 ASC 181-280 ASC 191-290 ASC 106-190 ASC 196-480 ASC 364-450 ASC 371-460
C3 ASC 281-600 ASC 291-610 ASC 191-275 ASC 481-720 ASC 451-585 ASC 461-600
C4 ASC 601-800+ ASC 611-800 + ASC 276-385 ASC 721-800 + ASC 586-705 ASC 601-800
DSC 136-290 DSC 131-250 DSC 141-200
C5 DSC 21-135 DSC 21-130 ASC 386-520 DSC 111-140 ASC 706-800 DSC 1-200
Ceo DSC 1-20 DSC 1-20 ASC 521-800 DSC 51-110 DSC 1-200
C7 DSC 16-190 DSC 11-50
C8 DSC 1-15 DSC 1-10

Tabelle 16. Auswaagen der CPC Fraktionen.

Auswaage
Fraktion i re F7 e
[mg] [%] [mg] [%] [mg] [%] [mg] [%]

C1 133,5 7,98 28,4 2,68 37,6 2,43 24,6 1,34
C2 70,6 4,22 20,6 1,94 43,4 2,81 20,5 1,11
C3 292,2 17,47 20,6 1,94 41,3 2,67 118,1 6,42
C4 150,6 9,00 24,5 2,31 35,7 2,31 64,1 3,48
C5 641,3 38,34 29,0 2,73 31,8 2,05 13,5 0,73
Coe 231,1 13,82 46,6 4,40 124,2 8,03 1424,7 77,43
Cc7 386,2 36,42 508,4 32,85

C8 443,1 41,79 668,1 43,17
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Abbildung 15. Diinnschichtchromatogramme der CPC Fraktionen. Abgebildet sind DCs mit der
Ursprungsfraktion (F5, -6, -7 und -9; von oben nach unten) und den jeweiligen CPC Fraktionen. Die DCs sind
nach Derivatisierung mit AA im weif$en Licht (links) und bei 366 nm (rechts) abgebildet. Es wurden 2 ul einer
Losung der Konzentration 10 mg/ml in EtOAc aufgetragen und mit folgenden Fliefmitteln entwickelt:
F5: FM 4; F6: FM 2; F7: FM 2; F9: FM 4.



3.2.6. Kieselgel Flash 2

Um die Fraktionen F6C7 (386,2 mg) und F7C7 (508,4 mg) durch eine zweite Flash-
Chromatographie an Kieselgel weiter aufzutrennen, wurde eine neue Methode spezifisch fiir
diese Fraktionen entwickelt. Durch DC Vorversuche (nicht abgebildet) konnte ein geeigneter
Gradient zwischen DCM und EtOAc gefunden werden und die Fraktionen wurden an einer

kleineren Flash-Kartusche getrennt (siehe 3.1.5.4).

3.2.6.1. Fe6C7

Die Elutionsbereiche, Auswaagen und DCs der Unterfraktionen sind in Abbildung 16
und Tabelle 17 zusammengefasst.

Durch die zweite Flash-Chromatographie konnten Fraktionen gewonnen werden, die
nur noch wenige Substanzen enthielten und damit geeignet fiir eine Auftrennung an der
praparativen HPLC waren. Die DCs im underivatisierten Zustand zeigen teilweise intensive
Banden bei 254 nm was dafiir spricht, dass hier auch aromatische Substanzen mit grofierem

Chromophor vorhanden sind.

Tabelle 17. Elutionsbereiche und Auswaagen der Fraktionen F6C7F1-5.

. . ] Auswaage
Fraktion Elutionsbereich [ml-ml]
[mg] [%]
F6C7F1 1-165 24,0 6,87
F6C7F2 166-255 64,5 18,43
F6C7F3 256-510 96,9 27,69
F6C7F4 511-1410 142,5 40,72

F6C7F5 1411-1650 54,9 15,67
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Abbildung 16. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F6C7 und der Unterfraktionen F6C7F1-5
(Beschriftet als F1-5), welches mit FM 5 entwickelt wurde. Die DCs sind underivatisiert abgebildet bei 254 und
366 nm sowie nach Derivatisierung mit AA im weiflen Licht und bei 366 nm. Aufgetragen wurden 1 ul (F1-5)
bzw. 2 ul (F6C7) einer Lisung der Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.

3.2.6.2. F7C7

Die Elutionsbereiche, Auswaagen und DCs der Unterfraktionen sind in Tabelle 18 und
Abbildung 17 zusammengefasst.

Ahnlich wie bei F6C7 konnten hier geeignete Fraktionen fiir eine priparative
Auftrennung per HPLC gewonnen werden. Auch in dieser Fraktion weisen deutliche

Banden auf den underivatisierten DCs bei 254 nm auf aromatische Komponenten hin.

Tabelle 18. Elutionsbereiche und Auswaagen der Fraktionen F7C7F1-5.

. Elutionsbereich [ml-ml] Auswaage
Fraktion
Lauf1 Lauf 2 [mg] [%]
F7C7F1 1-390 1-600 90,2 18,03
F7C7F2 391-465 601-795 40,4 8,08
F7C7F3 466-660 796-1065 52,6 10,53
F7C7F4 661-1410 1066-1425 174,0 34,80

F7C7F5 1411-1650 1426-1650 123,2 24,65
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Abbildung 17. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F7C7 und der Unterfraktionen F7C7F1-5
(Beschriftet als F1-5), welches mit FM 5 entwickelt wurde. Die DCs sind underivatisiert abgebildet bei 254 und
366 nm sowie nach Derivatisierung mit AA im weiffen Licht und bei 366 nm. Aufgetragen wurden 1 ul (F1-5)
bzw. 2 ul (F7C7) einer Losung der Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.



3.2.7. Praparative HPLC

3.2.7.1. F5C2

In elf Laufen wurden 70,6 mg der Fraktion F5C2 an der praparativen HPLC mit der

Methode HPLC 1 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei drei Peaks (P1-3) gesammelt (Abbildung
18).
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Abbildung 18. Chromatogramm der Fraktion F5C2 bei 200 nm mit den Peaks P1-3.

Die Elutionszeiten, Auswaagen und Ubersichts-DCs der entstandenen Fraktionen finden
sich in Tabelle 19 und Abbildung 19. Die Struktur von F5C2P1 (Substanz 27) konnte im

Folgenden aufgekldart werden (3.3.9.1), wihrend die anderen Verbindungen nicht in
ausreichender Reinheit gewonnen werden konnten.

Tabelle 19. Elutionszeiten und Auswaagen der Fraktionen F5C2P1-3.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
F5C2P1 Substanz 27 8,8 16,1
F5C2P2 10,4 1,7
F5C2P3 10,7 2,6

AA, weifd

Abbildung 19. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F5C2 und der Unterfraktionen F5C2P1-3
(Beschriftet als P1-3), welches mit FM 2 entwickelt wurde. Das DC ist abgebildet nach Derivatisierung mit AA

im weiflen Licht und bei 366 nm. Aufgetragen wurden 1 pl (P1-3) bzw. 2 pl (F5C2) einer Lisung der
Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.



3.2.7.2. F5C5

In zehn Laufen wurden 152,3 mg der Fraktion F5C5 an der praparativen HPLC mit der
Methode HPLC 2 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei acht Peaks (P1-8) gesammelt (Abbildung
20).
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Abbildung 20. Chromatogramm der Fraktion F5C5 bei 200 nm mit den Peaks P1-8.

Die Elutionszeiten, Auswaagen und Ubersichts-DCs der entstandenen Fraktionen finden
sich in Tabelle 20 und Abbildung 20. Die Strukturen von F5C5P5-8 (Substanz 1 (3.3.3.1), 10
(3.3.4.1), 11 (3.3.4.2) und 17 (3.3.5.1)) konnten im Folgenden aufgeklart werden, wahrend die
anderen Verbindungen nicht in ausreichender Reinheit gewonnen werden konnten. F5C5P7
war nach der ersten Trennung mit einer anderen Substanz verunreinigt und wurde daher
mit der gleichen Methode erneut chromatographiert. So konnten 0,8 mg dieser Substanz

gewonnen werden.

Tabelle 20. Elutionszeiten und Auswaagen der Fraktionen F5C5P1-8.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
F5C5P1 6,5 1,0

F5C5P2 11,1 2,0

F5C5P3 14,3-15,3 11,5

F5C5P4 Substanz 7 16,1 9,2

F5C5P5 Substanz 10 18,2 7,6

F5C5P6 Substanz 11 18,9 6,6

F5C5P7 Substanz 17 19,4 2,3bzw. 0,8

F5C5P8 Substanz 1 20,9 5,7
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Abbildung 21. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F5C5 und der Unterfraktionen F5C5P1-8
(beschriftet als P1-8), welches mit FM 2 entwickelt wurde. Das DC ist abgebildet nach Derivatisierung mit AA
im weiflen Licht und bei 366 nm abgebildet. Aufgetragen wurden 1 ul (P1-8) bzw. 2 ul (F5C5) einer Losung der
Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.



3.2.7.3. Fe6C3

In fiinf Laufen wurden 20,6 mg der Fraktion F6C3 an der praparativen HPLC mit der
Methode HPLC 3 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei zwei Peaks (P1-2) gesammelt (Abbildung
22).
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Abbildung 22. Chromatogramm der Fraktion F6C3 bei 200 nm mit den Peaks P1-2.

Die Elutionszeiten, Auswaagen und Ubersichts-DCs der entstandenen Fraktionen finden
sich in Tabelle 21 und Abbildung 23. Die Strukturen beider Verbindungen (Substanz 33 und
35) konnte im Folgenden aufgeklart werden (3.3.10.5 und 3.3.10.7). Substanz 33 wurde auch
in Fraktion F7C2P6 nachgewiesen.

Tabelle 21. Elutionszeiten und Auswaagen der Fraktionen F6C3P1-2.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
F6C3P1 Substanz 35 11,3 1,7
F6C3P2 Substanz 33 11,6 2,3

AA weis ~ ey RANSESR
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Abbildung 23. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F6C3 und der Unterfraktionen F5C3P1-2
(beschriftet als P1-2), welches mit FM 2 entwickelt wurde. Das DC ist abgebildet nach Derivatisierung mit AA
im weiffen Licht und bei 366 nm. Aufgetragen wurden 1 pl (P1-2) bzw. 2 ul (F6C3) einer Losung der
Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.



3.2.7.4. FeC4

In fiinf Laufen wurden 24,5 mg der Fraktion F6C4 an der praparativen HPLC mit der
Methode HPLC 4 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei vier Peaks (P1-4) gesammelt (Abbildung
24).
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Abbildung 24. Chromatogramm der Fraktion F6C4 bei 200 nm mit den Peaks P1-4.

Die Elutionszeiten, Auswaagen und Ubersichts-DCs der entstandenen Fraktionen finden
sich in Tabelle 22 und Abbildung 25. Die Struktur von F6C4P2 (Substanz 36) konnte im
Folgenden aufgekldart werden (3.3.10.8), wahrend die anderen Verbindungen, wie auf dem

DC ersichtlich nicht in ausreichender Reinheit gewonnen werden konnten.

Tabelle 22. Elutionszeiten und Auswaagen der Fraktionen F6C4P1-4.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
F6C4P1 16,7 14
FoC4P2 Substanz 36 17,4 2,0
F6C4P3 18,9 1,6
F6C4P4 19,4 1,6
AA, weifd
‘ P1 P2 P3 P4 FeC4 P1 P2 P3 P4 FeC4

Abbildung 25. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F6C4 und der Unterfraktionen F6C4P1-4
(beschriftet als P1-4), welches mit FM 2 entwickelt wurde. Das DC ist abgebildet nach Derivatisierung mit AA
im weiffen Licht und bei 366 nm. Aufgetragen wurden 1 pl (P1-4) bzw. 2 ul (F6C4) einer Losung der
Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.



3.2.7.5. Fe6C5

In acht Laufen wurden 29,0 mg der Fraktion F6C5 an der préaparativen HPLC mit der
Methode HPLC 5 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei ein Peak (P1) gesammelt (Abbildung 26).
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Abbildung 26. Chromatogramm der Fraktion F6C5 bei 200 nm mit dem Peak P1.

Die Elutionszeiten, Auswaagen und Ubersichts-DCs der entstandenen Fraktionen finden
sich in Tabelle 23 und Abbildung 27. Die Struktur von F6C5P1 (Substanz 37) konnte im
Folgenden aufgeklart werden (3.3.10.9).

Tabelle 23. Elutionszeit und Auswaage der Fraktion F6C5P1.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
F6C5P1 Substanz 37 12,0 4,1
AA, Weifd
— -
wpim
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Abbildung 27. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F6C5 und der Unterfraktion F6C5P1 (beschriftet
als P1), welches mit FM 2 entwickelt wurde. Das DC ist abgebildet nach Derivatisierung mit AA im weiflen
Licht und bei 366 nm. Aufgetragen wurden 1 ul (P1) bzw. 2 ul (F6C5) einer Lisung der Konzentration 10
mg/ml in EtOAc.



3.2.7.6. Fe6C7F1

In sieben Laufen wurden 24,0 mg der Fraktion F6C7F1 an der praparativen HPLC mit
der Methode HPLC 6 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei vier Peaks (P1-4) gesammelt
(Abbildung 28).
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Abbildung 28. Chromatogramm der Fraktion F6C7F1 bei 200 nm mit den Peaks P1-4.

Die Elutionszeiten, Auswaagen und Ubersichts-DCs der entstandenen Fraktionen finden
sich in Tabelle 24 und Abbildung 29. Die Strukturen von F6C7F1P2 und -P3 (Substanz 26
und 24) konnten im Folgenden aufgeklart werden (3.3.8.3 und 3.3.8.1), wahrend die anderen

Verbindungen nicht in ausreichender Menge und Reinheit gewonnen werden konnten.

Tabelle 24. Elutionszeiten und Auswaagen der Fraktionen F6C7F1P1-4.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
F6C7F1P1 54 0,6
F6C7F1P2 Substanz 26 13,4 0,8
F6C7F1P3 Substanz 24 14,2 0,7
F6C7F1P4 15,7 0,7

AA, Weifd -
.1
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Abbildung 29. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F6C7F1 und der Unterfraktionen F6C7F1P1-4
(beschriftet als P1-4), welches mit FM 5 entwickelt wurde. Das DC ist abgebildet nach Derivatisierung mit AA
im weiffen Licht und bei 366 nm. Aufgetragen wurden 1 ul (P1-4) bzw. 2 ul (F6C7F1) einer Losung der
Konzentration 10 mg/ml in EtOAc



3.2.7.7. F6C7F2

In sechs Laufen wurden 64,5 mg der Fraktion F6C7F2 an der praparativen HPLC mit der
Methode HPLC 7 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei sechs Peaks (P1-6) gesammelt (Abbildung
30).
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Abbildung 30. Chromatogramm der Fraktion F6C7F2 bei 200 nm mit den Peaks P1-6.

Die Elutionszeiten, Auswaagen und Ubersichts-DCs der entstandenen Fraktionen finden
sich in Tabelle 25 und Abbildung 31. Die Strukturen von F6C7F2P2 sowie -P4-6 (Substanz
15, 19, 18 und 21) konnten im Folgenden aufgekldart werden (3.3.4.6, 3.3.5.3, 3.3.5.2 und
3.3.6.1), wihrend die anderen Verbindungen nicht in ausreichender Reinheit gewonnen

werden konnten.

Tabelle 25. Elutionszeiten und Auswaagen der Fraktionen F6C7F2P1-6.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
F6C7F2P1 14,6 0,9
F6C7F2P2 Substanz 15 16,8 1,6
F6C7F2P3 17,5 1,9
F6C7F2P4 Substanz 19 22,1 1,2
F6C7F2P5 Substanz 18 22,9 1,7
F6C7F2P6 Substanz 21 23,5 0,9
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Abbildung 31. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F6C7F2 und der Unterfraktionen F6C7F2P1-6
(beschriftet als P1-6), welches mit FM 5 entwickelt wurde. Das DC ist abgebildet nach Derivatisierung mit AA
im weiflen Licht und bei 366 nm. Aufgetragen wurden 1 pl (P1-6) bzw. 2 ul (F6C7F2) einer Losung der
Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.



3.2.7.8. F6C7F3

In acht Laufen wurden 96,9 mg der Fraktion F6C7F3 an der praparativen HPLC mit der
Methode HPLC 8 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei sieben Peaks (P1-7) gesammelt (Abbildung
32).
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Abbildung 32. Chromatogramm der Fraktion F6C7F3 bei 200 nm mit den Peaks P1-7.

Die Elutionszeiten, Auswaagen und Ubersichts-DCs der entstandenen Fraktionen finden
sich in Tabelle 26 und Abbildung 33. Die Strukturen von F6C7P1, -P3, -P6 und -P7
(Substanz 9, 5, 8 und 38) konnten im Folgenden aufgekldrt werden (3.3.3.9, 3.3.3.5, 3.3.3.8
und 3.3.10.10), wahrend die anderen Verbindungen nicht in ausreichender Reinheit
gewonnen werden konnten. F6C7F3P6 wurde erneut mit derselben Methode (HPLC 8)
aufgereinigt, wodurch 1,8 mg Substanz gewonnen werden konnten. Substanz 5 konnte
neben F6C7F3P3 auch noch aus F7C7F2P5 isoliert werden.

Tabelle 26. Elutionszeiten und Auswaagen der Fraktionen F6C7F3P1-7.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
F6C7F3P1 Substanz 9 11,7 3,6
F6C7F3P2 15,7 5,0
F6C7F3P3 Substanz 5 16,8 1,5
F6C7F3P4 18,6 2,3
F6C7F3P5 20,5 1,9
F6C7F3P6 Substanz 8 21,6 3,7 bzw. 1,8

F6C7F3P7 Substanz 38 26,8 6,2
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Abbildung 33. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F6C7F3 und der Unterfraktionen F6C7F3P1-7
(beschriftet als P1-7), welches mit FM 5 entwickelt wurde. Das DC ist abgebildet nach Derivatisierung mit AA
im weiflen Licht und bei 366 nm. Aufgetragen wurden 1 pl (P1-7) bzw. 2 ul (F6C7F3) einer Losung der
Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.



3.2.7.9. Fe6C7F4

In 14 Laufen wurden 142,5 mg der Fraktion F6C7F4 an der praparativen HPLC mit der
Methode HPLC 9 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei sechs Peaks (P1-6) gesammelt (Abbildung
34).
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Abbildung 34. Chromatogramm der Fraktion F6C7F4 bei 200 nm mit den Peaks P1-6.

Die Elutionszeiten, Auswaagen und Ubersichts-DCs der entstandenen Fraktionen finden
sich in Tabelle 27 und Abbildung 35. Die Strukturen von F6C7F4P1 und -P2 (Substanz 16
und 4) konnten im Folgenden aufgeklart werden (3.3.4.6.1 und 3.3.3.4), wahrend die anderen
Verbindungen wahrend der NMR-Analyse Abbauprodukte bildeten. Substanz 4 wurde aus
den Fraktionen F7C7F2P3 und F7C7F3P1 ebenfalls isoliert

Tabelle 27. Elutionszeiten und Auswaagen der Fraktionen F6C7F4P1-6.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
F6C7F4P1 Substanz 16 7,5 1,7
F6C7F4P2 Substanz 4 9,2 43
F6C7F4P3 10,3 14,2
F6C7F4P4 17,7 2,5
F6C7F4P5 18,8 3,3

F6C7F4P6 18,9 1,9
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Abbildung 35. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F6C7F4 und der Unterfraktionen F6C7F4P1-6
(beschriftet als P1-6), welches mit FM 5 entwickelt wurde. Das DC ist abgebildet nach Derivatisierung mit AA
im weiflen Licht und bei 366 nm. Aufgetragen wurden 1 pl (P1-6) bzw. 2 ul (F6C7F4) einer Losung der
Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.



3.2.7.10. F7C2

In neun Laufen wurden 43,4 mg der Fraktion F7C2 an der préaparativen HPLC mit der
Methode HPLC 10 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei sechs Peaks (P1-6) gesammelt (Abbildung
36).

mAU |

P6

P1 P2/ \ | A

Abbildung 36. Chromatogramm der Fraktion F7C2 bei 200 nm mit den Peaks P1-6.

Die Elutionszeiten, Auswaagen und Ubersichts-DCs der entstandenen Fraktionen finden
sich in Tabelle 28 und Abbildung 37. Die Strukturen von F7C2P5 und -P6 (Substanz 31 und
33) konnten im Folgenden aufgeklart werden (3.3.10.3 und 3.3.10.5), wahrend die anderen

Verbindungen nicht in ausreichender Menge und Reinheit gewonnen werden konnten.

Tabelle 28. Elutionszeiten und Auswaagen der Fraktionen F7C2P1-6.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
F7C2P1 17,3 0,6
F7C2P2 21,2 1,2
F7C2P3 22,0 1,1
F7C2P4 25,2 1,2
F7C2P5 Substanz 31 29,9 2,0
F7C2P6 Substanz 33 33,4 2,4
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Abbildung 37. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F7C2 und der Unterfraktionen F7C2P1-6
(beschriftet als P1-6), welches mit FM 2 entwickelt wurde. Das DC ist abgebildet nach Derivatisierung mit AA
im weiflen Licht und bei 366 nm. Aufgetragen wurden 1 pl (P1-6) bzw. 2 ul (F7C2) einer Lisung der
Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.



3.2.7.11. F7C3

In fiinf Laufen wurden 41,3 mg der Fraktion F7C3 an der préaparativen HPLC mit der
Methode HPLC 11 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei ein Peak (P1) gesammelt (Abbildung 38).
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Abbildung 38. Chromatogramm der Fraktion F7C3 bei 200 nm mit dem Peak P1.

Die Elutionszeiten, Auswaagen und Ubersichts-DCs der entstandenen Fraktionen finden
sich in Tabelle 29 und Abbildung 39. Die Struktur von F7C3P1 (Substanz 28) konnte im
Folgenden aufgeklart werden (3.3.9.2). Das starke Tailing der DC Bande ist durch die

Aciditat der Verbindung zu erklaren, die eine Carbonsdurefunktion tragt.

Tabelle 29. Elutionszeit und Auswaage der Fraktion F7C3P1.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
F7C3P1 Substanz 28 9,9 9,4
AA, Weif$ - AA, 366nm
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Abbildung 39. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F7C3 und der Unterfraktion F7C3P1 (beschriftet
als P1), welches mit FM 2 entwickelt wurde. Das DC ist abgebildet nach Derivatisierung mit AA im weiflen
Licht und bei 366 nm. Aufgetragen wurden 1 ul (P1) bzw. 2 ul (F7C3) einer Losung der Konzentration 10
mg/ml in EtOAc.



3.2.7.12. F7Cé6

In elf Laufen wurden 124,2 mg der Fraktion F7C6 an der praparativen HPLC mit der
Methode HPLC 12 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei vier Peaks (P1-4) gesammelt (Abbildung
40).
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Abbildung 40. Chromatogramm der Fraktion F7C6 bei 200 nm mit den Peaks P1-4.

Die Elutionszeiten, Auswaagen und Ubersichts-DCs der entstandenen Fraktionen finden
sich in Tabelle 30 und Abbildung 41. Die Strukturen von F7C6P2 und -P4 (Substanz 22 und
23) konnten im Folgenden aufgekldart werden (3.3.7.1 und 3.3.7.2), wahrend -P1 unter
Blaufarbung Artefakte bildete. F7C6P3 konnte nicht in ausreichender Reinheit gewonnen

werden.

Tabelle 30. Elutionszeiten und Auswaagen der Fraktionen F7C6P1-4.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
F7C6P1 16,5 1,4
F7C6P2 Substanz 22 23,4 6,9
F7C6P3 23,8 3,8
F7C6P4 Substanz 23 25,6 4,1
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Abbildung 41. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F7C6 und der Unterfraktionen F7C6P1-4
(beschriftet als P1-4), welches mit FM 2 entwickelt wurde. Das DC ist abgebildet nach Derivatisierung mit AA
im weiflen Licht und bei 366 nm. Aufgetragen wurden 1 ul (P1-4) bzw. 2 pl (F7C6) einer Lisung der
Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.



3.2.7.13. F7C7F1

In neun Laufen wurden 90,2 mg der Fraktion F7C7F1 an der praparativen HPLC mit der
Methode HPLC 13 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei drei Peaks (P1-3) gesammelt (Abbildung
42).
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Abbildung 42. Chromatogramm der Fraktion F7C7F1 bei 200 nm mit den Peaks P1-3.

Die Elutionszeiten, Auswaagen und Ubersichts-DCs der entstandenen Fraktionen finden
sich in Tabelle 31 und Abbildung 43. Die Strukturen von F7C7F1P1 und -P3 (Substanz 2 und
3) konnten im Folgenden aufgekldrt werden (3.3.3.2 bzw. 3.3.3.3), wahrend -P2 mit den
Nachbarfraktionen verunreinigt war. Die Substanz 2 konnte dariiber hinaus auch aus der

Fraktion F7C7F2P6 gewonnen werden.

Tabelle 31. Elutionszeiten und Auswaagen der Fraktionen F7C7F1P1-3.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
F7C7F1P1 Substanz 2 11,3 10,9
F7C7F1P2 11,9 2,3
F7C7F1P3 Substanz 3 12,2 11,3
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Abbildung 43. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F7C7F1 und der Unterfraktionen F7C7F1P1-3
(beschriftet als P1-3), welches mit FM 5 entwickelt wurde. Das DC ist abgebildet nach Derivatisierung mit AA
im weiffen Licht und bei 366 nm. Aufgetragen wurden 1 ul (P1-3) bzw. 2 ul (F7C7F1) einer Losung der
Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.



3.2.7.14. F7C7F2

In acht Laufen wurden 40,4 mg der Fraktion F7C7F2 an der praparativen HPLC mit der
Methode HPLC 14 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei neun Peaks (P1-9) gesammelt (Abbildung
44).
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Abbildung 44. Chromatogramm der Fraktion F7C7F2 bei 200 nm mit den Peaks P1-9.

Die Elutionszeiten, Auswaagen und Ubersichts-DCs der entstandenen Fraktionen finden
sich in Tabelle 32 und Abbildung 45. Die Strukturen von F7C7F2P3-6 (Substanz 4, 6, 5 und
2) konnten im Folgenden aufgeklart werden (3.3.3.4, 3.3.3.6, 3.3.3.5 bzw. 3.3.3.2), wahrend die
anderen Verbindungen nicht in ausreichender Reinheit gewonnen werden konnten bzw. sich
im Fall von -P7 abbauten. Die Substanzen 2, 4 und 5 konnten auflerdem auch aus anderen
Fraktionen gewonnen werden (F6C7F3P3, F7C7F3P1 bzw. F7C7F1P1).

Tabelle 32. Elutionszeiten und Auswaagen der Fraktionen F7C7F2P1-9.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
F7C7F2P1 11,2 0,8
F7C7F2P2 12,0 34
F7C7F2P3 Substanz 4 15,2 1,7
F7C7F2P4 Substanz 6 15,5 1,1
F7C7F2P5 Substanz 5 16,6 6,5
F7C7F2P6 Substanz 2 18,1 1,2
F7C7F2P7 18,6 3,3
F7C7F2P8 19,7 0,7

F7C7F2P9 20,2 1,0
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Abbildung 45. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F7C7F2 und der Unterfraktionen F7C7F2P1-9
(beschriftet als P1-9), welches mit FM 5 entwickelt wurde. Das DC ist abgebildet nach Derivatisierung mit AA
im weiflen Licht und bei 366 nm. Aufgetragen wurden 1 pl (P1-9) bzw. 2 ul (F7C7F2) einer Losung der
Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.



3.2.7.15. F7C7F3

In neun Laufen wurden 52,6 mg der Fraktion F7C7F3 an der praparativen HPLC mit der

Methode HPLC 15 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei drei Peaks (P1-3) gesammelt (Abbildung
46).
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Abbildung 46. Chromatogramm der Fraktion F7C7F3 bei 200 nm mit den Peaks P1-3.

Die Elutionszeiten, Auswaagen und Ubersichts-DCs der entstandenen Fraktionen finden
sich in Tabelle 33 und Abbildung 47. Die Strukturen von F7C7F3P1 und -P3 (Substanz 4 und
25) konnten im Folgenden aufgekldrt werden (3.3.3.4 und 3.3.8.2), wahrend -P2 nicht in
ausreichender Reinheit gewonnen werden konnte. Substanz 3 wurde auch aus den
Fraktionen F6C7F4P2 und F7C7F2P3 isoliert.

Tabelle 33. Elutionszeiten und Auswaagen der Fraktionen F7C7F3P1-3.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
F7C7F3P1 Substanz 4 19,0 2,9
F7C7F3P2 19,5 1,6
F7C7F3P3 Substanz 25 20,1 2,1
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Abbildung 47. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F7C7F3 und der Unterfraktionen F7C7F3 P1-3
(beschriftet als P1-3), welches mit FM 5 entwickelt wurde. Das DC ist abgebildet nach Derivatisierung mit AA

im weiffen Licht und bei 366 nm. Aufgetragen wurden 1 ul (P1-3) bzw. 2 ul (F7C7F3) einer Losung der
Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.



3.2.7.16. F7C7F4

In zehn Laufen wurden 174,0 mg der Fraktion F7C7F4 an der préaparativen HPLC mit
der Methode HPLC 16 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei vier Peaks (P1-4) gesammelt
(Abbildung 48).
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Abbildung 48. Chromatogramm der Fraktion F7C7F4 bei 200 nm mit den Peaks P1-4.

Die Elutionszeiten, Auswaagen und Ubersichts-DCs der entstandenen Fraktionen finden
sich in Tabelle 34 und Abbildung 49. Die Strukturen von F7C7F4P1-4 (Substanz 12, 13, 20
und 14) konnten im Folgenden aufgeklart werden (3.3.4.3, 3.3.4.4, 3.3.5.4 und 3.3.4.5).

Tabelle 34. Elutionszeiten und Auswaagen der Fraktionen F7C7F4P1-4.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
F7C7F4P1 Substanz 12 15,6 7,4
F7C7F4P2 Substanz 13 17,0 13,3
F7C7F4P3 Substanz 20 17,0 6,3
F7C7F4P4 Substanz 14 17,4 2,8
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Abbildung 49. Diinnschichtchromatogramm der Fraktion F7C7F4 und der Unterfraktionen F7C7F4P1-4
(beschriftet als P1-4), welches mit FM 2 entwickelt wurde. Das DC ist abgebildet nach Derivatisierung mit AA
im weiflen Licht und bei 366 nm. Aufgetragen wurden 1 pl (P1-4) bzw. 2 ul (F7C7F4) einer Losung der
Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.



3.2.7.17. F9C2

In fiinf Laufen wurden 20,5 mg der Fraktion FO9C2 an der préaparativen HPLC mit der
Methode HPLC 17 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei vier Peaks (P1-4) gesammelt (Abbildung
50).
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Abbildung 50. Chromatogramm der Fraktion FIC2 bei 200 nm mit den Peaks P1-4.

Die Elutionszeiten und Auswaagen der entstandenen Fraktionen finden sich in Tabelle
35. Die Struktur von F9C2P4 (Substanz 32) konnte im Folgenden aufgekldart werden
(3.3.10.4), wahrend die anderen Verbindungen nicht in ausreichender Reinheit gewonnen

werden konnten.

Tabelle 35. Elutionszeiten und Auswaagen der Fraktionen FOC2P1-4

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
FI9C2P1 11,6 5,0

FoC2P2 12,4 2,5

F9C2P3 13,4 0,7

F9C2P4 Substanz 32 14,6 6,0




3.2.7.18. F9C3

In 14 Laufen wurden 118,1 mg der Fraktion FOC3 an der praparativen HPLC mit der
Methode HPLC 17 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei zwei Peaks (P1-2) gesammelt (Abbildung
51).
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Abbildung 51. Chromatogramm der Fraktion FIC3 bei 200 nm mit den Peaks P1-2.

Die Elutionszeiten und Auswaagen der entstandenen Fraktionen finden sich in Tabelle
36. Die Strukturen von F9C3P1-2 (Substanz 30 und 29) konnten im Folgenden aufgeklart
werden (3.3.10.2 und 3.3.10.1).

Tabelle 36. Elutionszeiten und Auswaagen der Fraktionen FOC3P1-2.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]

FIC3P1 Substanz 30 11,7 48,4
F9C3P2 Substanz 29 13,4 6,4




3.2.7.19. F9C4

In 14 Laufen wurden 77,6 mg der Fraktionen F9C4-5, welche zuvor vereinigt wurden, an
der praparativen HPLC mit der Methode HPLC 18 (3.1.5.6) aufgetrennt und dabei drei Peaks
(P1-3) gesammelt (Abbildung 52).
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Abbildung 52. Chromatogramm der Fraktion F9C4 bei 200 nm mit den Peaks P1-3.

Die Elutionszeiten und Auswaagen der entstandenen Fraktionen finden sich in Tabelle
37. Die Struktur von F9C4P1 (Substanz 34) konnte im Folgenden aufgekldrt werden
(3.3.10.6), wahrend die anderen Verbindungen nicht in ausreichender Reinheit gewonnen

werden konnten.

Tabelle 37. Elutionszeiten und Auswaagen der Fraktionen FOC4P1-3.

Fraktion Elutionszeit [min] Auswaage [mg]
F9C4P1 Substanz 34 9,9 32,7
FoC4Pr2 10,5 3,6

F9C4P3 11,0 4,6




3.2.8. Instabilititen und Artefaktbildung

In Verlauf der Isolierung traten immer wieder Probleme mit der Stabilitdt einiger
Verbindungen und Fraktionen auf. Dies fiihrte zur Bildung von Artefakten und war der
Grund dafiir, dass einige Reinsubstanzen nicht aufgeklart werden konnten. Der Effekt trat
zum ersten Mal in Form von lagerungsbedingten Verdnderungen auf Ebene der
Flash-Fraktionen auf. Da dies auch Auswirkung auf die Auswahl von Fraktionen hatte, die
im Folgendem weiter bearbeitet wurden, sollen diese Instabilititen hier kurz vorgestellt
werden.

Es wurden DCs von Flash-Fraktionen, die zu unterschiedlichen Zeiten entstanden
waren, angefertigt. Dies war moglich, da insgesamt zehn Flash-Durchgiange {iber einen
langeren Zeitraum durchgefithrt wurden und so unterschiedlich ,alte” Fraktionen
vorhanden waren. Durch diese Untersuchungen konnten gelagerte (2 Monate alt) mit
frischen Fraktionen (3 Tage alt) verglichen werden. Fiir die DCs wurden aufgrund der
unterschiedlichen Polaritdt der Fraktionen zwei verschiedene Fliefimittel fiir F1-5 und F6-10
verwendet (Abbildung 53).
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Abbildung 53. Diinnschichtchromatogramme der Fraktion F1-10 im gelagertem (g) und frischem (f)
Zustand. Die DCs wurden mit FM 1 (a und b) bzw. FM 7 (c und d) entwickelt und mit AA derivatisiert. Sie
sind abgebildet im weiffen Licht (a und c) bzw. bei 366 nm (b und d). Aufgetragen wurden je 10 ul einer
Losung der Konzentration 10 mg/ml in EtOAc.

Durch die diinnschichtchromatographischen Untersuchungen konnte festgestellt
werden, dass es vor allem bei den lipophileren Fraktionen F1-4 zu starken Verdanderungen

wiahrend der Lagerung kommt und sich bei diesen der Fingerprint zwischen gelagerten (g)



und frischen (f) Fraktionen stark unterscheidet. Bei den Fraktionen F5-10 traten nur kleine
Unterschiede auf.

Diese Ergebnisse waren ausschlaggebend dafiir, dass die lipophileren Fraktionen bei
den folgenden Isolierungsschritten nicht weiter bearbeitet wurden, obwohl sie im ICAM-1
Assay stdrkere Effekte zeigten (siehe Kapitel 4). Stattdessen wurde der Fokus auf die
stabileren und ebenfalls aktiven Fraktionen F5-7 gelegt.

Aber auch auf Ebene der Reinsubstanzen kam es immer wieder zu Instabilititen, die
zum Abbau einiger Verbindungen fiihrten. So zersetzte sich zum Beispiel die Verbindung
F7C6P1 in CDCls unter Blaufarbung, wahrend der Messung der NMR-Spektren (3.2.7.12).
Aber auch bei anderen Verbindungen traten immer wieder Verdnderungen auf, die zur
Folge hatten, dass die Strukturen vieler Reinsubstanzen nicht aufgeklart werden konnten.

Um die Bildung von Artefakten zu verhindern oder einzuddmmen wurden mehrere
Mafinahmen ergriffen. Zum einen wurde darauf geachtet Fraktionen und Reinsubstanzen
unter Lichtausschluss und bei -20 °C zu lagern. Zum anderen wurde auch versucht die
thermische Belastung wadhrend des Isolierungsprozesses zu vermindern. Zum Beispiel
wurden Rotationsverdampfer nicht bei Temperaturen {iiber 38 °C betrieben und
Trocknungsprozesse wenn moglich bei Raumtemperatur im Stickstoffstrom durchgefiihrt.
Auch Substanzen, die nach der praparativen Aufarbeitung (3.1.5.6) in wassriger Losung
vorlagen, wurden durch Ausschiitteln mit Diethylether in der organischen Phase
angereichert. Diese konnte anschieflend deutlich temperaturschonender getrocknet werden,
als es fiir die wassrige Losung der Fall gewesen ware. Da die Artefaktbildung im sauren
Milieu begiinstigt sein kann, wurde aufierdem auf Saurezusdtze zu Laufmitteln wahrend der

prdparativen Arbeiten verzichtet.



3.3. Strukturaufklirung

Aus Fraktionen, die durch den Isolierungsprozess gewonnenen wurden, konnten im
Folgenden 38 Strukturen aufgeklart werden. Dies geschah vor allem auf Basis der 1D- und
2D-NMR-Spektroskopie sowie der durch LC-HRESIMS ermittelten Summenformel. Die
Reinheit isolierter Verbindungen wurde mithilfe von HPLC-DAD bestimmt und die
Substanzen  mittels = UV-Vis-Spektroskopie, Polarimetrie ~und CD-Spektroskopie
charakterisiert.

Bei den isolierten Verbindungen handelt es sich zum einen um Sesquiterpene, die sich in
die Klassen Germacrane, Eudesmane, Elemane, Cadinane, Guajane sowie Seco-
Verbindungen unterteilen lassen. Zum anderen finden sich auch Triterpene, welche zum Teil
eine verkiirzte Seitenkette besitzen.

Das folgende Kapitel ist dementsprechend nach Strukturtypen gegliedert und soll alle
relevanten Daten, die zu den Verbindungen gesammelt wurden, zusammenfassen. Die UV-
und CD-Spektren sowie die Chromatogramme, die wahrend der Reinheitsbestimmung mit
HPLC-DAD entstanden, sind gesammelt im Anhang abgebildet. (Abbildung 152,
Abbildung 153, Abbildung 154)

3.3.1. Verunreinigungen

Betrachtet man die wahrend dieser Arbeit entstandenen 'H- und *C-Spektren fallen
einige zusétzliche Signale auf, die nicht den betreffenden Isolaten zuzuordnen sind und auf
Verunreinigungen zuriickgehen. Bei diesen handelt es sich neben den Ldsemittelsignalen
von Chloroform und Methanol vor allem um Wasser, Diethylether, Ethanol oder Schlifffett.
Deren chemische Verschiebungen in CDCls und Methanol-ds nach Gottlieb et al. [102] sind in
Tabelle 38 zusammengefasst.

Tabelle 38. Chemische Verschiebungen typischer Verunreinigungen in CDCls und Methanol-ds+ (Mult.
Multiplizitit, 6 in ppm, s Singulett, t Triplett, q Quartett, br breites Signal, m Multiplett) nach
Gottlieb et al. [102].

CDClIs Methanol-ds
Mult.
OH Oc OH oc
Losemittelsignal 7,26 77,2 3,31 49,0
Wasser S 1,56 - 4,87 -
Diethylether t, CHs 1,21 15,2 1,18 15,5
q, CH: 3,48 65,9 2,49 66,9
Ethanol t, CHs 1,25 18,4 1,19 18,4
q, CH: 3,72 58,3 3,60 58,3
Schlifffett m, CHs 0,86 - 0,86 -

brs, CH: 1,26 29,8 1,29 31,3




Die genannten Verunreinigungen stammen aus dem Isolierungsprozess und sind meist
auf ungentigendes Trocknen vor der NMR-Messung zuriickzufiihren. So wurde teilweise
Diethylether oder Wasser aus dem Ausschiittelvorgang (3.1.5.6) oder zum Uberfithren
verwendetes Ethanol in die NMR-Proben verschleppt. Bei vielen Spektren zeigen sich
auflerdem deutlich Signale, die laut Gottlieb et al. [102] ,,grease” zuzuordnen sind. Hierbei
handelt es sich hochstwahrscheinlich um Schlifffett, welches durch das Fetten des
Scheidetrichters wahrend des Ausschiittelns in die Probe gelangt ist. Diese Signale hatten in
der Regel keinen storenden Einfluss auf die Strukturaufklarung der Substanzen. Nur selten
kam es zu Uberlagerungen, die allerdings durch 2D-Daten eindeutig nachvollzogen werden
konnten. Andere zusétzliche Signale stammen von anderen Substanzen aus dem Extrakt, die
wahrend des Isolierungsprozesses nicht abgetrennt werden konnten oder entstanden durch
Abbauprodukte.

3.3.2. Allgemeine Strukturmerkmale

Zwei Strukturmerkmale finden sich in mehreren Verbindungen und sollen zu Beginn

kurz allgemein erdrtert werden.

3.3.2.1. 2-Methyl-2-butenolid

Ein Teil der isolierten Substanzen gehort der Gruppe der Sesquiterpenlactone an, bei
welchen es wahrend der Biosynthese zu einem zusitzlichen Ringschluss kommt und eine
Lacton-Partialstruktur entsteht. Dieses Strukturelement, ein 2-Methyl-2-butenolid
(Abbildung 54), findet sich in vielen Verbindungen und ist durch spezifische NMR-Signale

gut zu identifizieren.

Abbildung 54. 2-Methyl-2-butenolid Teilstruktur mit typischen HMBC-Signalen.

So liegt die chemische Verschiebung des C-12 meist zwischen 172-178 ppm, was typisch
fiir eine Ester-Funktion ist (150-190 ppm) [103]. Auch C-7 und -11 weisen typische
Verschiebungen fiir eine C-C Doppelbindung auf, wobei C-7 durch den -M-Effekt der
Carbonylfunktion weit tieffeldverschoben ist (156-164 ppm). Im Gegensatz dazu liegt C-13
mit Werten zwischen 6-12 ppm meist auffallend weit im Hochfeld und die zugehorigen
Protonen Hs-13 bilden aufgrund einer Fernkopplung ein breites Singulet bei 1,8-1,9 ppm.

In 2D-Spektren zeigen sich aufiferdem HMBC-Kopplungen zwischen Hs-13 und
C-7, -8, -11 und -12 (Abbildung 54) sowie long-range COSY-Korrelationen mit H-6 und H-9.



3.3.2.2.  3-Methylfuran

Wihrend bei einigen Verbindungen der Ring als Lacton-Struktur ausgebildet ist, kann er
auch zum 3-Methylfuran reduziert sein (Abbildung 55).

Abbildung 55. 3-Methylfuran Teilstruktur mit typischen HMBC- und COSY-Signalen.

In diesem Fall weisen die aromatischen Kohlenstoffe C-7 und -11 Verschiebungen
zwischen 119-123 ppm auf, wahrend C-8 und -12 aufgrund ihrer direkten Nachbarschaft
zum Sauerstoff ins Tieffeld verschoben sind (135-165 ppm). Wie schon bei der 2-Methyl-2-
butenolid Teilstruktur, liegt auch hier das Kohlenstoffsignal der Methylgruppe C-13 im
Hochfeld bei 7-11 ppm und die zugehorigen Protonen erscheinen als breites Singulet bei
1,9-2,3 ppm.

Typisch sind auflerdem HMBC-Kopplungen zwischen H3-13 und C-7, -11 und -12 sowie
ein COSY-Signal zwischen Hs-13 und H-12 (7,1-7,2 ppm) (Abbildung 55).



3.3.3. Germacrane

3.3.3.1. Substanz 1: Glechomanolid

Tabelle 39. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 1 (400 bzw. 100 MHz, CDClIs; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. on oc
1 4,85 (1H, brd, 13,7) 130,7
2 2,09 (1H, m) 25,6
2,20 (1H, m)
3 1,87! (1H, m) 38,5
2,241 (1H, m)
Auswaage: 5,7 mg 4 132,9
Aussehen: weifse Kristalle 5 4,33 (1H, brd, 11,0) 123,8
[a]%: +6 (c 1,84 g/l) 6 2,89 (1H, dd, 11,0, 14,6) 27,5
Amax (log £):  214,0 nm (4,10); 3,41 (1H, brd, 14,6)
¢ 53 umol/l, Abbildung 152 7 162,8
CD: ¢ 99 umol/l, Abbildung 153 8 4,96 (1H, dd, 4,3, 11,5) 82,8
HRESIMS:  m/z 233,1540 [M+H]" 9 2,10' (1H, m) 47,2
(berechnet: C1sH2002; 233,1536) 3,10 (1H, brd, 13,0)
Reinheit: ~ 97,2% (Abbildung 154) 10 132,4
11 126,0
12 173,8
13 1,87 (3H,s) 8,9
14 1,50 3H, s) 16,5
15 1,62(3H, s) 16,8
1 Uberlagerte Signale

Substanz 1 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und prédparative HPLC
(3.1.5.6) als Fraktion F5C5P8 isoliert. NMR-Daten sind in Tabelle 39 und Abbildung 56

zusammengefasst.
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Abbildung 56. 'H- (oben) und 3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 1 (400 bzw. 100 MHz, CDCl3).

Bei dieser Verbindung handelt es sich um Glechomanolid, was durch Abgleich der
NMR- und HRESIMS-Daten mit Literaturwerten bestatigt werden konnte. Glechomanolid
wurde erstmals von Stahl und Datta 1972 aus Glechoma hederacea isoliert [104]. Seit dem
wurde die Verbindung auch in anderen Pflanzen wie Curcuma comosa [105] oder Vepris
punctata [106] nachgewiesen. In der Gattung Commiphora war ihr Vorkommen bisher nicht

dokumentiert.



3.3.3.2.  Substanz 2: 2B-Acetyloxyglechomanolid

Tabelle 40. 'H- und 3C-NMR-Daten der
Verbindung 2 (400 bzw. 100 MHz, CDCls; o in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. o oc
5,05 (1H, d, 9,7) 128,7
5,53 (1H, ddd, 5,0, 10,5, 10,5) 71,4
3 2,03 (1H, dd, 12,0, 12,0) 44,9
2,57 (1H, dd, 5,0, 11,4)
Auswaage: 109 mg 4 133,9
Aussehen: weifse Kristalle 5 4,99 (1H, dd, 4,1, 11,1) 125,8
[alD: +26 (c 2,31 g/l) 6  316(1H, dd, 27,17,9) 27,0
Amax (log €):  216,0 nm (4,15), 285,0 nm (2,91); 3,35 (1H, dd, 10,3, 18,2)
¢ 53 umol/l, Abbildung 152 7 161,7
CD: ¢ 99 umol/l, Abbildung 153 8 5,11 (1H, dd, 7,4, 7,4) 83,1
HRESIMS: m/z 291,1595 [M+H]* 9 2,18 (1H, dd, 7,7, 14,1) 42,6
(berechnet: Ci7H204; 291,1591) 3,06 (1H, dd, 6,4, 14,1)
Reinheit: 95,4% (Abbildung 154) 10 135,3
11 126,1
12 173,4
13 1,87 (3H, brs) 9,3
14 1,45(3H,s) 19,8
15 1,64 (3H, brs) 17,9
1 170,6
2’ 2,06 (3H, s) 21,3

Substanz 2 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) aus den Fraktionen F7C7F1P1 und F7C7F2P6 isoliert.
Alle hier abgebildeten spektroskopischen und chromatographischen Daten beziehen sich auf
Fraktion F7C7F1P1. NMR-Daten sind in Tabelle 40 und Abbildung 57 zusammengefasst.
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Abbildung 57. 'H- (oben) und 3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 2 (400 bzw. 100 MHz, CDCl3).

Verbindung 2 stimmt in seinen NMR- und HRESIMS-Daten mit einer Substanz {iberein,
die 2020 von Greve et al. fiir C. myrrha beschrieben wurde [29]. Das sogenannte
23-Acetyloxyglechomanolid wurde dabei in einer Mischung mit seinem 8-epi-Isomer (siehe
3) isoliert und aufgeklart. In der vorliegenden Arbeit ist es zum ersten Mal gelungen diese
Verbindung als Reinstoff zu gewinnen und alle Charakterisierung mittels Polarimetrie, UV-
und CD-Spektroskopie durchzufiihren.



3.3.3.3.  Substanz 3: 8-epi-2p-Acetyloxyglechomanolid

Tabelle 41. 'H- und 13C-NMR-Daten der
Verbindung 3 (400 bzw. 100 MHz, CDClIs; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites

O Signal, m Multiplett).
Nr. o oc
1 4,95 (1H, d, 9,8) 129,8
5,54 (1H, ddd, 5,0, 10,4, 10,4) 70,8
3 2,02 (1H, dd, 11,1, 11,1) 44,2
2,55 (1H, dd, 5,0, 11,3)
Auswaage: 11,3mg 4 132,4
Aussehen: weifie Kristalle 5 4,60 (1H, brd, 11,1) 127,0
[a]%: -76 (¢ 2,27 g/l) 6 2,89 (1H, dd, 11,1, 15,0) 27,6
Amax (log €):  214,0 nm (4,20); 3,42 (1H, brd, 15,1)
¢ 52 umol/l, Abbildung 152 7 161,9
CD: ¢ 98 umol/l, Abbildung 153 8 4,93! (1H, m) 82,6
HRESIMS: m/z 291,1598 [M+H]* 9 2,08 (1H, dd, 12,6, 12,6) 46,5
(berechnet: C17H20s; 291,1591) 3,09 (1H, dd, 4,3, 12,6)
Reinheit:  92,0% (Abbildung 154) 10 134,4
11 126,5
12 173,5
13 1,87 (3H, brs) 9,0
14 1,63 (3H, s) 17,4
15 1,70 (3H, brs) 17,8
1 170,6
27 2,05 (3H, s) 21,2
1 Uberlagerte Signale

Substanz 3 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) als Fraktion F7C7F1P3 isoliert. NMR-Daten sind in
Tabelle 41 und Abbildung 58 zusammengefasst.
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Abbildung 58. 'H- (oben) und 3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 3 (400 bzw. 100 MHz, CDCl3).

Verbindung 3 ist ein Stereoisomer von 2 und wurde in einer Mischung mit diesem 2020
von Greve et al. aus C. myrrha isoliert [29]. Die Verbindung wird als 8-epi-23-Ace-
tyloxyglechomanolid bezeichnet und ist das 8-epi-Isomer von 2. Die Substanz wurde in
dieser Arbeit zum ersten Mal als Reinstoff gewonnen und mittels Polarimetrie, UV- und CD-

Spektroskopie charakterisiert.



3.3.3.4. Substanz 4: 2B-Methoxyglechomanolid

Tabelle 42. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 4 (600 bzw. 150 MHz, CDClIs; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
O Signal, m Multiplett).

Nr. on oc
4,99 (1H, d, 10,8) 132,1
4,13 (1H, ddd, 5,0, 10,1, 10,5) 78,2
3 1,96 (1H, dd, 11,3, 11,3) 45,9
2,55 (1H, dd, 5,0, 11,3)
Auswaage: 29mg 4 134,8
Aussehen: weifse Kristalle 5 4,96 (1H, dd, 4,4, 10,5) 124,9
[aly: +53 (c 1,60 g/1) 6 3,14 (1H, dd, 3,3, 18,2) 27,0
Amax (log €):  218,1 nm (3,98); 3,34 (1H, dd, 10,5, 17,9)
¢ 41 umol/l, Abbildung 152 7 162,0
CD: ¢ 101 umol/l, Abbildung 153 8 5,12 (1H, dd, 6,6, 6,6) 83,3
HRESIMS: m/z 263,1646 [M+H]* 9 2,23 (1H, dd, 6,6, 14,5) 42,9
(berechnet: CisH2203; 263,1642) 3,06 (1H, dd, 6,6, 14,5)
Reinheit: ~ 90,9% (Abbildung 154) 10 135,4
11 125,9
12 173,5
13 1,88 (3H, brs) 9,3
14 1,44 (3H, s) 19,6
15 1,61 (3H, s) 18,0
G 3,35 (3H, s) 57,4

Substanz 4 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) aus den Fraktionen F7C7F3P1, F7C7F2P3 und
F6C7F4P2 isoliert. Alle hier abgebildeten spektroskopischen und chromatographischen
Daten beziehen sich auf Fraktion F7C7F3P1. NMR-Daten sind in Tabelle 42 und Abbildung

59 zusammengefasst.
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Abbildung 59. 'H- (oben) und 3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 4 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3).

Die durch HRESIMS ermittelte Summenformel deckt sich mit den H- und 3C-Daten, die
ebenfalls 22 Protonen und 16 Kohlenstoffe zeigen. Durch HSQC konnten folgende
Funktionalitaten ermittelt werden: vier tertidre Methylgruppen (61 1,88 (brs, Hs-13), 1,44
(s, H>-14), 1,61 (s, Hs-15), 3,35 (s, Hs-1°); 6c 9,3, 19,6, 18,0 bzw. 57,4), drei sp® hybridisierte
Methylengruppen (6x 1,96/2,55 (dd/dd, H-3), 3,14/3,34 (dd/dd, H-6), 2,23/3,06 (dd/dd, H-9);
0c 45,9, 27,0 bzw. 42,9), zwei sp® hybridisierte Methingruppen (6u 4,13 (ddd, H-2), 5,12
(dd, H-8); 6c 78,2 bzw. 83,3), sechs sp? hybridisierte Positionen (6x 4,99 (d, H-1), 6c 132,1;
0c 134,8 (C-4); on 4,96 (dd, H-5), 6c 124,9; 6c 135,4 (C-10), 125,9 (C-11), 162,0 (C-7)) und ein
Carbonyl-Kohlenstoff (6c 173,5 (C-12)).

Durch typische chemische Verschiebungen und HMBC- sowie COSY-Kopplungen kann
die Anwesenheit eines 2-Methyl-2-butenolids (siehe 3.3.2.1) nachgewiesen werden. Das
{ibrige Molekiil weist grofe Ahnlichkeiten zu den Verbindungen 1, 2 und mit
Einschrankungen auch 3 auf und besitzt wie diese ebenfalls zwei Doppelbindungen, zwei
ABX-Spinsysteme (Pos. 5/6 und 8/9) sowie ein komplexeres Spinsystem zwischen H-1, -2 und
-3. Die Vermutung, dass es sich auch hier um ein Germacranderivat handelt, kann durch
HMBC- und COSY-Daten bestétigt werden (Abbildung 60).
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Abbildung 60. Ausschlaggebende HMBC- und COSY-Korrelationen fiir Verbindung 4 (Signale des
2-Methyl-2-butenolids nicht abgebildet).

Im Unterschied zu 2 fehlen allerdings hier die Signale fiir die Acetyl-Gruppe, wahrend
ein zusatzliche Methylgruppe zur Resonanz kommt. Diese Signale sind typisch fiir eine
Methoxy-Gruppe, deren Anwesenheit auch durch die durch HRESIMS ermittelte
Summenformel bestitigt werden konnte. Ein HMBC-Signal zwischen Hs-1" und C-2 zeigt
auflerdem eindeutig, dass sich der Substituent an Pos. 2 befindet.

Die Konfigurationen von Sesquiterpenen vom Germacran-Typ alleine durch NMR-
Daten zu bestimmen gestaltet sich allgemein schwierig. Grund dafiir ist vor allem der
Cyclodecan-Ring, in dem aufgrund seiner Flexibilitit, Aussagen iiber Winkel und Abstande
nicht trivial sind. Mit den Verbindungen 2 und 3 stehen hier aber Daten zu
strukturdhnlichen Substanzen zur Verfiigung, deren Stereochemie eindeutig bestimmt
werden konnte und sich nur in Pos. 8 unterscheidet. Ein Vergleich dieser Verbindungen
macht deutlich, dass die bei 4 gemessenen chemischen Verschiebungen und
Kopplungskonstanten hohe Ahnlichkeit zu 2 zeigen, wihrend einige Werte der Substanz 3
deutlich abweichen. Unterschiede zeigen sich hier vor allem an den Pos. 5-9 sowie 14. Im
Vergleich mit 2 fallt lediglich die Verschiebung von H-2 auf, die um 1,40 ppm erhoht ist.
Dieser Effekt ist aber vermutlich der abweichenden Substitution an dieser Position
geschuldet und kann auch bei der zweiten isolierten Methoxy-Verbindung (5) beobachtet
werden. Neben den NMR-Daten sprechen vor allem auch die CD-Spektren der Substanzen
2-5 dafiir, dass jeweils 2 und 4 sowie 3 und 5 die gleiche Konfiguration besitzen (Abbildung
61).
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Abbildung 61. CD-Spektren und Strukturen der Verbindungen 2-5 (a-d).

Somit wird fiir 4 eine (rel-2R,8S)-Konfiguration postuliert. Die Verbindung ist bisher
noch nicht beschrieben und es wird in Analogie zu 2 der Name 23-Methoxyglechomanolid

vorgeschlagen.



3.3.3.5.  Substanz 5: 8-epi-23-Methoxyglechomanolid

Tabelle 43. 'H- und 1B3C-NMR-Daten der
Verbindung 5 (400 bzw. 100 MHz, CDClIs; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites

O Signal, m Multiplett).
Nr. o oc
4,89 (1H, d, 10,0) 133,3
4,16 (1H, ddd, 5,0, 10,1, 10,1) 77,2
3 1,94 (1H, dd, 11,0, 11,0) 45,3
2,54 (1H, dd, 5,0, 10,1)
Auswaage: 6,5mg 4 133,3
Aussehen: weifse Kristalle 5 4,56 (1H, brd, 11,2) 126,1
[aly: -69 (¢ 2,23 g/l) 6 2,88 (1H, dd, 11,2, 14,9) 27,7
Amax (log €): 2151 nm (4,17); 3,42 (1H, brd, 14,7)
¢ 57 umol/l, Abbildung 152 7 162,2
CD: ¢ 106 umol/l, Abbildung 153 8 4,93 (1H, dd, 4,3, 11,7) 82,6
HRESIMS: m/z 263,1646 [M+H]* 9 2,12 (1H, dd, 11,7, 12,4) 46,8
(berechnet: CisH2203; 263,1642) 3,09 (1H, dd, 4,3,12,8)
Reinheit: ~ 96,9% (Abbildung 154) 10 134,5
11 126,3
12 173,6
13 1,87 (3H, brs) 8,9
14 157 (3H,s) 17,4
15 1,67 3H, brs) 18,0
G 3,34 (3H, s) 57,4

Substanz 5 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) aus den Fraktionen F7C7F2P5 und F6C7F3P3 isoliert.

Alle hier abgebildeten spektroskopischen und chromatographischen Daten beziehen sich auf
Fraktion F7C7F2P5. NMR-Daten sind in Tabelle 43 und Abbildung 62 zusammengefasst.
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Abbildung 62. 'H- (oben) und 3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 5 (400 bzw. 100 MHz, CDCl3).

Die durch HRESIMS ermittelte Summenformel deckt sich mit !H- und 3C-Daten, die
ebenfalls 22 Protonen und 16 Kohlenstoffe zeigen. Durch HSQC konnten folgende
Funktionalitdten ermittelt werden: vier tertidre Methylgruppen (6 1,87 (brs, H3-13), 1,57 (s,
Hs-14), 1,67 (brs, Hs-15), 3,34 (s, Hs-1); oc 8,9, 17,4, 18,0 bzw. 57,4), drei sp® hybridisierte
Methylengruppen (6 1,94/2,54 (dd/dd, H-3), 2,88/3,42 (dd/brd, H-6), 2,12/3,09 (dd/dd, H-9);
Oc 45,3, 27,7 bzw. 46,8), zwei sp® hybridisierte Methingruppen (6u 4,16 (ddd, H-2), 4,93 (dd,
H-8); 6c 77,2 bzw. 82,6), sechs sp? hybridisierte Positionen (6# 4,89 (d, H-1), 6c 133,3; 6c 133,3
(C-4); 61 4,56 (dd, H-5), 6c 126,1; 6c 134,5 (C-10); 126,3 (C-11); 162,2 (C-7)) und ein Carbonyl-
Kohlenstoff (6c 173,6 (C-12)).

Durch Auswertung der HMBC- und COSY-Daten konnte 5 als Stereoisomer von 4 mit
identischer Konstitution und Summenformel identifiziert werden. Auch die HMBC- und
COSY-Daten der beiden Verbindungen stimmen weitestgehend tiberein (Abbildung 63).



Abbildung 63. Ausschlaggebende HMBC- und COSY-Korrelationen fiir Verbindung 5 (Signale des
2-Methyl-2-butenolids nicht abgebildet).

Die chemischen Verschiebungen und Kopplungskonstanten zeigen allerdings grofsere
Ahnlichkeit zu 3 und auch das CD-Spektrum von 5 zeigt eher Parallelen zu 3 als zu 4
(Abbildung 61). Es kann daher davon ausgegangen werden, dass 5 dieselbe Konfiguration
wie 3 besitzt und sich nur in der Methyoxy-Gruppe an Pos. 2 unterscheidet. Damit besitzt es
eine Konfiguration. Diese Verbindung wird damit in dieser Arbeit zum ersten Mal
beschrieben und es wird der Name 8-epi-23-Methoxyglechomanolid in Analogie zu den
Substanzen 2-4 vorgeschlagen.



3.3.3.6. Substanz 6: 2a-Methoxy-6-oxogermacra-1(10),7(11)-dien-8,12-olid

Tabelle 44. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 6 (600 bzw. 150 MHz, CDClIs; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. OH oc
1 5,20 (1H, d, 7,7) 134,0
2 4,04 (1H,ddd, 2,7,7,4,74) 754

1,78 (1H, ddd, 2,9, 8,7, 14,7) 35,9

1,90 (1H, ddd, 4,3, 7,1, 14,3)
Auswaage: 1,1 mg 4 2,32 (1H, m) 25,3
Aussehen: weifse Kristalle 2,51 (1H, dd, 6,3, 17,3) 47,3
[alD: +107 (¢ 1,12 g/1) 2,82! (1H, m)

a0

Amax (log €): 230,0 nm (3,76); 6 197,9
¢ 67 umol/l, Abbildung 152 7 158,8
CD: ¢ 101 umol/l, Abbildung 153 8 5,35 (1H, m) 81,1
HRESIMS: m/z 279,1598 [M+H]* 9 2,10 (1H, dd, 4,9, 12,1) 45,8
(berechnet: Ci1sH204; 279,1591) 2,82 (1H, dd, 12,1, 12,1)
Reinheit:  89,3% (Abbildung 154) 10 133,7
11 129,8
12 172,8
13 2,01 3H, brs) 10,3
14 1,74 (3H, s) 17,4
15 1,18(BH, d,7,2) 22,8
1 3,25 (3H, s) 56,0
1 Uberlagerte Signale

Substanz 6 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) als Fraktion F7C7F2P4 isoliert. NMR-Daten sind in
Tabelle 44 und Abbildung 64 zusammengefasst.
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Abbildung 64. 'H- (oben) und C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 6 (600 bzw. 150 MHz, CDCls).

Durch Abgleich von NMR- und HRESIMS-Daten konnte 6 als 2a-Methoxy-6-
oxogermacra-1(10),7(11)-dien-8,12-olid identifiziert werden. Diese Verbindung wurde von
Shen et al. 2008 erstmals fiir C. opobalsamum beschrieben [107] und 2011 auch in C. myrrha
nachgewiesen [28].

Da sich bei der Messung der *C-Daten noch Reste von Ethanol in der Probe befanden,
sind im zugehorigen Spektrum nicht alle Signale eindeutig erkennbar. Eine Zuordnung

konnte aber durch Kreuzsignale in den zweidimensionalen Spektren vorgenommen werden.



3.3.3.7.  Substanz 7: Methoxy-5-acetoxyfuranogermacr-1(10)-en-6-on

Tabelle 45. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 7 (400 bzw. 100 MHz, CDClIs; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. on oc

) 1 5,23 (1H, d, 9,4) 132,8

“ 0 2 4,13 (1H, m) 73,8

\I( 3 1,90! (2H, m) 37,8

0O 4 2,38 (1H, m) 30,6

5 5,52 (1H, d, 8,4) 78,9
Auswaage: 9,2mg 6 195,8
Aussehen: farbloses Ol 7 121,2
[a]%: 21 (¢ 2,22 g/l 8 154,3

Amax (log €):  207,0 nm (4,19), 284,1 nm (3,27); 9 3,31 (1H, d, 16,8) 38,1

c 46 umol/l, Abbildung 152 3,64 (1H, d, 16,8)
CD: ¢ 99 umol/l, Abbildung 153 10 135,2
HRESIMS:  m/z 321,1699 [M+H]* 11 123,2
(berechnet: Ci1sH240s; 321,1697) 12 7,03 (1H, s) 138,0
Reinheit: 98,5% (Abbildung 154) 13 1,92 (3H, s) 8,7

14 1,95(H,s) 18,8

15 1,08 (3H, d, 7,1) 17,3

ik 3,25 (3H, s) 55,8
1”7 170,3

27 2,04(3H,s) 20,7

1 Uberlagerte Signale

Substanz 7 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und prédparative HPLC
(3.1.5.6) als Fraktion F5C5P4 isoliert. NMR-Daten sind in Tabelle 45 und Abbildung 65

zusammengefasst.
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Abbildung 65. 'H- (oben) und 3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 7 (400 bzw. 100 MHz, CDCl3).

Durch Vergleich der NMR-Spektren mit Literaturdaten [108,109] konnte 7 als eine
Verbindung identifiziert werden, die als 2-Methoxy-5-acetoxyfuranogermacr-1(10)-en-6-on
bezeichnet wird. Sie wurde erstmals 1980 von Brieskorn und Noble aus C. myrrha isoliert
[108]. Obwohl die Verbindung drei Stereozentren und eine Doppelbindung besitzt, wurde
Konfiguration der Substanz in dieser Quelle aufSer Acht gelassen.

Mit diesem Thema befassten sich erst 2007 Shen et al. wieder, die die Verbindung
ebenfalls isolierten und eine (rel-2R,4R-Z)-Konfiguration angaben, die Stereochemie an Pos. 5
allerdings offen liefflen [110]. Zhao et al. bestimmten hingegen eine (rel-2R,4R,55-E)-
Konfiguration fiir dieselbe Substanz [111].

Durch die grofie Flexibilitdt des Kohlenstoffgeriists der Verbindung gestaltet sich die
Bestimmung der exakten Stereochemie schwierig. Allerdings kann durch NOESY-Signale
von H-1 zu -9a, -9p und H-2 zu Hs3-14 eine (E)-Konfiguration der Doppelbindung
angenommen werden (Abbildung 66). Starke NOESY-Kopplungen zwischen H-2, -5 und der
Methylgruppe Hs-14 sprechen aufierdem dafiir, dass Zhao et al. mit seiner Bestimmung

richtig lag und an Pos. 5 eine (S)-Konfiguration vorliegt.



+~~a NOESY

Abbildung 66. Ausschlaggebende NOESY-Signale zur Bestimmung der Konfiguration der Doppelbindung
bei Verbindung 7.

Von 7 wurde aufierdem ein Stereoisomer isoliert (8), dass sich in der Konfiguration der
Doppelbindung unterscheidet (Abbildung 68).



3.3.3.8.  Substanz 8: rel-2R-Methyl-55-acetoxy-4R-furanogermacr-1(10)Z-en-6-

on

Tabelle 46. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 8 (600 bzw. 150 MHz, CDCIs; 6 in
ppm, ] in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. on oc

5,19 (1H, d, 8,8) 129,6

2 4,35 (1H, ddd, 4,0, 8,4, 12,0) 76,4

3 1,291 (1H, m) 39,2

1,94 (1H, ddd, 4,7, 12,9, 12,9)

4 2,15! (1H, m) 31,5

5 5,86 (1H, brs) 76,2
Auswaage: 1,8mg 6 191,5
Aussehen: farbloses Ol 7 119,6
[a]f;; +56 (¢ 1,80 g/1) 8 157,0

Amax (log €):  275,0 nm (3,36); 9 3,37 (1H, d, 14,9) 34,3

¢ 94 umol/l, Abbildung 152 4,06 (1H, d, 14,9)

CD: ¢ 99 umol/l, Abbildung 153 10 134,9
HRESIMS: m/z 321,1702 [M+H]* 11 123,0
(berechnet: CisH2405; 321,1697) 12 7,12 (1H, s) 139,0

Reinheit: 92,2% (Abbildung 154) 13 2,16 (3H, s) 10,4

14 1,86 (H, s) 23,8

15 0,91 (3H, d, 7,2) 14,1

ik 3,34 (3H, s) 56,8
17 1711

2" 2,22 (3H, s) 20,7

1 Uberlagerte Signale

Substanz 8 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) als Fraktion F6C7F3P6 isoliert. NMR-Daten sind in
Tabelle 46 und Abbildung 67 zusammengefasst.
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Abbildung 67. 'H- (oben) und 3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 8 (600 bzw. 150 MHz, CDCls).

Verbindung 8 besitzt dieselbe Konstitution wie 7, unterscheidet sich aber sowohl in den
polarimetrischen Daten, als auch den Kernresonanz- und CD-Spektren. Es handelt sich bei
dieser Substanz um ein Stereoisomer von 7, dass in der Orientierung der Doppelbindung
variiert. Wahrend fiir 7 eine (E)-Konfiguration bestimmt werden konnte, weisen hier
NOESY-Korrelationen zwischen H-1 und Hs-14 sowie H-2 und -9a bzw. -9b auf eine
(2)-Stellung hin (Abbildung 68). Dies konnte auch durch Vergleich mit Literaturdaten von
Zhu et al. [112] bestadtigt werden. Ein weiteres Indiz fiir die abweichende Orientierung der
Doppelbindung liefert die chemische Verschiebung des C-14 (23,8 ppm). Es ist bekannt, dass
Methylgruppen an einer (E)-konfigurierten Doppelbindung eher Werte unter 20 ppm
aufweisen, wiahrend bei einer (Z)-Konfiguration Werte iiber 20 ppm zu erwarten sind [113].
Und tatsachlich féllt im Vergleich mit anderen 6c von C-14 bei den Verbindungen 1-7 auf,
dass dieser Wert hier aus der Reihe féllt, weshalb hier von einer (rel-2R,4R,5S-E)-
Konfiguration ausgegangen werden kann.

Die Verbindung wurde 2001 erstmals aus C. myrrha isoliert und tragt den Namen rel-2R-
Methyl-55-acetoxy-4R-furanogermacr-1(10)Z-en-6-on [112].



«~~ax NOESY

Abbildung 68. Ausschlaggebende NOESY-Signale zur Bestimmung der Konfiguration der Doppelbindung
bei Verbindung 8.



3.3.3.9.  Substanz 9: (15,45,55,10S)-Germacron-1(10),4-diepoxid

Tabelle 47. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 9 (600 bzw. 150 MHz, CDClIs; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. on Oc
1 2,91 (1H, brd, 10,5) 61,4
2 1,46 (1H, ddd, 5,8, 11,6, 14,0) 22,8
2,06 (1H, brdd, 5,8, 14,6)
3 1,28' (1H, ddd, 6,1, 13,2) 35,7
2,21 (1H, ddd, 2,5, 5,8, 13,7)
Auswaage: 3,6 mg 4 60,1
Aussehen: weifse Kristalle 5 2,65 (1H, dd, 2,2, 11,0) 64,0
[a]%: +3 (c 1,80 g/) 6 2,26 (1H dd, 11,0, 13,8) 29,3
Amax (log €):  247,9 nm (3,50); 2,86 (1H, brd, 13,8)
¢ 167 umol/l, Abbildung 152 7 134,3
CD: ¢ 108 pumol/l, Abbildung 153 8 207,2
HRESIMS: m/z 251,1647 [M+H]* 9 2,64 (1H, d, 11,0) 54,6
(berechnet: C1sH20s; 251,1642) 3,00 (1H, d, 11,0)
Reinheit:  88,2% (Abbildung 154) 10 58,4
11 137,8
12 1,86 (3H, s) 20,8
13 1,79 (3H, s) 22,9
14 1,44 (3H,s) 17,4
15 1,14 (3H, s) 15,6
1 Uberlagerte Signale

Substanz 9 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) als Fraktion F6C7F3P1 isoliert. NMR-Daten sind in
Tabelle 47 und Abbildung 69 zusammengefasst.
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Abbildung 69. 'H- (oben) und ¥C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 9 (600 bzw. 150 MHz, CDCls).

Die NMR-Daten der Substanz stimmen mit denen der Verbindung (1S,4S,55,10S)-
Germacron-1(10),4-diepoxid tiberein. Diese Verbindung wurde erstmals 1986 von Ulubelen
et al. erwahnt [114] aber erst 1989 ausfiihrlich beschrieben, als es aus Curcuma wenyujin

isoliert wurde [115]. Fiir die Gattung Commiphora war sie bisher unbekannt.



3.3.4. Eudesmane

3.3.4.1. Substanz 10: 5-aH,8-pH-Eudesma-1,3,7(11)-trien-8,12-olid

Tabelle 48. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 10 (400 bzw. 100 MHz, MeOH-ds
Oin ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. o oc
1 5,54 (1H, d, 9,4) 136,0
2 5,79 (1H, dd, 5,1, 9,4) 122,8
3 5,741 (1H, m) 120,2
Auswaage: 7,6mg 4 136,7
Aussehen: farbloses Ol 5 2,331 (1H, m) 46,7
[a]5: +53 (2,17 g/l) 6 2,45 (1H, dd, 13,8, 13,8) 23,7
Amax (log €):  219,0 nm (3,96); 3,08 (1H, dd, 3,9, 13,8)
¢ 63 umol/l, Abbildung 152 7 163,8
CD: ¢ 105 umol/l, Abbildung 153 8 4,99 (1H, dd, 6,3, 11,6) 78,8
HRESIMS: m/z 231,1382 [M+H]* 9 1,31 (1H, dd, 11,6, 11,6) 44,3
(berechnet: CisH1sO2; 231,1380) 2,32 (1H, dd, 6,3, 11,6)
Reinheit: 73,3% (Abbildung 154) 10 35,8
11 119,7
12 175,7
13 1,81 (3H, s) 6,7
14 1,02(H, s) 13,7
15 1,89 BH, s) 18,7
1 Uberlagerte Signale

Substanz 10 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und praparative HPLC
(3.1.5.6) als Fraktion F5C5P5 isoliert. NMR-Daten sind in Tabelle 48 und Abbildung 70

zusammengefasst.
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Abbildung 70. 'H- (oben) und C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 10 (400 bzw. 100 MHz,
MeOH-da).

Bei dieser Verbindung handelt es sich um 5-aH,8-BH-Eudesma-1,3,7(11)-trien-8,12-olid,
was durch Abgleich der NMR- und HRESIMS-Daten bestatigt werden konnte. Die Substanz
ist bereits als Bestandteil von C. myrrha bekannt und wurde zuerst 2015 von Ayyad et al.

beschrieben [31].



3.3.4.2. Substanz 11: Lindestrenolid

Tabelle 49. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 11 (400 bzw. 100 MHz, MeOH-dy
o in ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. on oc
1 5,551 (1H, m) 136,5
2 5,55! (1H, m) 1236
3 2,79 (1H, dd, 19,2) 34,7
2,92 (1H, dd, 19,0)
Auswaage: 6,6 mg 4 145,4
Aussehen: farbloses Ol 5 2,18 (1H, dd, 3,3, 13,1) 48,1
[a]%: +96 (c 2,29 g/1) 6 2,52 (1H, dd, 13,1, 14,0) 24,6
Amax (log €):  219,0 nm (4,04); 263,9 nm (3,07); 2,85 (1H, dd, 3,5, 14,0)
¢ 66 umol/l, Abbildung 152 7 164,1
CD: ¢ 107 pumol/l, Abbildung 153 8 4,97' (1H, m) 78,8
HRESIMS: m/z 231,1382 [M+H]* 9 1,20 (1H, dd, 11,9) 44,6
(berechnet: C1sH1sO2; 231,1380) 2,37 (1H, dd, 6,6, 11,9)
Reinheit: ~ 97,5% (Abbildung 154) 10 37,8
11 119,6
12 175,8
13 1,80 BH, s) 6,7
14 0,98(3H, s) 18,2
15 4,81 (1H, s) 106,5
4,99 (1H, s)
1 Uberlagerte Signale

Substanz 11 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und praparative HPLC
(3.1.5.6) als Fraktion F5C5P6 isoliert. NMR-Daten sind in Tabelle 49 und Abbildung 71

zusammengefasst.
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Abbildung 71. 'H- (oben) und “C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 11 (400 bzw. 100 MHz,
MeOH-da).

Durch Vergleich der NMR-Daten konnte Substanz 11 als Lindestrenolid identifiziert
werden, welches 1968 zuerst von Takeda et al. aus Lindera strychnifolia gewonnen wurde
[116]. In der Gattung Commiphora ist diese Verbindung hiermit zum ersten Mal

nachgewiesen worden.



3.3.4.3. Substanz 12: Isohydroxylindestrenolid

Tabelle 50. 'H- und 13C-NMR-Daten der
Verbindung 12 (400 bzw. 100 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites

1 . OH

O Signal, m Multiplett).
3 Nr. o oc
1 5,53 (1H, d, 8,7) 137,0
2 5,76 (1H, dd, 5,7, 8,7) 122,5
15 3 5,741 (1H, m) 120,7
Auswaage: 7,4mg 4 136,2
Aussehen: weife Kristalle 5 2,32 (1H, m) 48,3
[a]%: +57 (¢ 1,81 g/l) 6 2,45 (1H, dd, 13,0,13,0) 231
Amax (log £):  215,1 nm (4,14); 263,9 nm (3,68); 2,87 (1H, dd, 3,4, 13,0)
¢ 49 umol/l, Abbildung 152 7 160,4
CD: ¢ 105 pumol/l, Abbildung 153 8 103,5
HRESIMS: m/z 247,1330 [M+H]* 9 1,82 (1H, d, 13,8) 48,0
(berechnet: CisH1sO3; 247,1329) 2,28 (1H, d, 13,8)
Reinheit: 94,9% (Abbildung 154) 10 35,8
11 122,4
12 172,1
13 1,84 (3H, brs) 8,3
14 1,13 (3H, s) 15,3
15 1,89 (1H, s) 20,2
1 Uberlagerte Signale

Substanz 12 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) als Fraktion F7C7F4P1 isoliert. NMR-Daten sind in
Tabelle 50 und Abbildung 72 zusammengefasst.
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Abbildung 72. 'H- (oben) und ¥C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 12 (400 bzw. 100 MHz, CDCls).

Durch Abgleich der gesammelten Daten mit Literaturwerten konnte die Substanz als
Isohydroxylindestrenolid identifiziert werden, eine Verbindung, die 2020 erstmals aus

C. myrrha isoliert wurde [29].



3.3.4.4. Substanz 13: Hydroxylindestrenolid

Tabelle 51. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 13 (400 bzw. 100 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. o Oc
1 5,55 (1H, brd, 3,2) 137,5
5,48 (1H, ddd, 3,2,3,2,9,8) 123,1
2,79 (1H, brd, 20,4) 34,8
2,90 (1H, brd, 20,4)
Auswaage: 13,3mg 4 145,3
Aussehen: weifse Kristalle 5 2,14 (1H, brd, 13,1) 49,9
[a]%: +195 (c 2,14 g/1) 6 2,52 (1H, dd, 13,1, 13,1) 24,0
Ama (log €):  218,1nm (4,11); 2,71 (1H, dd, 3,0, 13,3)
¢ 58 umol/l, Abbildung 152 7 160,8
CD: ¢ 109 pmol/l, Abbildung 153 8 103,5
HRESIMS: m/z 247,1334 [M+H]* 9 1,68 (1H, d, 13,6) 48,4
(berechnet: CisH1sO3; 247,1329) 2,33 (1H, d, 13,6)
Reinheit:  98,1% (Abbildung 154) 10 37,6
11 122,4
12 172,2
13 1,82 (3H, brs) 8,3
14 1,09 (3H, s) 20,4
15 4,76 (1H, brs) 107,5
4,98 (1H, brs)

Substanz 13 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) als Fraktion F7C7F4P2 isoliert. NMR-Daten sind in
Tabelle 51 und Abbildung 73 zusammengefasst.
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Abbildung 73. 'H- (oben) und 3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 13 (400 bzw. 100 MHz, CDCl3).

Die als Hydroxylindestrenolid identifizierte Verbindung ist ein Isomer von Substanz 12,
welche sich lediglich in der Lage einer Doppelbindung unterscheidet. Sie wurde bereits 1968
von Takeda et al. aus Lindera strychnifolia isoliert [116] und spéater auch in C. myrrha

nachgewiesen [30].



3.3.4.5. Substanz 14: Atractylenolid III

Tabelle 52. 'H- und 1B3C-NMR-Daten der
Verbindung 14 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites

{ . OH

O Signal, m Multiplett).
3 Nr. on oc
1 1,25 (1H, m) 41,3
1,58 (1H, m)
s 2 1,64 (2H, m) 22,3
3 1,97 (1H, ddd, 6,7, 12,5, 12,5) 36,1
2,37 (1H, m, 12,5)
Auswaage: 2,8mg 4 148,5
Aussehen: weifse Kristalle 5 1,84 (1H, dd, 3,3, 13,2) 51,7
[aly: +7 (¢ 1,72 g/l) 6 2,43 (1H, dd, 13,2, 13,2) 24,5
Amax (log €):  219,0 nm (3,82); 2,63 (1H, dd, 3,3, 13,2)
¢ 69 umol/l, Abbildung 152 7 160,7
CD: ¢ 108 pumol/l, Abbildung 153 8 103,3
HRESIMS: m/z 249,1490 [M+H]* 9 1,56 (1H, d, 13,8) 51,3
(berechnet: CisH2003; 249,1485) 2,25(1H, d, 13,8)
Reinheit: 87,5% (Abbildung 154) 10 36,7
11 122,3
12 171,9
13 1,83 (3H, brs) 8,2
14 1,03(H,s) 16,6
15 4,60 (1H, brs) 106,9
4,87 (1H, brs)
1 Uberlagerte Signale

Substanz 14 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) als Fraktion F7C7F4P4 isoliert. NMR-Daten sind in
Tabelle 52 und Abbildung 74 zusammengefasst.
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Abbildung 74. 'H- (oben) und ¥C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 14 (600 bzw. 150 MHz, CDCls).

Anhand von NMR-Daten wurde Substanz 14 als Atractylenolid III identifiziert, welches
zuerst 1979 von Endo et al. aus Atractylodes japonica isoliert wurde [117].

In der Gattung Commiphora ist die Verbindung bisher noch nicht nachgewiesen worden.



3.3.4.6. Substanz 15: Commiphoran E3

Tabelle 53. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 15 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. on Oc
1 6,87 (1H, d, 9,9) 153,0
2 6,37 (1H, d, 9,9) 126,9
3 186,4
Auswaage: 1,6 mg 4 137,6
Aussehen: gelbliche Kristalle 5 150,6
[aly: -33 (2,00 g/l) 6 186,8
Amax (log €):  246,9 nm (4,08); 308,7 nm (3,51); 7 121,5
¢ 55 umol/l, Abbildung 152 8 163,6
CD: ¢ 103 pumol/l, Abbildung 153 9 2,94 (1H, d, 16,9) 36,6
HRESIMS: m/z 243,1015 [M+H]* 3,00 (1H, d, 16,9)
(berechnet: C1sH14Os; 243,1016) 10 42,4
Reinheit: 94,7% (Abbildung 154) 11 119,6
12 717(1H,s) 140,7
13 2,27 (3H, brs) 9,0
14 1,39 (3H, s) 24,9
15 2,19 (3H, s) 12,2

Substanz 15 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) als Fraktion F6C7F2P2 isoliert. NMR-Daten sind in
Tabelle 53 und Abbildung 75 zusammengefasst.
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Abbildung 75. 'H- (oben) und 3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 15 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3).

Substanz 15 ist identisch mit dem von Dong et al. aus Myrrheharz isolierten
Commiphoran E3 [118].



3.3.4.6.1. Substanz 16: 4p-Hydroxy-8,12-epoxyeudesma-7,11-dien-1,6-dion

Tabelle 54. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 16 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. on Oc
1 210,9
2 2,45 (1H, ddd, 3,6, 4,1, 15,1) 34,7
2,73 (1H, ddd, 6,0, 15,1, 15,1)
3 1,93 (1H, ddd, 5,2, 14,5, 14,9) 38,8
2,03 (1H, ddd, 2,8, 6,0, 13,3)
Auswaage: 1,7 mg 4 70,2
Aussehen: weifse Kristalle 5 2,89 (1H, s) 62,1
[alD: +14 (¢ 1,70 g/l) 6 1954
Amax (log €):  203,0 nm (4,11); 267,9 nm (3,31); 7 119,3
¢ 54 umol/l, Abbildung 152 8 165,8
CD: ¢ 97 umol/l, Abbildung 153 9 3,03 (1H, d, 17,9) 35,6
HRESIMS: m/z 263,1279 [M+H]* 2,95(1H, d,17,9)
(berechnet: CisH1sOs4; 263,1278) 10 51,1
Reinheit: ~ 90,5% (Abbildung 154) 11 119,0
12 7,12 (1H, s) 140,1
13 220(3H, s) 8,9
14 127 (H,s) 20,3
15 1,73(3H,s) 23,8

Substanz 16 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) als Fraktion F6C7F4P1 isoliert. NMR-Daten sind in
Tabelle 54 und Abbildung 76 zusammengefasst.
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Abbildung 76. 'H- (oben) und ¥C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 16 (600 bzw. 150 MHz, CDCls).

Durch Vergleich von NMR- und HRESIMS-Daten konnte gezeigt werden, dass es sich
bei 16 um 43-Hydroxy-8,12-epoxyeudesma-7,11-dien-1,6-dion handelt, welches als
Inhaltsstoff von Chloranthus henryi bekannt ist [119]. Diese Verbindung wurde in dieser

Arbeit zum ersten Mal fiir eine Pflanze der Gattung Commiphora beschrieben.



3.3.5. Elemane

3.3.,5.1. Substanz 17: Isogermafurenolid

Tabelle 55. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 17 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. o oc
5,73 (1H, dd, 10,8, 17,6) 146,5
2 4,97 (1H, brd, 17,6) 111,8
5,00 (1H, brd, 11,0)
3 4,73 (1H, brs) 113,9
4,99 (1H, brs)
Auswaage: 0,8 mg 4 144,9
Aussehen: farbloses Ol 5 2,05 (1H, dd, 4,1, 14,0) 52,9
[aly: +14 ( 1,00 g/1) 6 2,55 (1H, dd, 14,0, 14,0) 28,4
Amax (log €): 219,9 nm (3,76); 2,68 (1H, dd, 4,1, 14,0)
¢ 86 umol/l, Abbildung 152 7 161,9
CD: ¢ 107 pumol/l, Abbildung 153 8 4,83 (1H, dd, 6,2, 12,0) 77,9
HRESIMS: m/z 233,1539 [M+H]* 9 1,34 (1H, dd, 12,0, 12,0) 45,7
(berechnet: CisH200z; 233,1536) 2,21 (1H, dd, 6,2, 12,0)
Reinheit:  91,0% (Abbildung 154) 10 40,9
11 120,1
12 174,9
13 1,83 (3H, brs) 8,2
14 1,17 (H,s) 17,0
15 1,77(1H, s) 24,7

Substanz 17 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und praparative HPLC
(3.1.5.6) als Fraktion F5C5P7 isoliert. NMR-Daten sind in Tabelle 55 und Abbildung 77

zusammengefasst.
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Abbildung 77. 'H- (oben) und 3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 17 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3).

Durch Abgleich von NMR-Daten konnte gezeigt werden, dass es sich bei 17 um
Isogermafurenolid handelt, welches bereits 1968 von Takeda et al. aus Lindera strychnifolia
isoliert wurde [116]. Auch in anderen Gattungen wie Curcuma [120] und Neolitsea [121]
konnte Isogermafurenolid nachgewiesen werden, in Commiphora war ihr Vorkommen

allerdings bisher nicht bekannt.



3.3.,5.2.  Substanz 18: Methoxyisogermafurenolid

Tabelle 56. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 18 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
O Signal, m Multiplett).

Nr. o Oc
1 4,68 (1H, d, 12,9) 112,8
6,17 (1H, d, 12,9) 145,9
4,74 (1H, brs) 113,9
5,01 (1H, brs)
Auswaage: 1,7 mg 4 145,1
Aussehen: weifse Kristalle 5 2,00 (1H, dd, 4,1, 13,5) 54,0
[a]%: -35 (2,34 g/l) 6 2,53 (1H, dd, 14,0, 14,0) 28,3
Amax (log €): 217,0 nm (4,07); 2,67 (1H, dd, 3,9, 14,0)
¢ 59 umol/l, Abbildung 152 7 162,0
CD: ¢ 111 pmol/l, Abbildung 153 8 4,82 (1H, dd, 6,2, 12,0) 77,8
HRESIMS: m/z 263,1643 [M+H]* 9 1,31 (1H, dd, 12,1, 12,1) 47,0
(berechnet: C1sH20s; 263,1642) 2,26 (1H, dd, 6,2,12,1)
Reinheit: ~ 95,6% (Abbildung 154) 10 38,0
11 120,0
12 174,8
13 1,82 (3H, brs) 8,2
14 1,15 3H, s) 18,1
15 1,79 3H, s) 25,0
G 3,50 (3H, s) 56,1

Substanz 18 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) als Fraktion F6C7F2P5 isoliert. NMR-Daten sind in
Tabelle 56 und Abbildung 78 zusammengefasst.
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Abbildung 78. H- (oben) und ¥C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 18 (600 bzw. 150 MHz, CDCls).

Durch Abgleich der NMR-Daten konnte bestadtigt werden, dass es sich bei dieser
Verbindung um Methoxyisogermafurenolid handelt. Sie wurde zuerst 2020 von Greve et al.
aus C. myrrha in einer Mischung mit einem anderen Stereoisomer aufgeklart [29]. In dieser
Arbeit konnte diese Verbindung zum ersten Mal als Reinstoff gewonnen und eine
Charakterisierung durch optische und spektroskopische Methoden vorgenommen werden.
Hierbei konnte {iber NOESY-Daten die in der Literatur angegebene relative Stereochemie
bestatigt werden.

Zuerst wurde die Konformation des Spinsystems bestehend aus H-8 (61 4,82 ppm), -9a
(6r 1,31 ppm) und -9b (6x 2,26 ppm) anhand von Kopplungskonstanten ermittelt. An einem
sesselformigen Cyclohexanring entspricht ein | von 7-12 Hz einer Kopplung zwischen zwei
axial-standigen Protonen, wahrend ein | von 2-5 Hz eher zwischen einem axialen und einem
dquatorialem Proton oder zwei &dquatorial-stindigen Protonen beobachtet wird [103].
Bezogen auf das genannte Spinsystem, muss also H-9b axial und -8 bzw. -9a dquatorial
stehen. Dies wird auch durch ein NOESY-Signal zwischen H-8 und -9b bestatigt.

Anschlieflend konnte durch weitere NOESY-Korrelationen zwischen H-8 und Hs-14
bzw. H-9b sowie H-5 und -1 bzw. -9a die Stellung der einzelnen Substituenten am
Cyclohexan ober- oder unterhalb der Ringebene etabliert werden (Abbildung 79).
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Abbildung 79. Ausschlaggebende NOESY Korrelationen der Verbindung 18.



3.3.,5.3.  Substanz 19: 8-epi-2-Methoxyisogermafurenolid

Tabelle 57. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 19 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
O Signal, m Multiplett).

Nr. on Oc
4,90 (1H, d, 12,9) 111,5
2 6,45 (1H, d, 12,9) 147,4
4,68 (1H, brs) 113,8
4,80 (1H, brs)
Auswaage: 1,2mg 4 147,3
Aussehen: weifse Kristalle 5 2,47 (1H, brd, 6,6) 51,1
[a]%: +54 (c 1,46 g/1) 6 2,69 (1H, brd, 14,9) 28,6
Amax (log &) 216,8 nm (4,10); 2,72 (1H, dd, 7,1, 14,9)
¢ 74 umol/l, Abbildung 152 7 161,8
CD: ¢ 99 umol/l, Abbildung 153 8 4,93 (1H, dd, 6,6, 11,6) 78,3
HRESIMS: m/z 263,1642 [M+H]* 9 1,68 (1H, dd, 12,1, 12,1) 40,4
(berechnet: CisH220s; 263,1642) 2,20 (1H, dd, 6,6, 12,5)
Reinheit: ~ 97,9% (Abbildung 154) 10 37,9
11 120,8
12 174,7
13 1,81 (3H, brs) 8,3
14 1,05 (3H, s) 28,9
15 1,70 (3H, s) 25,4
ik 3,55 (1H, brs) 56,4

Substanz 19 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) als Fraktion F6C7F2P4 isoliert. NMR-Daten sind in
Tabelle 57 und Abbildung 80 zusammengefasst.
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Abbildung 80. 'H- (oben) und ¥C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 19 (600 bzw. 150 MHz, CDCls).

Anhand der NMR-Daten konnte 19 als ein Isomer von 18 identifiziert werden, welches
sich nur geringfiigig unterscheidet. Es konnte auch gezeigt werden, dass 19 mit einer
Verbindung identisch ist, die Greve et al. im Gemisch mit 18 isoliert und aufgeklart hatten
[29]. In dieser Arbeit war es nun zum ersten Mal moglich eine Charakterisierung durch
optische und spektroskopische Methoden und eine prazise Bestimmung der Stereochemie
durch NOESY-Spektren vorzunehmen. Wiahrend fiir die Verbindung 18 die in der Literatur
angegebene Konfiguration bestédtigt werden konnte, wiesen die neu gewonnenen Daten auf
eine abweichende Stereochemie bei 19 hin. So konnten Korrelationen unter der Ringebene
von H-5 zu -9a und der Methylgruppe an Pos. 14 und oberhalb des Ringes zwischen H-9b
und -1, -8 sowie -15 beobachtet werden. Auflerdem fehlten Signale von einer Seite des Ringes
zur anderen oder waren nur sehr schwach ausgepriagt (Abbildung 81). Aufgrund dieser
Signale ist es wahrscheinlicher, dass die Konfiguration der Verbindung (rel-55,85,10S) lautet
anstatt (rel-5S5,8R,10R) [29]. Bei 19 handelt es sich folglich um das 8-epi-2-

Methoxyisogermafurenolid.



3.3. Strukturaufklirung 118

Abbildung 81. Die beobachteten NOESY-Korrelationen der Substanz 19 decken sich gut mit einer
rel-55,85,10S Konfiguration (a). Dieselben Signale der Substanz 19 in einer rel-55,8R,10R Konfiguration im
Vergleich (b).



3.3.5.4. Substanz 20: Hydroxyisogermafurenolid

Tabelle 58. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 20 (400 bzw. 100 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. on Oc
1 5,70 (1H, dd, 10,8, 17,4) 147,4
2 4,97 (1H, brd, 17,4) 112,0
4,99 (1H, brd, 10,8)
3 4,73 (1H, brs) 114,2
4,98 (1H, brs)
Auswaage: 6,3mg 4 144,8
Aussehen: weifse Kristalle 5 2,04 (1H, dd, 3,5, 13,5) 54,2
[alD: +3 (c 2,05 g/l) 6 2,55 (1H, dd, 3,5, 13,5) 27,1
Amax (log £):  218,1 nm (3,95); 2,72 (1H, dd, 13,5, 13,5)
¢ 55 umol/l, Abbildung 152 7 160,3
CD: ¢ 104 pmol/l, Abbildung 153 8 103,0
HRESIMS: m/z 249,1487 [M+H]* 9 1,74 (1H, d, 14,0) 49,3
(berechnet: C1sH2003; 249,1485) 2,14 (1H, d, 14,0)
Reinheit:  97,9% (Abbildung 154) 10 40,6
11 122,0
12 172,2
13 1,82 (3H, brs) 8,2
14 1,26 (3H, s) 17,7
15 1,77 3H, s) 244

Substanz 20 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) als Fraktion F7C7F4P3 isoliert. NMR-Daten sind in
Tabelle 58 und Abbildung 82 zusammengefasst.



v rs
H 28 £
T < -
T
L. ©
e
Q2
°
T -
o
N
x
8 -
h
T
©
m
T -
° 3
T a 9 T &
- o © T 0 T
T T T o
m 1 Jk LULL_)L.J\
-
T r T T r r

T T 3
[Ppm]

o -
IS
©
n

[ren

13C

CHCl,

c-7

c-12
——— C-11

150 ' ' ' l 100 l l ' 50 ' l l ' [ppm]
Abbildung 82. 'H- (oben) und 3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 20 (400 bzw. 100 MHz, CDCl3).

Bei 20 handelt es sich um Hydroxyisogermafurenolid, eine Substanz die zuerst von
Takeda et al. aus Lindera strychnifolia isoliert [116] und spater auch in C. myrrha nachgewiesen
wurde [30].



3.3.6. Cadinane

3.3.6.1. Substanz 21: Commiterpen D

Tabelle 59. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 21 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, q Quartett, br
breites Signal, m Multiplett).

Nr. on oc
131,7

2 4,30 (1H, dd, 2,9, 2,9) 73,1
0 : 1,60 (1H, m) 31,6

2,21 (1H, ddd, 2,9, 2,9, 14,4)

w

o

4 2,30 (1H, m) 30,3
Auswaage: 09mg 5 5,87 (1H, d, 9,4) 74,9
Aussehen: farbloses Ol 6 133,0
[l -8 (c 1,15 g/l) 7 124,0
Amax (log €):  204,1 nm (4,11); 276,1 nm (3,29); 8 153,4
¢ 72 umol/l, Abbildung 152 9 6,96 (1H, s) 112,9
CD: ¢ 131 umol/l, Abbildung 153 10 140,3
HRESIMS: m/z 341,1359 [M+Na]* 11 3,61 (1H, q, 7,4) 38,9
(berechnet: CisH20s; 341,1359) 12 178,3
Reinheit: 91,0% (Abbildung 154) 13 1,47 BH, d, 7,4) 15,5
14 2,39 (3H, s) 19,5
15 1,09 (3H, d, 6,6) 19,1
ik 3,45 (3H, s) 56,4
17 1711
2" 2,17 (3H, s) 20,9
1 Uberlagerte Signale

Substanz 21 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) als Fraktion F6C7F2P6 isoliert. NMR-Daten sind in
Tabelle 59 und Abbildung 83 zusammengefasst.
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Abbildung 83. 'H- (oben) und 3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 21 (600 bzw. 160 MHz, CDCl3).

Die NMR-Daten der Substanz 21 weisen auf ein aromatisches System hin, welches aus
fiinf quartaren Kohlenstoffen (6c 124,0 (C-7), 131,7 (C-1), 133,0 (C-6), 140,3 (C-10), 153,4 (C-8))
und einem sp?-Methin besteht (6n 6,96 (s, H-9); 6c 112,9) sowie einem Methoxy- (6n 3,45
(s, Hs-1"); 6c 56,4) und einen Acetylsubstituenten (6u 2,17 (s, Hs-2"); 6¢ 20,9 (C-2) und 171,1
(C-1")). Zusatzlich treten drei tertidre Methylgruppen ((6x 1,09 (d, Hs-15), 1,47 (d, Hs-13), 2,39
(s, Hs-14); 6c 19,1, 15,5, 19,5), zwei sauerstoffgebundene Methin-Kohlenstoffe (6x 4,30 (dd, H-
2), 5,87 (d, H-5), 6c 73,1 bzw. 74,9) und ein Carbonyl (6c 178,3 (C-12)) auf.

Die chemischen Verschiebungen zeigen Ahnlichkeiten mit der Verbindung
Commiterpen B aus C. myrrha [27]. Auch das Substitutionsmuster und die relative
Konfiguration der Stereozentren stimmen iiberein (Abbildung 84, a). Die einzige
Abweichung zeigen die Signale von H-11 und H-13, die nicht wie in 3.3.2.1 oder 3.3.2.2
beschrieben ausgepragt sind. Stattdessen zeigen sie die Aufspaltung eines Quartetts und
eines Dubletts und teilen sich eine Kopplungskonstante von 7,4 Hz, was darauf hinweist,
dass hier der Furanring, wie er bei Commiterpen B vorliegt, oxidiert wurde.
Sesquiterpenlactone dieser Art kommen zum Beispiel auch bei Chloranthus henryi vor und

wurden von Wu et al. bereits beschrieben [122].



S TIMBC *™=COSY " NOESY

Abbildung 84. Ausschlaggebende HMBC-, COSY- (a) und NOESY (b) Korrelationen von 21.

Um die Orientierung des so entstandenen zusdtzlichen Stereozentrums an C-11 zu
bestimmen, wurden die NOESY-Signale der angrenzenden Protonen mit dem
nédchstgelegenen Stereozentrum an Pos. 5 analysiert. Aufgrund der starken Korrelation
zwischen H-11 und der Acetylgruppe, sowie H-5 und der Methylgruppe Hs3-13 kann fiir
Pos. 5 eine rel-(R)-Konfiguration angenommen werden (Abbildung 84, b). Ankniipfend an
die von Xu et al. initiierte Nomenklatur, wird der Name Commiterpen D fiir Verbindung 21
vorgeschlagen.



3.3.7.

3.3.7.1.

Guajane

Substanz 22: rel-(+)-(1S,4R,75)-11-Acetyl-guai-10(14)-en-4,11-o0l

Auswaage:
Aussehen:
[alh:

Amax (log s):

CD:
HRESIMS:

Reinheit:

6,9 mg

farbloses Ol

+38 (¢ 2,39 g/l)

202,0 nm (3,68);

¢ 113 umol/l, Abbildung 152

¢ 106 umol/l, Abbildung 153
m/z 303,1931 [M+Na]*
(berechnet: C17H2s0s; 303,1931)
95,8% (Abbildung 154)

Tabelle 60. 'H- und

BC-NMR-Daten

der

Verbindung 22 (400 bzw. 100 MHz, CDCls; 0 in
ppm, ] in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. 0om Oc
1 2,23(1H,ddd, 8,1,17,5) 47,8
2 1,68'(1H, m) 25,6
1,86! (1H, m)
3  1,72'(2H, m) 40,8
4 81,2
5 1,73 (1H, m) 52,7
6 1,51(1H,ddd, 7,7, 11,4, 14,1) 27,2
1,64 (1H, ddd, 5,3, 9,1, 14,2)
7 242 (1H,dddd, 53,79, 79, 10,9) 44,2
8 129(1H,dddd, 2,7,11,1,11,1,13,9) 26,9
1,75! (1H, m)
9 2,05(1H, m) 38,2
2,53 (1H, ddd, 2,6, 6,6, 14,1)
10 153,1
11 86,2
12 1,41 (3H, s) 23,2
13 1,41 (3H,s) 23,4
14 4,68 (1H, s) 106,3
4,70 (1H, s)
15 1,20 (3H, s) 23,8
1 170,5
2" 1,97 (3H, s) 22,6
1 Uberlagerte Signale

Substanz 22 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und praparative HPLC
(3.1.5.6) als Fraktion F7C6P2 isoliert. NMR-Daten sind in Tabelle 60 und Abbildung 85

zusammengefasst.
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Abbildung 85. 'H- (oben) und 3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 22 (400 bzw. 100 MHz, CDCl3).

Die NMR-Daten zeigen analog zu den HRESIMS-Daten 17 Kohlenstoffe, einschliefslich
eines Acetylsubstituenten (6x 1,97 (s, H3-2'); 6c 22,6 (C-2") und 170,5 (C-1')) sowie drei tertidrer
Methylgruppen (0x 1,41 (Hs-12/Hs-13), 1,20 (s, Hs-15); oc 23,2, 23,4 bzw. 23,8), zwei
sauerstoffgebundene quaterndare Kohlenstoffe (6c 81,2 (C-4), 86,2 (C-11)) und zwei sp?-
hybridisierte Positionen (0n 4,68/4,70 (s/s, H-14); 6c 106,3 (C-14) und 153,1 (C-10)).
Weiterfithrende Analysen der 2D-Daten deuteten darauf hin, dass es sich bei 22 um ein
Sesquiterpen vom Guajan-Typ mit einer olefinischen Doppelbindung zwischen Pos. 10 und
14, einer Hydroxylierung an C-4 und einer Acetylierung an C-11 handelt. Die Position des
Acetyl-Substituenten konnte dabei durch eine HMBC Kopplung von Hs-2° nach C-11
zweifelsfrei bestimmt werden. Weitere ausschlaggebende HMBC- und COSY-Korrelationen
sind in Abbildung 86 dargestellt.



~ HMBC — COSY

Abbildung 86. Ausschlaggebende HMBC- und COSY-Korrelationen fiir 22.

Die Konfiguration der Verbindung konnte aufgrund von NOESY-Signalen zwischen
H-1, H-15, H-6a (61 1,51) und H-7 auf der einen Seite des Ringes und zwischen H-6b (6= 1,64)
und der Isopropylstruktur (Hs-12/13) auf der anderen, bestimmt werden. Aufgrund der
Uberlagerung des Signals von H-5 mit anderen, konnte die Stereochemie an dieser Stelle
nicht ermittelt werden und die unvollstindige relative Konfiguration von 22 lautet somit
(15,4R,7S).

Eine Substanz derselben Konstitution wurde bereits zuvor aus Chenopodium botrys
isoliert [123] wobei eine (1R,4R,5R)-Konfiguration bei einem [()(]ZD5 von +20 postuliert wurde.
Obwohl die liickenhaften veroffentlichten NMR-Verschiebungen mit denen von 22 grofsteils
iibereinstimmen, kann ausgeschlossen werden, dass es sich bei den beiden Verbindungen
um dieselbe Substanz handelt. Grund dafiir sind die eindeutigen NOESY Korrelationen und
die groe Abweichung des [a]3® (+38). Bei 22 handelt es sich daher um ein neuartiges Guajan
auch wenn andere Vertreter dieses Typs bereits fiir Myrrhe bekannt sind [5]. Unter
Beriicksichtigung der Trivialnomenklatur bekannter Guajane wird der Name rel-(+)-
(15,4R,7S)-11-Acetyl-guai-10(14)-en-4,11-ol fiir 22 vorgeschlagen.



3.3.7.2.  Substanz 23: rel-(+)-(4R,5R,7S)-11-Acetyl-guai-1(10)-en-4,11-o0l

Tabelle 61. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 23 (400 bzw. 100 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. 0m oc
1 135,4
2 219! (1H, m) 28,4
2,301 (1H, m)
3 1,68 (2H, m) 39,2
4 81,0
Auswaage: 4,1 mg 5 2,65 (1H, brd, 11,2) 49,3
Aussehen: farbloses Ol 6 1,51 (1H, ddd, 3,6, 7,8, 14,4) 27,9
[alp: +32 (¢ 2,15 g/l) 1,721 (1H, m)
Amax (log €):  203,0 nm (3,73); 7 2,26 (1H, m) 43 4
¢ 102 umol/l, Abbildung 152 8 1,65!(2H, m) 24,9
CD: ¢ 96 umol/l, Abbildung 153 9 211" (1H, m) 34,8
HRESIMS:  m/z 303,1930 [M+Nal* 2,25' (1H, m)
(berechnet: Ci7H2s0s; 303,1931) 10 127,7
Reinheit: 85,0% 11 86,3
12 1,44 3H, s) 23,4
13 1,44 3H, s) 23,7
14 1,55 (3H, s) 20,9
15 1,11 (3H, s) 22,2
Iy 170,5
27 1,97 3H, s) 22,7
1 Uberlagerte Signale

Substanz 23 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und praparative HPLC
(3.1.5.6) als Fraktion F7C6P4 isoliert. NMR-Daten sind in Tabelle 61 und Abbildung 87

zusammengefasst.
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Abbildung 87. 'H- (oben) und ¥C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 23 (400 bzw. 100 MHz, CDCls).

Verbindung 23 besitzt die gleiche Summenformel wie 22 und auch die NMR-Daten
zeigen grofle Analogien. Der grofste Unterschied besteht in Pos. 14, an der das sp?>-Methylen
durch eine CHs- Gruppe (6# 1,55 (s, H3-14); 6c 20,9) ersetzt wurde, wohingegen an Pos. 1 ein
quartdrer sp? hybridisierter Kohlenstoff (6c 135,4) statt des sp®> Methin vorliegt. Dies spricht
fiir eine Verschiebung der Doppelbindung gegeniiber 22 von Pos. 10(14) nach 1(10), was
durch HMBC- und COSY-Korrelationen bestatigt werden konnte (Abbildung 88, a).
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Abbildung 88. Ausschlaggebende HMBC- und COSY (a) sowie NOESY-Korrelationen (b) von 23.

Auflerdem konnte die Position der Acetylgruppe durch eine NOESY-Korrelation
zwischen Hs-2' und den beiden Methylgruppen in Pos. 12/13 bestimmt und im Gegensatz zu
22 auch die vollstandige relative Konfiguration ermittelt werden. Hierfiir waren vor allem
die NOESY-Signale zwischen H-6a (61 1,51) und -7 sowie -15 oberhalb der Ringebene und
unterhalb zwischen H-5 und -6b (0n 1,72) sowie beiden Methylgruppen He-12/13
ausschlaggebend (Abbildung 88, b). Somit wird eine relative Stereochemie von (4R,5R,7S)
postuliert und der Name rel-(+)-(4R,5R,75)-11-Acetyl-guai-1(10)-en-4,11-ol in Analogie zu 22
fiir die bisher unbekannte Verbindung vorgeschlagen.



3.3.8. Seco-Verbindungen

3.3.8.1.  Substanz 24: Myrrhanoperoxid

Tabelle 62. 'H- und ¥C-NMR-Daten der Verbindung
24 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3; 6 in ppm, | in Hz, s
Singulett, d Dublett, br breites Signal, m Multiplett).
Nr. on oc
2,60 (1H, ddd, 6,2, 6,2, 6,2) 52,3
2 1,69 (1H, dddd, 6,6, 6,6, 6,6, 13,0) 30,4
2,05 (1H, dddd, 6,5, 6,5, 6,5, 13,0)
3 1,79 (1H, ddd, 6,9, 6,9, 13,5) 37,0
1,92 (1H, ddd, 6,9, 6,9, 13,5)

Auswaage: 0,7 mg 4 95,2
Aussehen: farbloses Ol 5 3,19 (1H, dd, 5,5, 5,5) 66,4
[a]]235: +17 (c 0,73 g/1) 6 4,79' (1H, m) 83,4
Amax (log €): 205,9 nm (3,86); 7 161,1
¢ 55 umol/l, Abbildung 152 8 4,64 (2H,s) 72,7
CD: ¢ 115 umol/l, Abbildung 153 9 4,76 (1H, brs) 110,1
HRESIMS: m/z 265,1435 [M+H]* 4,78' (1H, m)
(berechnet: CisH2004; 265,1434) 10 146,0
Reinheit:  89,4% (Abbildung 154) 11 123,0
12 172,8
13 2,22 (3H, s) 12,8
14 1,76 (3H, s) 21,5
15 1,46 (3H, s) 24,2
1 Uberlagerte Signale

Substanz 24 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) als Fraktion F6C7F1P3 isoliert. NMR-Daten sind in
Tabelle 62 und Abbildung 89 zusammengefasst.

Die durch HRESIMS ermittelte Summenformel deckt sich mit 'H- und *C-Daten, die
ebenfalls 20 Protonen und 15 Kohlenstoffe zeigen. Durch HSQC konnen folgende
Funktionalititen ermittelt werden: drei tertidare Methylgruppen (61 1,46 (s, Hs-15), 1,76
(s, Hs-14), 2,22 (s, Hs-13); oc 24,2, 21,5 bzw. 12,8), drei sp® hybridisierte Methylengruppen
(6n 1,69/2,05 (dddd/dddd, H-2), 1,79/1,92 (ddd/ddd, H-3), 4,64 (s, H2-8); 6c 30,4, 37,0 bzw.
72,7), eine sp? hybridisierte Methylengruppe (6u 4,76/4,78 (brs/m, H-9); 6c 110,1), drei sp?
hybridisierte Methingruppen (61 2,60 (ddd, H-1), 3,19 (dd, H-5), 4,79 (m, H-6); 6c 52,3, 66,4



bzw. 83,4), vier quaterndre Kohlenstoffe (6c 95,2 (C-4), 123,0 (C-11), 146,0 (C-10), 161,1 (C-7))
und ein Carbonyl-Kohlenstoff (6c 172,8 (C-12)).
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Abbildung 89. 'H- (oben) und ¥C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 24 (600 bzw. 150 MHz, CDCls).

Verbindung 24 zeigt die typischen Verschiebungen eines 2-Methyl-2-butenolids (3.3.2.1),
wobei C-8 hier zwei statt einem Proton tragt. Dies weist auf einen Bindungsbruch zwischen
Pos. 8 und 9 hin. Die Analyse von HMBC- und COSY-Spektren ergab weiterhin, dass die
Struktur einen Cyclopentanring besitzt (C-1-5), der durch eine Methyl- (C-15) und eine
Isopropylgruppe (C-9, -10 und -14) substituiert ist. HMBC-Signale von beiden Ringsystemen
zu C-6 deuten auflerdem darauf hin, dass diese beiden Elemente tiber Pos. 6 verbunden sind.
Dariiber hinaus zeigen Pos. 4 und 6 typische Verschiebungen fiir einen direkt gebundenen
Sauerstoff, was auf eine Hydroxylgruppe oder Etherbriicke hindeutet. Da laut
Summenformel aber bereits alle Protonen und Kohlenstoffe eindeutig zugeordnet werden
konnten und vier Sauerstoffe im Molekiil vorhanden sind, muss es sich hier um eine
intramolekulare Peroxidbriicke handeln (Abbildung 90, a).

Zur Bestimmung der Konfiguration wurden NOESY-Spektren herangezogen und die
Stereochemie am zyklischen Peroxid durch Signale oberhalb der Ringebene zwischen der
Methylgruppe (Hs-15) und den Protonen H-5 und H2-8 bestimmt (Abbildung 90, b).



Weiterhin konnte die Orientierung an Pos. 1 durch Signale von H-5 und -15 zu den Protonen
der Isopropylgruppe ermittelt werden (Abbildung 90, c). Andere NOESY-Signale der
genannten Protonen sind nur sehr schwach ausgepragt oder fehlen. Dadurch konnte eine
(rel-1R,4R,5R,6S)-Konfiguration fiir 24 ermittelt werden.

Da es sich bei dieser Verbindung um das erste fiir Myrrhe beschriebene Peroxid handelt,

wird der Name Myrrhanoperoxid vorgeschlagen.

~— HMBC — COSY =7+ NOESY

Abbildung 90. Ausschlaggebende HMBC- und COSY (a) sowie NOESY-Korrelationen (b und c) von 24.

Endoperoxid-Strukturen sind unter sekundéren Pflanzeninhaltstoffen selten, allerdings
finden sich Peroxide auch in anderen Sesquiterpenen wie Artemisinin. Das
auflergewohnliche Kohlenstoffgeriist der Verbindung entsteht biosynthetisch vermutlich aus
einem Guajan durch eine C-C-Spaltung zwischen Pos. 8 und 9 (siehe dazu auch Abbildung
126). In der Literatur sind andere Seco-Guaianolide hauptsdchlich in den Gattungen
Tanacetum und Artemisia beschrieben. Die Mehrzahl dieser Verbindungen gehodrt zum
1,10-seco-Typ [124-128], es treten aber auch 4,5-seco-Molekiile [129,130] oder der seltene
8,9-seco-Typ auf, der fiir Chloranthus anhuinsis nachgewiesen wurde [131]. Ausgehend von
dieser Struktur, dem von Xu et al. isoliertem Chloraniolid A, kann die biosynthetische

Entstehung von 24 gut nachvollzogen werden (Abbildung 91).

OH

Chloraniolid A

Abbildung 91. Struktur von Chloraniolid A.



3.3.8.2.  Substanz 25: 9,10-Seco-isohydroxylindestrenolid

Tabelle 63. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 25 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. o oc
1 7,04 (1H, d, 7,7) 128,3
2 7,11(1H,dd, 7,7,7,7) 127,3
3 7,04 (1H, d, 7,7) 128,3
Auswaage: 2,1mg 4 137,1
Aussehen: farbloses Ol 5 132,5
[a]5: 2 (c2,17 g/l 6 3,69 (1H, d, 18,7) 27,4
Amax (log £):  210,0 nm (4,10), 282,0 nm (2,93); 3,80 (1H, d, 18,7)
¢ 58 umol/l, Abbildung 152 7 157,8
CD: ¢ 110 umol/l, Abbildung 153 8 105,3
HRESIMS: m/z 247,1333 [M+H]* 9 1,58 (3H, s) 24,3
(berechnet: CisH1sOs; 247,1329) 10 137,1
Reinheit: 95,6% (Abbildung 154) 11 124,7
12 171,7
13 1,29 3H, brs) 7,5
14 2,28 (3H, s) 20,1
15 2,28 (3H, s) 20,1

Substanz 25 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) als Fraktion F6C7F3P3 isoliert. NMR-Daten sind in
Tabelle 63 und Abbildung 92 zusammengefasst.

NMR-Daten zeigen Signale fiir 15 Kohlenstoffe und 18 Protonen, die anhand von HSQC-
Signalen in folgende Funktionalitdten eingeteilt werden konnen: vier tertidre Methylgruppen
(01 1,58 (s, Hs-9) 1,29 (brs, Hs-13), 2,28 (s/s, H>-14/H5-15); oc 24,3, 7,5 bzw. 20,1), ein sp*-
Methylen (on 3,69/3,80 (d/d, H-6), oc 27,4), drei aromatische Methine (6x 7,04 (d, H-1/3), 7,11
(dd, H-2); 6u 128,3 bzw. 127,3), sechs quaterndre Kohlenstoffe (6u 105,3 (C-8), 137,1 (C-4),
137,1 (C-10), 132,5 (C-5), 157,8 (C-7), 124,7 (C-11)) und ein Carbonyl-Kohlenstoff (6c 171,7
(C-12)).
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Abbildung 92. 'H- (oben) und 3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 25 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3).

Ein Vergleich der chemischen Verschiebungen zeigt grofle Ahnlichkeiten mit einem
2-Methyl-2-butenolid (3.3.2.1). Dieses Strukturelement zeigt HMBC- und COSY-
Korrelationen zu einer Methylgruppe (C-9), die sich an die Pos. 8 anschlieft. Dartiber hinaus
deuteten die sechs Kohlenstoffe mit einer Verschiebung zwischen 120-140 ppm und
zugehorigen Protonen (bei ca. 7 ppm) auf eine aromatische Struktur hin die eine
Symmetrieebene besitz, da einige Signale doppelt vorliegen (C-1/3, C-4/10, C-14/15, H-1/3,
Hs-14/15). Durch Analyse von HMBC- und COSY-Spektren konnte dieses Strukturelement
als ein 2,6-Dimethylphenyl identifiziert werden, das {iber Pos. 6 mit dem 2-Methyl-2-
butenolid verbunden ist. H-6 zeigt daher HMBC-Kopplungen zu beiden Ringsystemen
(Abbildung 93).



\ ~~ HMBC =— COSY

Abbildung 93. Ausschlaggebende HMBC- und COSY-Korrelationen fiir 25.

Das ungewohnliche Kohlenstoffskelett entsteht wahrscheinlich durch die
biosynthetische Spaltung einer C-C-Bindungen (Pos. 8/9) aus einem Eudesman (siehe dazu
auch Abbildung 126). Dieser Grundkorper war bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht bekannt
und wird hier erstmals beschrieben. In Ubereinstimmung mit den bestehenden Trivialnamen

von Sesquiterpenen wird der Name 9,10-Seco-isohydroxylindestrenolid fiir 25
vorgeschlagen.



3.3.8.3. Substanz 26: 9-Nor-9,10-seco-isolindestrenolid

Tabelle 64. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 26 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. on oc
7,02 (1H, d, 7,4) 128,1
7,08 (1H, dd, 7,4, 7,4) 126,7

1
2
3 7,02 (1H, d, 7,4) 128,1
Auswaage: 0,8mg 4 134,1
Aussehen: farbloses Ol 5 137,0
Amax (log €):  202,0 nm (3,97), 280,9 nm (2,41); 6 3,66 (2H, s) 25,7
¢ 82 umol/l, Abbildung 152 7 156,2
CD: ¢ 103 umol/l, Abbildung 153 8 4,55 (2H, s) 72,8
HRESIMS: m/z 217,1223 [M+H]* 10 134,1
(berechnet: C1sH1602; 217,1223) 11 123,9
Reinheit: ~ 98,8% (Abbildung 154) 12 175,0
13 1,43 (3H, s) 11,1
14 2,27 (3H, s) 20,3
15 2,27 (3H, s) 20,3
1 Uberlagerte Signale

Substanz 26 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) als Fraktion F6C7F1P2 isoliert. NMR-Daten sind in
Tabelle 64 und Abbildung 94 zusammengefasst.
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Abbildung 94. 'H- (oben) und ¥C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 26 (600 bzw. 150 MHz, CDCls).

NMR-Daten zeigten Signale fiir 14 Kohlenstoffe und 16 Protonen, die anhand von
HSQC-Signalen in folgende Funktionalititen eingeteilt werden konnten: drei tertidre
Methylgruppen (6n 1,43 (s, Hs-13), 2,27 (s/s, Hs-14/Hs-15); oc 11,1 bzw. 20,3), zwei sp*-
Methylene (6u 3,66 (s, H2-6), 4,55 (s, H2-8), 6c 25,7 bzw. 72,8), drei aromatische Methine (6=
7,02 (d, H-1/3), 7,08 (dd, H-2); 6c 128,1 bzw. 126,7), fiinf quaternadre Kohlenstoffe (6c 134,1 (C-
4), 134,1 (C-10), 137,0 (C-5), 156,2 (C-7), 123,9 (C-11)) und ein Carbonylkohlenstoff (6x 175,0
(C-12)).

Die Verbindung 26 zeigt grofie Ahnlichkeiten zu 25, und weist ebenfalls eine 2-Methyl-
2-butenolid Einheit sowie ein iiber Pos. 6 verbundenes 2,6-Dimethylphenyl auf. Allerdings
fehlt hier das Signal der Methylgruppe (C-9) und eines quaterndren Kohlenstoffs (C-8).
Stattdessen wird ein zusétzliches sp® hybridisiertes Methylen beobachtet (6u 4,55 (s, H2-8),
6c 72,8), welches COSY- und HMBC-Korrelationen zum 2-Methyl-2-butenolid zeigt. Unter
Beriicksichtigung der HRESIMS-Daten, die gegeniiber 25 eine um CH:0 verminderte Masse
zeigen, kann vermutet werden, dass sowohl die Methyl- (C-9) als auch die Hydroxylgruppe
an Pos. 8 abgespalten wurden. Dies konnte durch COSY- und HMBC- Daten bestatigt
werden (Abbildung 95).



—A\ | — HMBC — COSY
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Abbildung 95. Ausschlaggebende HMBC- und COSY-Korrelationen der Verbindung 26.

Bei Abspaltung von Methylgruppen spricht man von sogenannten Nor-Verbindungen,
es wird daher die Bezeichnung 9-Nor-9,10-seco-isolindestrenolid fiir die bisher unbekannte
Verbindung 26 vorgeschlagen.



3.3.9. Verkiirzte Triterpene

3.3.9.1. Substanz 27: Mansumbinol

Tabelle 65. 'H- und B3C-NMR-Daten der
Verbindung 27 (400 bzw. 100 MHz, CDCls; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. 6n oc
1 0,98 (1H, ddd, 4,4) 39,0
1,69' (1H, m)
2 1,591 (2H, m) 27,4
3 3,20 (1H, dd, 5,0, 11,2) 78,9
Auswaage: 16,1 mg 4 39,0
Aussehen: weiffe Nadeln 5 0,76 (1H,dd, 3,2,11,8) 56,0
[a]%: -19 (c 2,64 g/1) 6  1,51'(2H, m) 18,3
Amax (log €):  kein Maximum; 7 1,291 (1H, m) 35,5
c 164 umol/l, Abbildung 152 1,57' (1H, m)
CD: ¢ 104 umol/l, Abbildung 153 8 39,9
HRESIMS: m/z 334,3105 [M+NHa4]* 9  1,46'(1H, m) 50,9
(berechnet: C22Hs60O; 334,3104) 10 37,4
Reinheit: 83,1% (Abbildung 154) 11 1,27' (1H, m) 21,9
1,59' (1H, m)
12 1,43'(1H, m) 23,9
1,721 (1H, m)
13 2,72 (1H, m) 47,7
14 53,0
15 1,69! (1H, m) 39,9
2,35 (1H, brd, 15,9)
16 5,65 (1H, m) 130,0
17 5,56 (1H, m) 134,1
18 1,01 (3H, s) 18,3
19 0,85 (3H, s) 16,1
28 0,78 3H, s) 15,3
29 0,98 (3H, s) 28,0
30 0,99 (3H, s) 17,1
1 Uberlagerte Signale

Substanz 27 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und praparative HPLC
(3.1.5.6) als Fraktion F5C2P1 isoliert. NMR-Daten sind in Tabelle 65 und Abbildung 96

zusammengefasst.
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Abbildung 96. 'H- (oben) und ¥C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 27 (400 bzw. 100 MHz, CDCls).

Die Verbindung konnte anhand von NMR-Daten und dem iibereinstimmenden [a]3°
(-23) als das von Provan et al. 1986 erstmals aus C. incisa isolierte Mansumbinol identifiziert

werden [36]. In C. myrrha wurde Mansumbinol 2020 zum ersten Mal nachgewiesen [29].



3.3.9.2. Substanz 28: 3,4-Seco-mansumbionsaure

Tabelle 66. 'H- und 3C-NMR-Daten der
Verbindung 28 (400 bzw. 100 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. 6n oc
1 1,621 (2H, m) 34,3
2 2,21 (1H, ddd, 7,3, 10,5, 15,2) 28,2
2,411 (1H, m)
3 179,8
Auswaage: 94 mg 4 147,5
Aussehen: weifse Kristalle 5 2,00(1H, dd, 3,8,11,9) 51,0
[a]%: +1 (c 1,85 g/l) 6 1,39 (1H, m) 247
Amax (log €):  kein Maximum; 1,87 (1H, ddd, 3,3, 12,9, 25,9)
¢ 56 umol/l, Abbildung 152 7 1,25(1H,ddd, 3,2,3,2,129) 341
CD: ¢ 100 umol/l, Abbildung 153 1,62! (1H, m)
HRESIMS: m/z 329,2491 [M-HJ 8 39,6
(berechnet: C2H340; 329,2486) 9 1,641 (1H, m) 41,4
Reinheit: ~ 93,4% (Abbildung 154) 10 39,3
11 1,341 (1H, m) 22,4
1,49 (1H, m)
12 1,45 (1H, m) 23,8
1,741 (1H, m)
13 2,72(1H, m) 47,7
14 53,4
15 1,70 (1H, m) 40,0
2,35! (1H, brd)
16 5,65 (1H, m) 130,0
17 5,56 (1H, m) 134,0
18 1,07 3H, s) 17,9
19 0,87 (3H, s) 20,0
28 4,68 (1H, d, 1,5) 113,5
29 4,86 (3H, brs) 232
30 1,74 (3H, s) 17,0
1 Uberlagerte Signale

Substanz 28 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und praparative HPLC
(3.1.5.6) als Fraktion F7C3P1 isoliert. NMR-Daten sind in Tabelle 66 und Abbildung 97

zusammengefasst.
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Abbildung 97. H- (oben) und ¥C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 28 (400 bzw. 100 MHz, CDCls).

Bei 28 handelt es sich um 3,4-Seco-mansumbionsdure, eine Verbindung die wie 27
ebenfalls aus C. incisa bekannt ist [36] und auch in C. myrrha vorkommt [35]. Auch bei 28
handelt es sich um ein verkiirztes Triterpen, dem die Seitenkette an C-17 fehlt. Auflerdem
kam es wahrend der Biosynthese zu einem zusitzlichen Bindungsbruch zwischen C-3
und -4, wodurch eine Carbonsdure-Gruppe entstanden ist. Der saure Charakter der
Verbindung machte sich auch wahrend der Isolierung durch ein ausgepragtes Tailing

bemerkbar (Bsp. DC unter 3.2.7.11)



3.3.10.  Triterpene

3.3.10.1. Substanz 29: Cycloartan-24-en-1x,3p-diol

Tabelle 67. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 29 (400 bzw. 100 MHz, CDCls; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, m Multiplett).

Nr. om Oc
1 3,58 (1H, dd, 2,9) 73,7
2 1,74 (1H, ddd, 2,9, 12,7,12,7) 36,6
1,90 (1H, m)
3 374 (1H,dd, 44, 12,1) 73,8
Auswaage: 6,4 mg 4 40,5
Aussehen: weifse Kristalle 5 1,891 (1H, m) 39,5
[alh: +64 ( 2,02 g/1) 6 0,83 (1H, dd, 2,4, 12,4) 20,8
Amax (log €): kein Maximum; 1,66! (1H, m)
¢ 76 umol/l, Abbildung 152 7 1,09' (1H, m) 25,7
CD: ¢ 114 umol/l, Abbildung 153 1,33' (1H, m)
HRESIMS: m/z 477,3507 [M+Cl]- 8 1,49(1H,dd, 4,5, 12,5) 48,0
(berechnet: Cs0Hs002; 477,3505) 9 20,8
Reinheit:  90,5% (Abbildung 154) 10 30,3
11 1,30! (1H, m) 26,1
2,19 (1H, ddd, 8,5, 8,7, 14,6)
12 1,67 (2H, m) 32,9
13 45,1
14 48,8
15 1,29! (2H, m) 35,7
16 1,291 (1H, m) 28,1
1,90! (1H, m)
17 1,591 (1H, m) 52,3
18 0,95! (3H, s) 18,2
19 0,46 (1H, d,4,6) 30,0
0,71 (1H, d, 4,6)
20 1,38! (1H, m) 35,9
21 0,88 (3H, d, 6,4) 18,2
22 1,05! (1H, m) 36,3
1,44! (1H, m)
23 1,86' (1H, m) 25,0
2,041 (1H, m)
24  5,10(1H, dd, 7,0,7,0) 125,2
25 131,0
26 1,60 (3H, s) 17,7
27 1,68 (3H, s) 25,8
28 0,92 (3H, s) 19,5
29 1,00 3H, s) 25,2
30 0,79 (3H, s) 13,0

1 Uberlagerte Signale



Substanz 29 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und praparative HPLC
(3.1.5.6) als Fraktion FOC3P2 isoliert. NMR-Daten sind in Tabelle 67 und Abbildung 98

zusammengefasst.
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Abbildung 98. 1H- (oben) und 13C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 29 (400 bzw. 100 MHz,
CDCls).

Die Verbindung konnte als Cycloartan-24-en-1a,3(3-diol identifiziert werden, da sowohl
die ermittelten chemischen Verschiebungen als auch die Kopplungskonstanten mit der 2008
von Shen et al. aus C. opobalsamum isolierten Substanz iibereinstimmen [132]. Aus derselben
Pflanze wurde 2012 auch das 3a-Isomer der Verbindung isoliert, hier zeigen sich in den
NMR Daten aber deutliche Abweichungen [133]. Diese Substanz wurde damit erstmals auch

in C. myrrha nachgewiesen.



3.3.10.2. Substanz 30: Cycloartan-24-en-1a,2a,3p-triol

Auswaage:

Aussehen:

[a]%:

Amax (log s):

CD:

HRESIMS:

Reinheit:

48,4 mg

weifle Kristalle

+68 (c 1,74 g/1)

kein Maximum;

¢ 124 umol/l, Abbildung 152

¢ 91 umol/l, Abbildung 153
m/z 476,4100 [M+NHa]*
(berechnet: CaoHs00s; 476,4098)

90,6% (Abbildung 154)

Tabelle 68. 'H-

und BC-NMR-Daten der

Verbindung 30 (400 bzw. 100 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. 06n oc
1 3,54 (1H, d, 3,1) 75,3
2 3,63 (1H, brd, 9,8) 72,6
3 3,48 (1H, d, 9,0) 78,3
4 40,1
5 1,921 (1H, m) 39,3
6 0,82! (1H, m) 20,3
1,63! (1H, m)
7 1,141 (1H, m, 2,4, 12,5) 25,6
1,34! (1H, m)
1,52 (1H, dd, 4,6, 12,3) 47,9
20,6
10 29,1
11 1,26! (1H, m) 26,2
2,28 (1H, ddd, 8,6, 8,6, 15,0)
12 1,67! (2H, m) 32,8
13 45,2
14 48,8
15 1,291 (2H, m) 35,7
16 1,291 (1H, m) 28,1
1,91 (1H, m)
17 1,59 (1H, m) 52,3
18 0,95 (3H, s) 18,1
19 0,48 (1H, d, 4,4) 29,4
20 0,72 (1H, d, 4,4) 35,9
21 1,38! (1H, m) 18,2
22 0,89 (3H, d, 6,4) 36,3
23 1,04 (1H, m) 25,0
1,43 (1H, m)
24 1,86! (1H, m) 125,2
2,04 (1H, m)
25 5,10 (1H, dd, 7,2, 7,2) 130,9
26 17,7
27 1,60 (3H, s) 25,7
28 1,69 (3H, s) 19,4
29 0,95 (3H, s) 25,6
30 1,00 (3H, s) 14,3

1 Uberlagerte Signale



Substanz 30 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und praparative HPLC
(3.1.5.6) als Fraktion FOC3P1 isoliert. NMR-Daten sind in Tabelle 68 und Abbildung 99
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Abbildung 99. 'H- (oben) und ¥C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 30 (400 bzw. 100 MHz, CDCls).

Verbindung 30 weist grofe Ahnlichkeiten mit 29 auf. Lediglich an Pos. 2 ist eine
zusatzliche Hydroxyl-Gruppe in a-Stellung eingefiigt. Bei dieser Verbindung handelt es sich
daher um Cycloartan-24-en-1a,2a,3[3-triol welches von Shen et al. 2007 aus C. opobalsamum
isoliert [110] und 2015 auch ins C. myrrha nachgewiesen wurde [134]. Die chemischen
Verschiebungen und Kopplungskonstanten sprechen dabei eindeutig fiir das 33- und nicht
das 3a-Isomer, welches ebenfalls bekannt ist [132]. Aufgrund der grofien Substanzmenge,
die durch die Isolierung gewonnen und im NMR in CDCls eingesetzt werden konnte, sind
die drei Hydroxy-Gruppen auch im 'H-Spektrum von 30 sichtbar (Abbildung 99) und
konnten iiber HMBC-Signale den Pos. 1, 2 und 3 zugeordnet werden.



3.3.10.3. Substanz 31: 1a-Acetoxy-9,19-cyclolanost-24-en-3f-ol

Auswaage:
Aussehen:

[alh:

Amax (].Og 8):

CD:

HRLIFDIMS:

Reinheit:

2,0mg

weifse Kristalle
+46 (¢ 2,07 g/1)
kein Maximum;

¢ 85 umol/l, Abbildung 152

¢ 107 umol/l, Abbildung 153
m/z 484,3900 M+

(berechnet: Cs2Hs20s3; 484,3911)
68,8% (Abbildung 154)

Tabelle

69. 'H-

und

BBC-NMR-Daten

der

Verbindung 31 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, ] in Hz, s Singulett, d Dublett, m Multiplett).

Nr. 6én oc
4,63 (1H, dd, 2,8, 2,8) 76,3
1,75 (1H, ddd, 2,8, 12,2, 14,0) 34,2
2,01 (1H, ddd, 3,0, 4,4, 14,0)
3 3,57(1H,dd, 4,4, 12,1) 74,2
4 40,2
5 1,86!' (1H, m) 40,7
6 0,87'(1H, m) 20,5
1,65! (1H, m)
7 1,15! (1H, m) 25,1
1,371 (1H, m)
8 1,58! (1H, m) 46,6
9 21,1
10 28,2
11 1,21 (1H, m) 26,0
1,86! (1H, m)
12 1,54! (2H, m) 32,7
13 45,1
14 48,8
15 1,28!(2H, m) 35,5
16 1,29! (1H, m) 28,0
1,90! (1H, m)
17 1,57' (1H, m) 52,2
18 0,93 (3H, s) 17,8
19 0,44 (1H, d,4,4) 28,3
0,74 (1H, d, 4,4)
20 1,38'(1H, m) 35,9
21 0,87 (3H, d, 6,6) 18,2
22 1,04' (1H, m) 36,3
1,441 (1H, m)
23 1,86 (1H, m) 24,9
2,04! (1H, m)
24 5,10 (1H,dd, 7,2,7,2) 125,2
25 130,9
26 1,60 (3H, s) 17,6
27 1,68 (3H, s) 25,7
28 0,91 (3H, s) 19,1
29 1,01 (3H, s) 25,0
30 0,80 (3H, s) 13,0
1 170,3
2" 2,06 (3H, s) 21,4

1 Uberlagerte Signale



Substanz 31 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und praparative HPLC
(3.1.5.6) als Fraktion F7C2P5 isoliert. NMR-Daten sind in Tabelle 69 und Abbildung 100

zusammengefasst.
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Abbildung 100. 'H- (oben) und B3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 31 (600 bzw. 150 MHz,
CDCls).

Die NMR-Daten von 31 zeigen grofSe Ahnlichkeiten mit 29. Der grofite Unterschied tritt
im A-Ring bei der chemischen Verschiebung von H-1 auf, die um 1,05 ppm abweicht.
Auflerdem deuten sowohl HRLIFDIMS als auch 'H- und C-Daten auf eine zusitzliche
Acetyl-Gruppe hin (61 2,06 (s, Hs-2%); 6c 21,4 (C-2%), 170,3 (C-1°)). Die Lage der Acetylgruppe
konnte durch HMBC-Signale zwischen Hs-2° und C-1 sowie zwischen H-1 und C-1
eindeutig bestimmt werden. Da auch die Kopplungskonstanten und NOESY-Signale sich mit
29 decken, kann auch fiir 31 eine (la,3p)-Konfiguration angenommen werden.
Literaturdaten lassen vermuten, dass die Verbindung 1988 von Provan et al. aus C. incisa
isoliert und als la-Acetoxy-9,19-cyclolanost-24-en-33-ol bezeichnet wurde [135]. Die
angegebenen NMR-Daten sind nur liickenhaft vorhanden, decken sich aber mit denen von
31. Dies ist damit die erste vollstandige Beschreibung von la-Acetoxy-9,19-cyclolanost-24-
en-3(3-ol und der erste Nachweis der Verbindung in C. myrrha.



3.3.10.4. Substanz 32: 1a-Acetoxycycloartan-24-en-2a,3-diol

Auswaage:

Aussehen:
[alh:

Amax (log s):

CD:

HRESIMS:

Reinheit:

6,0 mg

weiflse Kristalle

+30 (c 1,92 g/1)

kein Maximum,;

¢ 76 umol/l, Abbildung 152

¢ 96 umol/l, Abbildung 153
m/z 523,3751 [M+Na]*
(berechnet: Cs2H5204; 523,3758)
89,2% (Abbildung 154)

Tabelle 70. 'H-

und BC-NMR-Daten der

Verbindung 32 (400 bzw. 100 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, ] in Hz, s Singulett, d Dublett, m Multiplett).

Nr. on oc
1 4,87 (1H, d, 3,5) 77,9
2 3,84 (1H, dd, 3,5, 10,0) 71,9
3 3,43 (1H, d, 10,0) 77,6
4 39,9
5 1,89' (1H, m) 40,6
6 0,86! (1H, m) 20,4
1,63! (1H, m)
7 1,14' (1H, m) 25,1
1,37' (1H, m)
8 1,591 (1H, m) 46,7
9 20,8
10 28,0
11 1,221 (1H, m) 26,4
1,85! (1H, m)
12 1,601 (2H, m) 32,7
13 45,1
14 48,9
15 1,28'(2H, m) 35,5
16 1,291 (1H, m) 28,0
1,89' (1H, m)
17 1,571 (1H, m) 52,2
18 0,92 (3H, s) 17,9
19 0,53 (1H, d, 5,0) 28,2
0,81 (1H, d, 5,0)
20  1,36! (1H, m) 35,9
21 0,86 (3H, d, 6,6) 18,2
22 1,04! (1H, m) 36,3
1,421 (1H, m)
23 1,85!(1H, m) 25,0
2,03! (1H, m)
24  5,09(1H,dd, 7,1,7,1) 125,2
25 131,0
26 1,60 (3H, s) 17,6
27 1,68 (3H, s) 25,7
28 0,91 (3H, s) 19,0
29 1,04 (3H, s) 25,6
30 0,85(3H, s) 14,4
17 2,12(3H,s) 172,0
2" 0,85(3H, s) 21,2

1 Uberlagerte Signale



Substanz 32 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und praparative HPLC
(3.1.5.6) als Fraktion FO9C2P4 isoliert. NMR-Daten sind in Tabelle 70 und Abbildung 98
Abbildung 101 zusammengefasst.
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Abbildung 101. 'H- (oben) und BC-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 32 (400 bzw. 100 MHz,
CDCls).

Bei der Verbindung handelt es sich um la-Acetoxycycloartan-24-en-2a,33-diol, ein
bekannter Inhaltstoff von C. opobalsamum, der zuerst 2008 von Shen et al. beschrieben wurde
[132]. Sowohl HRESIMS als auch NMR-Daten stimmen iiberein. 1a-Acetoxycycloartan-24-en-

2a,33-diol wurde in dieser Arbeit erstmals in C. myrrha nachgewiesen.



3.3.10.5. Substanz 33: 3p-Isovaleroyloxycycloartan-24-en-1c,2a-diol

Auswaage:

Aussehen:

[alh:

Amax (log s):

CD:

HRESIMS:

Reinheit:

2,4 mg

weilde Kristalle

+25 (¢ 2,58 g/)

kein Maximum;

¢ 79 umol/l, Abbildung 152

¢ 119 umol/l, Abbildung 153
m/z 565,4233 [M+Na]*
(berechnet: CssHssO4; 565,4227)
54,9% (Abbildung 154)

Tabelle 71. 'H-
Verbindung 33 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, ] in Hz, s Singulett, d Dublett, m Multiplett).

und BC-NMR-Daten der

Nr. OH Oc
1 352(1H, d,33) 75,8
2 3,75 (1H, dd, 3,3, 10,5) 71,7
3 4,92 (1H, d, 10,5) 80,4
4 40,0
5 2,04(1H, dd, 4,7, 12,4) 38,9
0,83' (1H, m) 20,6
6 1,631 (1H, m)
1,17! (1H, m) 256
7 135! (1H, m)
8 1,52 (1H, dd, 44, 12,7) 47,9
9 20,3
10 28,8
Ly 125t(Hm) 26,1
2,29' (1H, m)
12 1,68 (2H, m) 32,7
13 45,2
14 48,8
15 131' @H, m) 35,7
o 1B0t(H, m) 28,1
1,92' (1H, m)
17 161! (1H, m) 52,3
18 0,96 (3H, s) 18,1
o 051(1H,d, 44) 29,3
0,72 (1H, d, 4,4)
20 1,39 (1H, m) 35,9
21 0,89' (3H, m) 18,2
b, 105 (1H,m) 36,3
1,441 (1H, m)
23 1,86 (1H, m) 249
2,04' (1H, m)
24 5,10(1H, dd, 7,2,7,2) 125,2
25 130,9
26 1,60 (3H, s) 17,6
27 1,69 (3H, s) 25,7
28 0,96 (3H, s) 19,4
29 0,88 (3H, s) 25,4




Fortsetzung Tabelle 71

30 0,89 (3H, s) 15,4

1 175,0

2 2,29(2H,d, 7,2) 43,8

3 2,15 (1H, m) 25,7

4 1,00 (3H, d, 6,8) 22,4

5 1,00 (3H, d, 6,8) 22,5
1 Uberlagerte Signale

Substanz 33 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und praparative HPLC
(3.1.5.6) aus den Fraktionen F7C2P6 und F6C3P2 isoliert. Alle hier abgebildeten
spektroskopischen und chromatographischen Daten beziehen sich aber auf die Fraktion
F7C2P6. NMR-Daten sind in Tabelle 71 und Abbildung 102 zusammengefasst.
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Abbildung 102. 'H- (oben) und B3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 33 (600 bzw. 150 MHz,
CDCls).

Die NMR-Daten von 33 zeigen viele Ubereinstimmungen mit 30. Lediglich H-3 ist
deutlich weiter ins Tieffeld verschoben und neue Signale (C/H-1°-5) weisen auf eine

Substitution von 30 mit einem Isovaleryl-Rest hin. Die Position des Substituenten an Pos. 3



konnte durch ein deutliches HMBC-Signal zwischen H-3 und C-1° bestimmt werden. Ein
Abgleich mit Literaturdaten ergab, dass es sich bei 33 um 33-Isovaleroyloxycycloartan-24-en-
1a,2a-diol handelt, eine Verbindung die 2008 von Shen et al. fiir C. opobalsamum beschrieben

wurde [132]. Die Substanz wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal aus C. myrrha isoliert.



3.3.10.6. Substanz 34: 29-Nor-lanost-8,24-dien-1a,2cx,3B-triol

Tabelle 72. 'H- und BC-NMR-Daten der
Verbindung 34 (400 bzw. 100 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

Nr. 6n oc
et s 1 394(1H, d,2,9) 74,9
: H 2 3,62(1H, dd, 2,9, 9,4) 73,8
} 3 3,32 (1H, dd, 9,4, 9,4) 77,1
Auswaage: 32,7 mg 4 1,47 (1H, m) 36,5
Aussehen: weifse Kristalle 5 1,50 (1H, m) 39,9
[alD: +83 (c 1,08 g/1) 6  1,32(1H, m) 20,0
Amax (log €):  kein Maximum; 1,79 (1H, m)
¢ 54 umol/l, Abbildung 152 7 2,17 (2H, m) 21,5
CD: ¢ 94 umol/l, Abbildung 153 8 139,0
HRESIMS: m/z 445,3675 [M+H]* 9 130,0
(berechnet: C0HasOs; 445,3676) 10 42,3
Reinheit: 93,9% (Abbildung 154) 11 2,06 2H, m) 25,7
12 1,78(2H, m) 30,9
13 44,6
14 50,2
15 1,19 (1H, m) 30,8
1,59 (1H, m)
16 1,32 (1H, m) 28,0
1,93 (1H, m)
17 1,51 (1H, m) 50,3
18 0,72 (3H, s) 15,7
19 0,99 (3H, s) 18,6
20 1,39 (1H, m) 36,3
21 0,92 (3H, d) 18,7
22 1,04 (1H, m) 36,3
nicht detektiert!
23 1,86 (1H, m) 24,9
2,03 (1H, m)
24 5,10 (1H, dd, 7,0, 7,0) 1252
25 131,0
26 1,60 (3H, s) 17,5
27 1,69 BH, s) 25,8
28 0,92 (3H, s) 25,1
30 1,04 (3H, d, 5,9) 14,9

1 Uberlagerte Signale



Substanz 34 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und praparative HPLC
(3.1.5.6) als Fraktion FOC4P1 isoliert. NMR-Daten sind in Tabelle 72 und Abbildung 103

zusammengefasst.
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Abbildung 103. 'H- (oben) und BC-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 34 (400 bzw. 100 MHz,
CDCls).

Die gemessenen NMR-Daten von 34 zeigen grole Ahnlichkeit mit dem von Provan et al.
1988 aus C. incisa isoliertem 29-Nor-lanost-8,24-dien-la,20,33-triol [135] und der dort
publizierte Strukturvorschlag konnte mithilfe von HRESIMS-, HMBC- und COSY-Daten
bestatigt werden. Da die Literaturangaben liickenhaft sind, stellt dies den ersten kompletten
Datensatz von 29-Nor-lanost-8,24-dien-1a,2a,33-triol dar, wobei durch die detaillierteren
NMR-Daten die Zuordnung der Kohlenstoffe an den Positionen 1-3, 7-9, 11, 12, 16, 19 und
26-28 angepasst wurde. Diese Substanz wurde damit in dieser Arbeit erstmals in C. myrrha

nachgewiesen.



3.3.10.7. Substanz 35: 3B-Isovaleroyloxy-29-nor-lanost-8,24-dien-1c,2a-diol

Auswaage:

Aussehen:

[alD:

Amax (].Og 8):

CD:

HRESIMS:

Reinheit:

1,7 mg

weifle Kristalle

+28 (c 1,70 g/1)

kein Maximum;

¢ 50 umol/l, Abbildung 152

¢ 96 umol/l, Abbildung 153
m/z 463,3876 [M+Cl]-
(berechnet: CssHs604; 563,3873)
60,9% (Abbildung 154)

Tabelle 73. 'H-
Verbindung 35 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, br breites
Signal, m Multiplett).

und BC-NMR-Daten der

Nr. o6n Oc

1 3,94 (1H, brs) 75,1

2 3,75(1H,dd, 2,9, 9,8) 72,3

3 4,77(1H,dd, 9,9,9,9) 80,0

4 1,63 (1H, m) 34,8

5 1,621 (1H, m) 39,3

6 1,321 (1H, m) 20,1
1,80! (1H, m)

7 2,041 (1H, m) 25,8
2,10! (1H, m)

138,6

9 130,0

10 41,8

11 2,121 (1H, m) 21,5
2,221 (1H, m)

12 1,751 (1H, m) 30,8
1,821 (1H, m)

13 44,6

14 50,1

15  1,21' (1H, m) 30,8
1,60! (1H, m)

16 1,331 (1H, m) 28,1
1,93! (1H, m)

17 1,521 (1H, m) 50,3

18 0,72 (3H, s) 15,7

19  1,00' (3H, s) 18,2

20  1,40' (1H, m) 36,3

21 0,93'(3H, m) 18,7

22 1,05!' (1H, m) 36,3
1,45! (1H, m)

23 1,86! (1H, m) 25,0
2,04! (1H, m)

24 5/10(1H, dd, 7,2,7,2) 125,0

25 130,9

26 1,61 (3H,s) 17,6

1 Uberlagerte Signale



Fortsetzung Tabelle 73

27 1,69 (3H, s) 25,6
28 0,93 (3H,s) 24,9
29  091(3H,d, 6,1) 15,0
1 175,2
2" 2,27'(2H, m) 43,7
3 2,16'(1H, m) 25,7
4 099 (H,d, 6,8) 22,4
5 099 (H, d, 6,8) 22,5
1 Uberlagerte Signale

Substanz 35 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und praparative HPLC
(3.1.5.6) als Fraktion F6C3P2 isoliert. NMR-Daten sind in Tabelle 73 und Abbildung 104

zusammengefasst.
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Abbildung 104. 'H- (oben) und B3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 35 (600 bzw. 150 MHz,
CDCls).



Durch HSQC-Daten konnten folgende Funktionalitdten ermittelt werden: neun tertidre
Methylgruppen (6u 0,72 (s, Hs-18), 1,00 (s, H>-19), 0,93 (m, Hs-21), 1,61 (s, Hs-26), 1,69
(s, H-27), 0,93 (s, Hs-28), 0,91 (d, Hs-29), 0,99 (d, Hs-4'/Hs-5"); 6c 15,7, 18,2, 18,7, 17,6, 25,6,
24,9, 15,0, 22,4 bzw. 22,5), neun sp*>-hybridisierte Methylengruppen (6# 1,32/1,80 (m/m, H-6),
2,04/2,10 (m/m, H-7), 2,12/2,22 (m/m, H-11), 1,75/1,82 (m/m, H-12), 1,21/1,60 (m/m, H-15),
1,33/1,93 (m/m, H-16), 1,05/1,45 (m(m, H-22), 1,86/2,04 (m/m, H-23), 2,27 (m, H2-2"); 6c 20,1,
25,8, 21,5, 30,8, 30,8, 28,1, 36,3, 25,0 bzw. 43,7), acht sp>-hybridisierte Methingruppen (6 3,94
(brs, H-1), 3,75 (dd, H-2), 4,77 (dd, H-3), 1,63 (m, H-4), 1,62 (m, H-5), 1,52 (m, H-17), 1,40
(m, H-20), 2,16 (m, H-3"); 6c 75,1, 72,3, 80,0, 34,8, 39,3, 50,3, 36,3 bzw. 25,7), drei quartdre
Kohlenstoffe (6c 41,8 (C-10), 44,6 (C-13), 50,1 (C-14)), vier sp>hybridisierte Positionen
(6c138,6 (C-8), 130,0 (C-9), 125,0 (C-24) und 6u 5,10 (dd, H-24), 130,9 (C-25)) und ein
Carbonyl-Kohlenstoff (6c 175,2 (C-1°)).

Die NMR-Spektren von Verbindung 35 zeigen grofle Ahnlichkeit zu 34 wobei sich die
starkste Abweichung an H-3 zeigt, welches bei 35 ins Tieffeld verschoben ist. Dieser Effekt
konnte auch bei anderen O-substituierten Triterpenen wie 31-33 beobachtet werden, die
ebenfalls hohere Protonen-Verschiebungen an der subsituierten Position zeigen. Es liegt also
nahe, dass an Pos. 3 ein Rest eingefiihrt wurde. Durch die der durch HRESIMS ermittelte
Summenformel und zusatzliche Signale, die denen von 33 dhneln, konnte der Substituent als
ein Isovalerat identifiziert werden. Dessen Position wurde aufierdem durch ein HMBC-
Signal zwischen H-3 und C-1" zusétzlich bestatigt.

Die grofie Ahnlichkeit von 35 zu 34 ldsst vermuten, dass die beiden Verbindungen auch
dieselbe Konfiguration besitzen. Dies konnte anhand von Kopplungskonstanten und
NOESY-Korrelationen auch belegt werden. So weist eine relativ hohe Kopplungskonstante
von 9,9 Hz zwischen H-3 und H-2 bzw. -4 auf axiale Stellung dieser drei Protonen hin,
wihrend die niedrigere Kopplungskonstante zwischen H-1 und -2 (J H-2: 2,9 Hz) auf eine
axial-dquatoriale Kopplung und damit auf eine dquatoriale Stellung von H-1 hindeutet [103].
Dies kann durch NOESY-Signale zwischen H-1 und -2 sowie -19 und zwischen H-3 und -29
bestatigt werden (Abbildung 105).

T1,-19

Abbildung 105. Ausschlaggebende NOESY-Signale von 35 zur Bestimmung der Komfiguration im A-
Ring.



Verbindung 35 besitzt damit eine (1a,2a,3[3)-Konfiguration und an die Nomenklatur von
34 angelehnt wird der Name 3(-Isovaleroyloxy-29-nor-lanost-8,24-dien-1a,2a-diol fiir das

bisher unbekannte Molekiil vorgeschlagen.



3.3.10.8. Substanz 36: 29-Nor-1,2-cis-epoxy-lanost-8,24-dien-3p-triol

Tabelle 74. 'H- und 13C-NMR-Daten der
Verbindung 36 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, ] in Hz, s Singulett, d Dublett, m Multiplett).

Nr. on oc
| 1 3,22 (1H, d, 3,9) 59,6
Cq 2 3,12(1H, d, 3,9) 57,5
> 3 347/ (1H, m) 72,8
Auswaage: 2,0mg 4 1,291 (1H, m) 36,1
Aussehen: weifle Kristalle 5 121" (1H, m) 35,6
[alp: +32 (c 2,00 g/1) 6 1,331 (1H, m) 19,2
Amax (log €):  kein Maximum; 1,74! (1H, m)
¢ 162 umol/l, Abbildung 152 7 2,031 (2H, m) 24,5
CD: ¢ 100 pmol/l, Abbildung 153 8 136,5
HRESIMS: m/z 427,3581 [M+H]* 9 130,3
(berechnet: C20H160O; 427,3571) 10 37,6
Reinheit: 83,2% (Abbildung 154) 11 2,23 (1H, m) 22,3
2,29 (1H, m)
12 1,76 (1H, m) 30,7
1,821(1H, m)
13 445
14 49,9
15 1,18' (1H, m) 30,6
1,571 (1H, m)
16 1,331 (1H, m) 28,1
1,93 (1H, m)
17 1,52'(1H, m) 50,2
18 0,741 (3H, s) 15,7
19 1,06 3H, s) 17,9
20 1,40' (1H, m) 36,3
21 0,93 (3H, d, 6,6) 18,7
22 1,05' (1H, m) 36,3
1,45' (1H, m)
23 1,87'(1H, m) 24,9
2,04' (1H, m)
24 5,10 (1H, dd, 7,2, 7,2) 125,2
25 131,0
26 1,61 (3H,s) 17,6
27 1,69 (3H, s) 25,7
28 0,91 (3H, s) 24,3
29 0,97 (3H, d, 6,6) 16,3

1 Uberlagerte Signale



Substanz 36 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und praparative HPLC
(3.1.5.6) als Fraktion F6C4P2 isoliert. NMR-Daten sind in Tabelle 74 und Abbildung 106

zusammengefasst.
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Abbildung 106. 'H- (oben) und C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 36 (600 bzw. 150 MHz,
CDCl3).

Durch HSQC-Daten konnten folgende Funktionalitdten ermittelt werden: sieben tertidre
Methylgruppen (61 0,74 (s, Hs-18), 1,06 (s, H>-19), 0,93 (d, Hs-21), 1,61 (s, H3-26), 1,69 (s,
Hs-27), 0,91 (s, Hs-28), 0,97 (d, Hs-29); 6c 15,7, 17,9, 18,7, 17,6, 25,7, 24,3 bzw. 16,3), acht
sp*-hybridisierte Methylengruppen (6 1,33/1,74 (m/m, H-6), 2,03 (m, H-7), 2,23/2,29 (m/m,
H-11), 1,76/1,82 (m/m, H-12), 1,18/1,57 (m/m, H-15), 1,33/1,93 (m/m, H-16), 1,05/1,45 (m/m,
H-22), 1,87/2,04 (m/m, H-23); 6c 19,2, 24,5, 22,3, 30,7, 30,6, 28,1, 36,3 bzw. 24,9), sieben
sp*-hybridisierte Methingruppen (61 3,22 (d, H-1), 3,12 (d, H-2), 3,47 (m, H-3), 1,29 (m, H-4),
1,21 (m, H-5), 1,52 (m, H-17), 1,40 (m, H-20); 6c 59,6, 27,5, 72,8, 36,1, 35,6, 50,2 bzw. 36,3), drei
quartdre Kohlenstoffe (6c 37,6 (C-10), 44,5 (C-13), 49,9 (C-14)) und vier sp>hybridisierte
Positionen (6¢ 136,5 (C-8), 130,3 (C-9), 125,2 (C-24) und 6# 5,10 (dd, H-24), 131,0 (C-25)).

Bei Verbindung 36 zeigen sich in den NMR-Daten viele Parallelen zu 34. Vor allem
aufgrund des Dubletts von H-29 (0,97 ppm) und des Doppelbindungscharakters von C-§, -9,
-24 und -25 (136,5, 130,3, 125,6 und 131,0 ppm) kann bei 36 ebenfalls ein 29-Nor-Lanost-

8-24-dien Grundkorper identifiziert werden. Die Verbindung besitzt mit den Protonen H-1



bis -3 (3,10-3,50 ppm) auch drei potentiell hydroxylierte Positionen, allerdings sind vor allem
die Signale von Pos. 1 und 2 im Vergleich zu 34 nicht so weit tieffeldverschoben wie zu
erwarten ware (3,22 und 3,12 gegeniiber 3,94 und 3,62 ppm; sowie 59,6 und 57,5 gegeniiber
749 ppm und 73,8 ppm). Besonders die fiir Hydroxy-substituierte Kohlenstoffe
ungewoOhnlich niedrigeren oc-Werte weisen hier auf die Bildung eines Epoxides zwischen
Pos. 1 und 2 hin, fiir welches Verschiebungen um 55 ppm typisch sind [103]. Das
Vorhandensein einer Epoxidierung kann auch durch die per HRESIMS ermittelte
Summenformel bestatigt werden, die gegeniiber 34 formal um ein H>O vermindert ist.
Aufgrund der hohen Ahnlichkeit der chemischen Verschiebungen kann angenommen
werden, dass die Konfiguration im B-, C- und D-Ring sowie in der Seitenkette, der von 34
entspricht. Folglich gilt es nur noch die Konfiguration im A-Ring zu kldaren. Wie erwartet,
kann durch NOESY-Signale zwischen Hs3-18 und -19 eine p-Stellung der Methylgruppe an
Pos. 19 und analog durch eine Korrelation zwischen H-5 und Hs-28 eine a-Stellung von H-5
belegt werden. Ausgehend davon konnte durch Signale oberhalb (Hs-19, H-4) und unterhalb
der Ringebene (H-3, -5) die Orientierung an Pos. 3 und 4 geklart werden (Abbildung 107).

= NOESY

Abbildung 107. Ausschlaggebende NOESY-Korrelationen von 36 zur Bestimmung der Konfiguration im
A-Ring.

Weiterhin kommt fiir die Konfiguration der Epoxid-Gruppe grundsatzlich eine cis- oder
trans-Orientierung in Frage, wobei die cis-Anordnung sich durch eine dquatoriale Stellung
der Protonen H-1 und -2 auszeichnet, wahrend sie bei der trans-Konfiguration axial
auseinander stehen. H-1 und H-2 zeigen zum einen untereinander ein starkes NOESY-Signal,
was fiir axial-axial-stdindige Protonen eher untypisch ist. Zum anderen sind auch
Korrelationen beider Protonen zu Gruppen oberhalb (Hs-19) oder unterhalb (H-3) der
Ringebene zu beobachten (Abbildung 107), was ebenfalls fiir eine dquatoriale Anordnung
spricht. Daher kann von einer cis-Konfiguration des Epoxids ausgegangen werden. Ob das
Epoxid aber a- oder (-standig ist, ist mit den hier verwendeten Methoden nicht zu
bestimmen, da dies kaum Einfluss auf die Anordnung des Molekiils im Raum und damit auf
die NMR-Daten hat (Abbildung 108). Aufgrund der beiden a-standigen Hydroxylgruppen
bei 34 scheint allerdings eine a-Orientierung des Epoxids wahrscheinlicher.



Diese Verbindung wurde so noch nie in der Literatur beschrieben und es wird der Name
29-Nor-1,2-cis-epoxy-lanost-8,24-dien-3[3-triol fiir 36 vorgeschlagen.

Epoxidierte Strukturen sind in der Gattung Commiphora bereits bekannt. So finden sich
in der Literatur Hinweise auf epoxidierte Mono- [136], Sesqui- [112], Di- [137] und auch
Triterpene, die an der Seitenkette [138] oder auch am Grundkorper [29] substituiert sein

konnen.

Abbildung 108. 3D-Modell von 29-Nor-1p,2p-cis-Epoxy-lanost-8,24-dien-3-triol (blau) und 29-Nor-
1a2a-cis-Epoxy-lanost-8,24-dien-3p-triol (violett).



3.3.10.9. Substanz 37: Hydroxydammarenon II

Auswaage:

Aussehen:

[a]5:

Amax (log s):

CD:

HRESIMS:

Reinheit:

26

4,1 mg

weilse Kristalle

+42 (c 2,05 g/1)

kein Maximum;

¢ 108 umol/l, Abbildung 152

¢ 103 pmol/l, Abbildung 153
m/z 443,3897 [M+H]*
(berechnet: Cs0Hs002; 443,3884)
89,8% (Abbildung 154)

Tabelle 75. 'H-
Verbindung 37 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, | in Hz, s Singulett, d Dublett, t Triplett,

und BC-NMR-Daten der

m Multiplett).
Nr. on Oc

1 1,45 (1H, m) 39,9
1,92 (1H, ddd, 4,7, 8,0, 12,9)

2 243(1H,ddd, 45,80,158) 341
2,50 (1H, ddd, 7,7, 9,6, 15,7)

3 218,1

4 47,4

5 1,37'(1H, m) 55,3

6  1,47'(1H, m) 19,6
1,56! (1H, m)

7 1,32 (1H, m) 34,5
1,56! (1H, m)

8 40,3

9 1,42'(1H, m) 50,0

10 36,8

11 1,31'(1H, m) 22,0
1,50 (1H, m)

12 1,28'(1H, m) 27,5
1,85 (1H, m)

13 1,66! (1H, m) 42,4

14 50,3

15 1,09' (1H, m) 31,1
1,47' (1H, m)

16 1,49' (1H, m) 24,8
1,75! (1H, m)

17 1,75'(1H, m) 49,8

18 1,00 3H, s) 15,2

19 0,95 (3H, s) 16,0

20 75,4

21  1,15'(3H, s) 25,5

22 1,48' (2H, m) 40,4

23 2,06 (2H, m) 22,6

24 513 (1H,t,7,2) 124,7

25 131,7

26 1,63 (3H, s) 17,7

27 1,69 (3H, s) 25,7

28 0,89 (3H, s) 16,3

29 1,04 (3H,s) 21,0

30 1,08 (3H, s) 26,7

1 Uberlagerte Signale



Substanz 37 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3) und praparative HPLC
(3.1.5.6) als Fraktion F6C5P1 isoliert. NMR-Daten sind in Tabelle 75 und Abbildung 109

zusammengefasst.
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Abbildung 109. 'H- (oben) und B3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 37 (600 bzw. 150 MHz,
CDCls).

Bei 37 Handelt es sich um Hydroxydammarenon II, eine Verbindung, die bereits bei
Mills und Werner 1955 erwahnt wurde [139]. Genauer beschrieben wurde die Substanz und
ihr Isomer Hydroxydammarenon I, dass sich in der Konfiguration an Pos. 20 unterscheidet
dann 1977 von Asakawa et al. [140]. Welches der beiden Isomere hier vorliegt kann mit den
chemischen Verschiebungen alleine schlecht bestimmt werden, wobei das 6c von C-22
(40,4 ppm) eher fiir Hydroxydammarenon II (40,5 ppm) als fiir Hydroxydammarenon I
(41,8 ppm) spricht.

Mit NOESY-Daten war es aber moglich die Identitdit von 37 eindeutig zu klaren.
Zunachst wurde die Stellung der Protonen an Pos. 12 durch eine Korrelation zwischen Hs-28
und H-12a (1,28 ppm) ermittelt. Nun konnte durch Signale zwischen Hs-21 und H-12b (1,85
ppm), -13 sowie -17 die Konfiguration an Pos. 20 als (S) bestimmt werden (Abbildung 110)

und damit das Vorliegen von Hydroxydammarenon II bestatigt werden.



3.3. Strukturaufklirung 166

Dies ist das erste Mal, dass diese Verbindung in einer Spezies der Gattung Commiphora

nachgewiesen wurde.

Abbildung 110. Ausschlaggebende NOESY-Korrelationen der Verbindung 37 zur Bestimmung der
Konfiguration an Pos. 20.



3.3.10.10. Substanz 38: Hydroxydammar-24-en-3,16-dion

Tabelle 76. 'H- und 13C-NMR-Daten der
Verbindung 38 (600 bzw. 150 MHz, CDCl3; 6 in
ppm, ] in Hz, s Singulett, d Dublett, m Multiplett).

Nr. OH Oc
1 1,47' (1H, m) 39,5
1,941 (1H, m)

2 2,46 (1H,ddd, 4,4,7,7,160) 34,0
2,51 (1H, ddd, 7,4, 9,1, 15,7)

3 217,5
Auswaage: 6,2 mg 4 47,4
Aussehen: weifse Kristalle 5 1,40 (1H, dd, 3,0,11,2) 55,2
[l +1 (¢ 2,07 g/l) 6 155! (2H, m) 19,6
Amax (log €):  kein Maximum; 7 1,27 (1H, m) 34,7
¢ 70 umol/l, Abbildung 152 1,58 (1H, m)
CD: ¢ 102 umol/l, Abbildung 153 8 39,5
HRESIMS: m/z 491,3305 [M+Cl] 9  1,56' (1H, m) 49,8
(berechnet: Cs0H1sOs; 491,3297) 10 36,9
Reinheit: 71,6% (Abbildung 154) 11  1,42'(1H, m) 21,8
1,65! (1H, m)
12 1,54 (1H, m) 26,7
1,90 (1H, m)
13 2,06 (1H, ddd, 3,3,12,1,12,1) 41,7
14 45,5
15 1,96 (1H, d, 15,4) 49,4
2,20 (1H, d, 16,4)
16 223,9
17 2,23 (1H, d, 12,1) 57,2
18 1,09 3H, s) 15,6
19 0,97 (3H, s) 15,9
20 74,4
21 1,11 BH, s) 24,9
22 145! (2H, m) 41,1
23 1,96! (1H, m) 21,9
2,15! (1H, m)
24 5,06 (1H, dd, 6,9, 6,9) 124,2
25 131,6
26 1,61 (3H,s) 17,8
27 1,68 (3H, s) 25,8
28 0,98 (3H, s) 16,8
29 1,05(3H, s) 21,0
30 1,09 3H, s) 26,7

1 Uberlagerte Signale



Substanz 38 wurde durch Kieselgel-Flash (3.1.5.2), CPC (3.1.5.3), eine weitere Flash
(3.1.5.4) und praparative HPLC (3.1.5.6) als Fraktion F6C7F3P7 isoliert. NMR-Daten sind in
Tabelle 76 und Abbildung 111 zusammengefasst.
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Abbildung 111. 'H- (oben) und B3C-NMR-Spektrum (unten) von Substanz 38 (600 bzw. 150 MHz,
CDCls).

Durch Analyse der HSQC-Daten konnten folgende Funktionalitdten ermittelt werden:
acht tertidre Methylgruppen (61 1,09 (s, H3-18), 0,97 (s, Hs-19), 1,11 (s, Hs-21), 1,61 (s, H3-26),
1,68 (s, Hs-27), 0,98 (s, Hs-28), 1,05 (s, H3-29) 1,09 (s, Hs-30); 6c 15,6, 15,9, 24,9, 17,8, 25,8, 16,8,
21,0 bzw. 26,7), neun sp*hybridisierte Methylengruppen (6= 1,47/1,94 (m/m, H-1), 2,46/2,51
(ddd/ddd, H-2), 1,55 (m, H2-6), 1,27/1,58 (m/m, H-7), 1,42/1,65 (m/m, H-11), 1,54/1,90 (m/m,
H-12), 1,96/2,20 (d/d, H-15), 1,45 (m, H2>-22), 1,96/2,15 (m/m, H-23); 6c 39,5, 34,0, 19,6, 34,7,
21,8, 36,7, 49,4, 41,1 bzw. 21,9), vier sp*>-hybridisierte Methingruppen (61 1,40 (dd, H-5), 1,56
(m, H-9), 2,06 (ddd, H-13), 2,23 (d, H-17), 6c 55,2, 49,8, 41,7 bzw. 57,2), finf quartare
Kohlenstoffe (6c 47,4 (C-4), 39,5 (C-8), 36,9 (C-10), 45,5 (C-14), 744 (C-20)), zwei



sp? hybridisierte Positionen (6c 124,2 (C-24) und 6= 5,06 (dd, H-24), 131,6 (C-25)) und zwei
Carbonyl-Kohlenstoffe (6c 217,5 (C-3), 223,9 (C-16))

Verbindung 38 zeigt eine grofie Strukturverwandtschaft mit 37, wobei sich einige
kleinere Abweichungen vor allem im D-Ring zeigen. Der grofite Unterschied findet sich an
Pos. 16, an der bei den Kohlenstoffsignalen die Methylengruppe fehlt und durch einen
quartdren Kohlenstoff bei 223,9 ppm ersetzt wurde. Diese chemische Verschiebung ist
typisch fiir ein Keton und spricht fiir eine zusatzliche Carbonylfunktion an Pos. 16. Durch
das Wegfallen von H-16a und -16b vereinfacht sich aufierdem das Aufspaltungsmuster der
angrenzenden Protonen, so dass H-15a, -15b und -17 eindeutig als Duplett zu erkennen sind.
Der Strukturvorschlag konnte durch COSY- und HMBC-Daten bestétigt werden.

Die betreffende Verbindung fand in der Literatur nur einmal bei Provan et al.
Erwahnung [36] und wird dort als Hydroxydammar-24-en-3,16-dion bezeichnet. Gewonnen
wurde sie halbsynthetisch durch Oxidation des 16-Hydroxy-Isomers von 38, welches zuvor
aus C. incisa isoliert wurde. Da die Literaturangaben zu der Verbindung liickenhaft sind, ist
dies die erste vollstindige Beschreibung der Substanz und der erste Nachweis von
Hydroxydammar-24-en-3,16-dion als Naturstoff.



3.4. Zusammenfassung und Diskussion
3.4.1. Zusammenfassung

In dieser Arbeit ist es gelungen einen ethanolischen Myrrheextrakt (96%, V/V) durch
eine fliissig-fliissig-Verteilung in eine hydrophilere Methanol- und eine lipophilere n-
Heptan-Fraktion zu teilen. Diese Dissertation widmet sich der Aufarbeitung der n-Heptan-
Fraktion und damit der Gewinnung liphophiler Reinsubstanzen. Durch Flash-
Chromatographie an Kieselgel, CPC mit einem wasserfreien Fliefsmittelgemisch und
praparative HPLC an einer Biphenyl-Phase ist es gelungen insgesamt 38 Reinsubstanzen zu
gewinnen. Deren Konstitution wurde durch HRESIMS- und NMR-Daten ermittelt und die
Verbindungen als verschiedene Vertreter der Terpene identifiziert. Da in dieser
Inhaltstoffklasse eine hohe Variabilitit der Stereochemie mdglich ist, war es notig, sich
intensiv.  der Konfigurationsbestimmung mittels ein- und zweidimensionaler
Kernresonanzspektren zu widmen. Alle Isolate wurden auflerdem mit spektroskopischen
und optischen Methoden charakterisiert (Polarimetrie, UV-Vis- und CD-Spektroskopie) und
die Reinheit mittels eines HPLC-DAD-Verfahrens bestimmt.

Unter den vorgestellten Verbindungen finden sich verschiedenen Vertreter der
Sesquiterpene (Germacrane, Eudesmane, Elemane, Cadinane, Guajane) sowie Seco-
Verbindungen mit einem neuartigen Kohlenstoffgeriist. Auflerdem konnten eine Reihe von
Triterpenen vom Cyloartan-, Dammaran- und 4-Demethyllanosterol-Typ und Triterpene mit
verkiirzter Seitenkette isoliert werden.

Unter den isolierten Substanzen befinden sich fiinf Verbindungen, welche erstmals fiir
die Art C. myrrha beschrieben werden (29, 31-34), sowie sieben Verbindungen, die im
Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal in der Gattung Commiphora nachgewiesen werden (1,
9, 11, 14, 16, 17, 37). Aufierdem sind in dieser Arbeit elf bisher unbekannte Verbindungen
erstmalig beschrieben (4, 5, 21-26, 35, 36, 38). Dariiber hinaus konnten Literaturangaben zu
NMR- und anderen spektroskopischen Daten bekannter Substanzen an vielen Stellen erganzt
oder korrigiert werden (2, 3, 11, 18, 19, 31). Eine Ubersicht aller isolierten Substanzen findet
sich in Abbildung 112 und Tabelle 77. Diinnschichtchromatogramme, aus denen die R¢
Werte der Substanzen ersichtlich sind, sind im Anhang abgebildet (Abbildung 155).



Abbildung 112. Strukturen aller isolierten Verbindungen.



Tabelle 77. Auflistung aller isolierten Verbindungen inklusive deren Nummerierung, Bezeichnung, und
wichtiger Kenndaten (Aussehen, Auswaage, spezifischer Drehwert [alfy, UV-Maxima Awe, NMR-, HRESIMS-
Daten und Reinheit (HPLC-DAD)) sowie Angaben zur Klassifizierung der Substanzen. UV-Vis-, CD-Spektren
und Chromatogramme aller Verbindungen finden sich in Abbildung 153, Abbildung 152 und Abbildung 154
im Anhang.

Nr. Bezeichnung Kenndaten Klassifizierung

1 Glechomanolid erstmals in

weifle Kristalle (5,7 mg); [a]2® +6; UV Amax (log ¢):

214,0 nm (4,10); 'H- und BC-NMR (Tabelle 39); Commiphora
m/z 233,1540  [M+H]*  (berechnet:  CisH200;
233,1536); Reinheit 97,2%
23-Acetyloxy- weifle Kristalle (10,9 mg); [a]3° +26; UV Amax (log €):  bekannt;
glechomanolid 216,0 nm (4,15), 285,0 nm (2,91); 'H- und 3C-NMR erstmals
(Tabelle 40); m/z 291,1595 [M+H]* (berechnet: charakterisiert
Ci7H2204; 291,1591); Reinheit 95,4%
8-epi-2[3-Acetyloxy- weifle Kristalle (11,3 mg); [a]3® -76; UV Amax (log €):  bekannt;
glechomanolid 214,0 nm (4,20); 'H- und BC-NMR (Tabelle 41); erstmals
m/z291,1598  [M+H]*  (berechnet:  CivH2QOs; charakterisiert
291,1591); Reinheit 92,0%
23-Methoxy- weife Kristalle (2,9 mg); [a]d® +53; UV Amax (log €):  bisher nicht
glechomanolid 218,1 nm (3,98); 'H- und BC-NMR (Tabelle 42); bekannt
m/z263,1646  [M+H]*  (berechnet:  CisH2Os;
263,1642); Reinheit 90,9%
8-epi-23-Methoxy- weifle Kristalle (6,5 mg); [a]3® -69; UV Amax (log €):  bisher nicht
glechomanolid 215,1 nm (4,17); 'H- und BC-NMR (Tabelle 43); bekannt
m/z 263,1646  [M+H]*  (berechnet:  CisH200s;
263,1642); Reinheit 96,9%
2a-Methoxy-6-oxo- weifle Kristalle (1,1 mg); [a]3® +107; UV Amax (log €):  bekannt
germacra-1(10),7(11)-  230,0 nm (3,76); 'H- und *C-NMR (Tabelle 44);
dien-8,12-olid m/z279,1598  [M+H]*  (berechnet:  CicH220s;
279,1591); Reinheit 89,3%
Methoxy-5-acetoxy- farbloses Ol (9,2 mg); [a]3® -21; UV Amax (log €):  bekannt
furanogermacr-1(10)-  207,0 nm (4,19), 284,1 nm (3,27); 'H- und ®¥C-NMR
en-6-on (Tabelle 45); m/z 321,1699 [M+H]* (berechnet:
CisH20s; 321,1697); Reinheit 98,5%
rel-2R-Methyl-55- farbloses Ol (1,8 mg); [a]d® +56; UV Amax (loge): bekannt

acetoxy-4R-furano-
germacr-1(10)Z-en-

6-on

275,0 nm (3,36); 'H- und C-NMR (Tabelle 46);
m/z 321,1702  [M+H]* CisH2Os;
321,1697); Reinheit 92,2%

(berechnet:

(15,45,55,10S)-
Germacron-1(10),4-
diepoxid

weifle Kristalle (3,6 mg); [a]3® +3; UV Amax (log ¢):
247,9 nm (3,50); 'H- und BC-NMR (Tabelle 47);
m/z 251,1647  [M+H]* C1sH220s;
251,1642); Reinheit 88,2%

(berechnet:

erstmals in

Commiphora




Fortsetzung Tabelle 77

Nr. Bezeichnung Kenndaten Klassifizierung

10 5-aH,8-pH-Eudesma- farbloses Ol (7,6 mg); [a]3® +53; UV Amax (loge): bekannt
1,3,7(11)-trien-8,12- 219,0 nm (3,96); 'H- und BC-NMR (Tabelle 48);
olid m/z231,1382  [M+H]*  (berechnet: = CisHisOz;

231,1380); Reinheit 73,3%
11 Lindestrenolid farbloses Ol (6,6 mg); [a]3® +96; UV Amax (loge): erstmals in
219,0 nm (4,04), 263,9 nm (3,07); 'H- und C-NMR  Commiphora;
(Tabelle 49); m/z 231,1382 [M+H]* (berechnet: erstmals
CisHi1sOz; 231,1380); Reinheit 97,5% komplett
beschrieben

12 Isohydroxy- weifle Kristalle (7,4 mg); [a]3®> +57; UV Amax (log €): bekannt
lindestrenolid 215,1 nm (4,14), 263,9 nm (3,68); 'H- und C-NMR

(Tabelle 50); m/z 247,1330 [M+H]* (berechnet:
CisH1sOs; 247,1329); Reinheit 94,9%
13 Hydroxy- weile Kristalle (13,3 mg); [a]d® +195; UV Amax bekannt
lindestrenolid (log €): 218,1 nm (4,11); 'H- und *C-NMR (Tabelle
51); m/z 247,1334 [M+H]* (berechnet: CisHisOs;
247,1329); Reinheit 98,1%
14 Atractylenolid III weifle Kristalle (2,8 mg); [a]3’ +7; UV Amax (loge): erstmalsin
219,0 nm (3,82); '"H- und BC-NMR (Tabelle 52); Commiphora
m/z 249,1490  [M+H]*  (berechnet:  CisH200s;
249,1485); Reinheit 87,5%

15 Commiphoran E3 gelbliche Kristalle (1,6 mg); [a]3® -33; UV Amax (log bekannt

€): 246,9 nm (4,08), 308,7 nm (3,51); 'H- und
BC-NMR (Tabelle 53); m/z 243,1015 [M+H]J*
(berechnet: Ci1sH14Os; 243,1016); Reinheit 94,7%

16 4pB-Hydroxy-8,12- weifle Kristalle (1,7 mg); [a]3® +14; UV Amax (log €):  erstmals in
epoxyeudesma-7,11- 203,0 nm (4,11), 267,9 nm (3,31); 'H- und ¥C-NMR  Commiphora
dien-1,6-dion (Tabelle 54); m/z 263,1279 [M+H]* (berechnet:

CisHi1s04; 263,1278); Reinheit 90,5%

17 Isogermafurenolid farbloses Ol (0,8 mg); [a]d® +14; UV Amax (loge): erstmals in
219,9 nm (3,76); '"H- und “C-NMR (Tabelle 55); Commiphora
m/z 233,1539  [M+H]*  (berechnet:  CisH200;
233,1536); Reinheit 91,0%

18 Methoxyiso- weifle Kristalle (1,7 mg); [a]3® -35; UV Amax (log €): bekannt;
germafurenolid 217,0 nm (4,07); 'H- und BC-NMR (Tabelle 56); erstmals

m/z 263,1643  [M+H]*  (berechnet:  CisH2QOs; charakterisiert
263,1642); Reinheit 95,6%

19  8-epi-2-Methoxy- weifle Kristalle (1,2 mg); [a]3® +54; UV Amax (log €):  bekannt;
isogermafurenolid 216,8 nm (4,10); 'H- und BC-NMR (Tabelle 57); erstmals

m/z263,1642  [M+H]*  (berechnet:  CicH2»QOs; charakterisiert

263,1642); Reinheit 97,9%




Fortsetzung Tabelle 77

Nr. Bezeichnung Kenndaten Klassifizierung

20 Hydroxyisogerma- weifle Kristalle (6,3 mg); [a]3’ +3; UV Amax (loge): bekannt
furenolid 218,1 nm (3,95); 'H- und BC-NMR (Tabelle 58);

m/z 249,1487  [M+H]*  (berechnet:  CisH200s;
249,1485); Reinheit 97,9%

21 Commiterpen D farbloses Ol (0,9 mg); [a]d® -8; UV Amax (log ¢): bisher nicht
204,1 nm (4,11), 276,1 nm (3,29); 'H- und BC-NMR bekannt
(Tabelle 59); m/z 341,1359 [M+Na]* (berechnet:
CisH20s5; 341,1359); Reinheit 91,0%

22 rel-(+)-(154R,75)-11- farbloses Ol (6,9 mg); [a]3® +38; UV Ama (loge): bisher nicht
Acetyl-guai-10(14)-en- 202,0 nm (3,68); 'H- und *C-NMR (Tabelle 60); bekannt
4,11-0l m/z 303,1931 [M+Na]* (berechnet: Ci7Hz2s0s;

303,1931); Reinheit 95,8%

23 rel-(+)-(4R,5R,75)-11- farbloses Ol (4,1 mg); [a]3® +32; UV Amax (loge): bisher nicht
Acetyl-guai-1(10)-en-  203,0 nm (3,73); 'H- und ®C-NMR (Tabelle 61); bekannt
4,11-0l m/z 303,1930 [M+Na]* (berechnet: Ci7Hz2s0s;

303,1931); Reinheit 85,0%

24  Myrrhanoperoxid farbloses Ol (0,7 mg); [a]3® +17; UV Amax (loge): bisher nicht
205,9 nm (3,86); 'H- und BC-NMR (Tabelle 62); bekannt
m/z 265,1435  [M+H]*  (berechnet: = CisH200s;
265,1434); Reinheit 89,4%

25  9,10-Seco-iso- farbloses Ol (2,1 mg); [a]3® -2; UV Amax (log €): bisher nicht
hydroxy- 210,0 nm (4,10), 282,0 nm (2,93); 'H- und 3C-NMR bekannt
lindestrenolid (Tabelle 63); m/z 247,1333 [M+H]* (berechnet:

CisH1s0s; 247,1329); Reinheit 95,6%
26 9-Nor-9,10-seco- farbloses Ol (0,8 mg); UV Amax (log €): 202,0 nm bisher nicht
isolindestrenolid (3,97), 280,9 nm (2,41); 'H- und B®C-NMR (Tabelle bekannt
64); m/z 217,1223 [M+H]* (berechnet: CisHicOz;
217,1223); Reinheit 98,8%
27 Mansumbinol weifle Nadeln (16,1 mg); [a]d® -19; 'H- und bekannt
BC-NMR (Tabelle 65); m/z 334,3105 [M+NHa]*
(berechnet: C22H36O; 334,3104); Reinheit 83,1%

28 3,4-Seco-mansum- weifle Kristalle (9,4 mg); [a]3° +1; 1H- und BC-NMR  bekannt

bionsaure (Tabelle 66); m/z 329,2491 [M-H] (berechnet:
C22H30»; 329,2486); Reinheit 93,4%

29 Cycloartan-24-en- weile Kristalle (6,4 mg); [a]3® +64; 'H- und erstmalsin

1a,3p-diol BC-NMR (Tabelle 67); m/z 477,3507 [M+Cl]- C. myrrha
(berechnet: CaoHs002; 477,3505); Reinheit 90,5%
30 Cycloartan-24-en- weifle Kristalle (484 mg); [a]3® +68; 'H- und bekannt

1a,2a,33-triol

BC-NMR (Tabelle 68); m/z 476,4100 [M+NHa]*
(berechnet: CaoHs003; 476,4098); Reinheit 90,6%




Fortsetzung Tabelle 77

Nr. Bezeichnung Kenndaten Klassifizierung

31 la-Acetoxy-9,19- weile Kristalle (2,0 mg); [a]3® +46; 'H- und erstmalsin
cyclolanost-24-en- 13C-NMR (Tabelle 69); m/z 484,3900 M** (berechnet: C. myrrha,
3p-ol Cx2H=0s5; 484,3911); Reinheit 68,8% erstmals

komplett
beschrieben

32 la-Acetoxy- weifle Kristalle (6,0 mg); [a]Z® +30; M- und erstmalsin
cycloartan-24-en- BC-NMR (Tabelle 70); m/z 523,3751 [M+tNal]* C.myrrha
20,33-diol (berechnet: C32H=20O4; 523,3758); Reinheit 89,2%

33 3p-Isovaleroyl- weifle Kristalle (2,4 mg); [a]d® +25; 'H- und erstmalsin
oxycycloartan-24-en-  BC-NMR (Tabelle 71); m/z 5654233 [M+Na]* C.myrrha
1a,2a-diol (berechnet: CasHssO4; 565,4227); Reinheit 54,9%

34 29-Nor-lanost-8,24- weile Kristalle (32,7 mg); [a]d® +83; 'H- und erstmalsin
dien-la,2a,33-triol BC-NMR (Tabelle 72); m/z 4453675 [M+H]* C. myrrha

(berechnet: C20HusOs; 445,3676); Reinheit 93,9%

35 3B-Isovaleroyloxy-29- weifle Kristalle (1,7 mg); [a]d® +28; 'H- und bisher nicht
nor-lanost-8,24-dien-  BC-NMR (Tabelle 73); m/z 563,3876 [M+Cl]- bekannt
1a,2a-diol (berechnet: CasHs60O4; 563,3873); Reinheit 60,9%

36 29-Nor-1,2-cis-epoxy- weifle Kristalle (20 mg); [a]d® +32; 'H- und bisher nicht
lanost-8,24-dien-3f3- BC-NMR (Tabelle 74); m/z 427,3581 [M+H]* bekannt
triol (berechnet: C20Hu16O2; 427,3571); Reinheit 83,2%

37 Hydroxy- weile Kristalle (4,1 mg); [a]® +42; 'H- und erstmalsin
dammarenon II BC-NMR (Tabelle 75); m/z 443,3897 [M+H]* Commiphora

(berechnet: CaoHs002; 443,3884); Reinheit 89,8%
38 Hydroxydammar-24-  weife Kristalle (6,2 mg); [«]3° +1; 'H- und *C-NMR bisher nicht
en-3,16-dion (Tabelle 76); m/z 491,3305 [M+Cl]- (berechnet: bekannt,
Cs0H480s3; 491,3297); Reinheit 71,6% erstmals
komplett
beschrieben
3.4.2. Sesquiterpene

Sesquiterpene stammen biosynthetisch aus dem Terpen-Stoffwechsel, in dem aus drei
Isopreneinheiten zundchst Farnesyldiphosphat entsteht. Ausgehend von der Farnesyl-
Grundstruktur kommt es anschliefSend zu Ringschliissen, wodurch Germacrane, Cadinane,
Eudesmane, Elemane, Guajane oder andere Grundkorper entstehen (Abbildung 113). Zur
Bildung der fiir diese Arbeit relevanten Typen zyklisiert das Farnesan iiber Pos. 6,7 in einem
ersten Schritt formal zum Germacran, das einen flexiblen Cyclodecanring besitzt. Je nach
Konformation des Rings sind ausgehend vom Germacran weitere Bindungen moglich. So
entsteht durch 1,6-Verkniipfung der Cadinan-Grundkorper, wohingegen bei einer 5,10-
Verkiipfung das Eudesman und unter Beteiligung von Pos. 1 und 5 das Guajan gebildet

wird. Eine Untergruppe der Eudesmane bilden die Elemane, die durch einen Bindungsbruch



zwischen Pos. 2,3 aus diesen hervorgehen. In weiteren Schritten werden die Grundkorper
dann weiter modifiziert und konnen so eine gewaltige Strukturvielfalt erreichen. Im

Folgenden soll auf die einzelnen Strukturtypen genauer eingegangen werden.

15 Farnesan 13

1 ‘ ‘ 1
6 5 5
Germacran

:

Cadinan i Eudesman Guajan

Eleman

it

Abbildung 113. Formale Ableitung der isolierten Sesquiterpen-Stukturtypen vom Farnesan Grundskelett
(vgl. Pharmakognosie — Phytopharmazie, [18]).



3.4.3. Germacrane

Neun der isolierten Verbindungen (1-9) besitzen ein Germacran Grundgertist
(Abbildung 114). Dieses stammt biosynthetisch direkt vom Farnesan ab und entsteht durch
einen Ringschluss zwischen Pos. 6 und 7 (Abbildung 113).

Abbildung 114. Germacran Grundgeriist.

Germacrane zeichnen sich durch einen flexiblen Cyclodecan-Ring aus, der mehrere
Doppelbindungen oder Epoxidgruppen, biosynthetisch bedingt meist in Pos. 1(10) und 4(5)
sowie verschiedene Substituenten tragen kann. Der Isopropyl-Rest kann oxidiert sein und an
Pos. 12 bzw. 13 eine Carbonsdure tragen. Reagiert diese mit einer Hydroxy-Gruppe an Pos. 6
oder 8, entsteht ein Lactonring und man spricht von einem Germacranolid.

Da Germacrane dem Farnesan relativ nahe stehen, sind sie im Pflanzenreich ubiquitar
verbreitet. So finden sich zum Beispiel strukturell sehr dhnliche Verbindungen zu den hier
isolierten in der Gattung Curcuma [105,115] und Glechoma [104]. Am weitesten sind sie aber
in der Familie der Asteraceae verbreitet [126,141-144] und kommen auch in pharmazeutisch
relevanten Pflanzen wie Cnicus benedictus, Taraxacum officinale, Artemisia absinthium und
Tanacetum parthenium vor [18]. Als prominenteste und bestuntersuchte Vertreter sind
zuallererst Parthenolid und Costulonid zu nennen (Abbildung 115). Parthenolid wurde 1961
zuerst beschrieben [145] und kommt vor allem in Tanacetum parthenium, dem Mutterkraut,
aber auch in anderen Asteraceen und Magnoliaceen vor. Seine pharmakologischen
Eigenschaften wurden intensiv erforscht, wobei sowohl anti-inflammatorische und anti-
protozoische Eigenschaften, als auch selektive anti-proliferative Wirkung auf verschiedene
Krebszelllinien in vitro gezeigt werden konnten [146,147]. Auch Costulonid wirkt anti-
inflammatorisch, anti-ulzerogen und anti-proliferativ [147]. Die Wirkung der Substanz auf
Krebszellen geht hier vermutlich auf die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und
die dadurch induzierte Apoptose zuriick [148]. Eine Leitsubstanz aus Myrrhe vom Typ der
Germacrane ist das Furanodien, das zu bist zu 20% im &therischen Ol von C. myrrha
enthalten ist [136].
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Abbildung 115. Struktur von Parthenolid, Costulonid und Furanodien.

Ein Grofiteil der von Parthenolid und Costulonid vermittelten pharmakologischen
Wirkungen gehen wahrscheinlich auf die a-Methylen-y-lacton-Struktur zuriick, welche bei
vielen Sesquiterpenlactonen vorhanden ist. Dieses a,-ungesattigte Carbonyl kann im Zuge
einer Michael-Addition reagieren und durch eine Bindung an Thiol-Gruppen von NF-«xB
eine Alkylierung hervorrufen [149-151]. Aber auch Substanzen, die keine Lacton-Struktur
besitzen, wie Furanodien, konnen trotz eines fehlenden «,f-ungesittigten Carbonyls in
einem Mausmodell anti-inflammatorische Eigenschaften zeigen [148].

Die isolierten Germacrane (Abbildung 116) enthalten ebenfalls keine exozyklische
Doppelbindung. Diese ist entweder Richtung Pos. 7 verschoben, wodurch ein

a,B-ungesattigtes Cyclopentenon entsteht oder der ganze Ring zu einem Furan reduziert.

Abbildung 116. Ubersicht aller isolierter Sesquiterpene vom Germacran-Typ (1-9)

Die Isolate unterscheiden sich neben der Ausprdagung des Lactonrings untereinander in
Anzahl und Lage der Doppelbindungen, die gewohnlich an den Pos. 1(10) und 4(5) liegen
und fast immer (E)-konfiguriert sind. Doppelbindungen koénnen aber auch durch
Epoxidierung aufgebrochen werden (z.B. 9) oder fehlen (6-8). Eine der Substanzen (8) weist

auch eine (Z)-Konfiguration der 1(10)-Bindung auf, was sich vor allem an der chemischen



Verschiebung an C-14 bemerkbar macht [113]. Dartiber hinaus entstehen Strukturvariationen
durch Substitutionen mit Methoxy- und Acetyl-Gruppen an Pos. 2 oder 5. Nicht zuletzt
kommen  auch  durch  die  vorhandenen  Chiralitdtszentren  verschiedene
Konfigurationsmoglichkeiten in Frage, was zum Auftreten von Stereoisomeren fiihrt (2/3,
4/5).

Aufgrund des Cyclodecan-Rings, treten bei den Germacranen einige Effekte auf, die bei
anderen Strukturtypen nicht zu beobachten sind. Zum einem ist die Bestimmung der
Konfiguration dieser Verbindungen wegen der hohen Flexibilitit des zehngliedrigen Rings
oft nicht trivial und erfordert eine genaue Studie der NOESY-Daten, sowie den Abgleich mit
Literaturdaten bereits bekannter Verbindungen. Dies liegt vor allem daran, dass viele
verschiedene Konformationen der Verbindungen denkbar sind, die sich in ihren
Energieniveaus sehr &hneln. So sind alleine fiir (EE)-Germacrane vier
Konformationsmoglichkeiten bekannt, die sich in ihrer Geometrie signifikant unterscheiden
[152]. In einigen Konformationen ist es sogar mdglich, dass eine der Doppelbindung sich
durch den Cyclodecanring wie ein Springseil dreht (Jump-Rope Rotation) [153,154] und
dadurch Protonen zur Ringmitte orientiert sein konnen. Dies kann die Interpretation von
NOESY-Spektren unter Umstanden erschweren.

Eine weitere Besonderheit ist, dass aufgrund der Ringgrofie eine (E)- oder (Z)-
Konfiguration der Doppelbindungen moglich ist. Das ist problematisch, da eine Bestimmung
der Konfiguration iiber die Kopplungskonstanten vinylischer Protonen hier ausgeschlossen
ist, da an jeder Doppelbindung immer ein quartdrer Kohlenstoff beteiligt ist. Allerdings kann
nach Lage et al. iiber die chemische Verschiebung der Methylgruppe an der Doppelbindung
eine Aussage iiber deren Orientierung getroffen werden. So liegt 6c der Methylgruppe bei
einer (E)-Konfiguration in der Regel unter 20 ppm, wahrend sie bei (Z) tiber 20 ppm liegt
[113]. Auf diese Weise ist es moglich die Konfiguration trotz fehlender Protonen zu

bestimmen.

3.4.4. Eudesmane und Elemane

Die isolierten Eudemane und Elemane haben sowohl physikochemisch als auch
biosynthetisch grofie Gemeinsamkeiten und sollen deshalb hier zusammen diskutiert
werden.

Sieben der isolierten Verbindungen (10-16) gehdren zum Strukturtyp der Eudesmane
(Abbildung 117). Biosynthetisch entstehen sie aus den Germacranen, wobei enzymatisch
eine zusatzliche Bindung zwischen Pos. 5 und 10 eingefiigt wird, die den Cyclodekan- in
zwei Cyclohexanringe teilt (Abbildung 113). Auch bei den Eudesmanen kann es durch
Oxidation des Isopropyl-Rests zu einem weiteren Ringschluss mit Pos. 6 oder 8 kommen,
wodurch trizyklische Verbindungen entstehen. Die Elemane bilden eine Untergruppe der
Eudesmane, bei der durch einen C-C-Bindungsbruch zwischen Pos. 2 und 3 ein Ring



geoffnet wird (Abbildung 113, Abbildung 117). Bei den vier isolierten Elemanen (17-20)

handelt es sich daher um Sesquiterpenlactone mit einem bizyklischen Ringsystem.

Abbildung 117. Eudesman- (links) und Eleman-Grundgeriist (rechts).

Wie die Germacrane sind euch Eudesmane vor allem in der Familie der Asteraceae weit
verbreitet [155]. Zu den am besten untersuchten Sesquiterpenen vom Eudesman-Typ
gehoren unter anderem Santonin und Atractylenolid III (Abbildung 118). Santonin ist eines
der am langsten bekannten Sesquiterpenlactone und wurde bereits 1830 in Artemisia
santonica entdeckt [147]. Es zeigte in Tierversuchen sowohl eine anti-inflammatorische,
analgetische als auch antipyretische Aktivitat [156]. Eingesetzt wurde es vor allem als
Antiwurmmittel, wird aber wegen seiner neurotoxischen Wirkung nicht mehr verwendet
[157]. Im Gegensatz dazu inhibiert Atractylenolid III NF-xB und hat Einfluss auf die NO-
Produktion. Die Verbindung wurde zuerst 1979 von Endo et al. aus Atractylodes japonica
isoliert [117] und auch in zahlreichen anderen Pflanzen nachgewiesen. In dieser Arbeit
wurde das Vorkommen von Atractylenolid III (Verbindung 14) zum ersten Mal innerhalb
der Gattung Commiphora dokumentiert.

Auch in Myrrhe kommen verschiedene Eudesmane und Elemane vor. Als
Leitsubstanzen dieser beiden Strukturklassen werden im Kommentar zum Ph. Eur.
Furanoeudesma-1,3-dien und Curzerenon genannt [158] (Abbildung 118). Diese beiden
Verbindungen wurden auch in die pharmakologischen Untersuchungen miteinbezogen, die
in Kapitel 4 vorgestellt werden.

o

Santonin e) Atractylenolid III Furanoeudesma-1,3-diene Curzerenon

Abbildung 118. Strukturen von Santonin, Atractylenodid 111, Furanoeudesma-1,3-dien und Curzerenon.

Die isolierten Verbindungen (Abbildung 119) unterscheiden sich in ihrem
Substitutionsmuster nur wenig von den Germacranen. Sie weisen ebenfalls ein 2-Methyl-2-
butenolid oder einen Furanring sowie Methoxygruppen an Pos. 2 und zusitzliche
Carbonylgruppen auf. Lediglich die Hydroxylierung an Pos. 8 tritt bei den isolierten

Germacranen nicht auf. Grundsatzlich unterscheiden sie sich die meisten Eudesmane von



den Germacranen in der Lage ihrer Doppelbindungen, die aufgrund des Ringschlusses zu
den Positionen 1(2) und 3(4) bzw. 4(15) verschoben sind.

Abbildung 119. Ubersicht aller isolierter Sesquiterpene vom Eudesman- (10-16) und Eleman-Typ (17-20).

Die biosynthetische Herkunft der Elemane wird im Allgemeinen auf die Eudesmane
zuriickgefiihrt [18]. Es gibt aber auch Anzeichen dafiir, dass Verbindungen wie 17-20 aus
Germacranen durch Cope-Umlagerung entstehen konnen (Abbildung 120). Ob dies im
Rahmen der Biosynthese geschieht oder eine Form der Artefaktbildung darstellt, ist nicht
abschiefiend geklart [159-161]. Die Reaktion scheint allerdings nicht ohne weiteres spontan
abzulaufen, da sowohl die isolierten Germacrane als auch Elemane zumindest soweit stabil
sind, dass sie den Isolierungsprozess iiberstanden haben und auch Monate nach den

Arbeiten noch als Reinstoffe vorliegen.
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Abbildung 120. Beispiel fiir eine Cope-Umlagerung, die ein Gleichgewicht zwischen Germacranen und
Elemanen herstellt.



3.4.5. Cadinane

Cadinane leiten sich formal von den Germacranen ab, wobei es zu einer zusatzlichen
Bindung zwischen Pos. 1 und 6 kommt (Abbildung 113). Das Cadinan-Grundgeriist ist
bizyklisch wie das der Eudesmane (Abbildung 121, a), unterscheidet sich aber in der Lage
Methyl- und Isopropylgruppen. Auch hier kann durch Oxidationen ein zusatzlicher
Lactonring und damit ein trizyklisches System entstehen, wie es bei 21 der Fall ist
(Abbildung 121, b).

Abbildung 121. Cadinan Grundgeriist (a) und Struktur von 21, der einzigen isolierten Verbindung dieses
Strukturtyps (b).

Auch der Cadinan-Grundkorper ist im Pflanzenreich weit verbreitet. Sogar unter den
Koniferen finden sich einige Pflanzen die Cadinan-Sesquiterpene bilden, obwohl bei
Nadelholzern die Bildung von Mono- und Diterpenen begiinstigt ist [162,163]. So kommen
zum Beispiel in den Gattungen Juniperus [164] und Pinus [165] Cadinane vor.

Auch Artemisinin, eines der an besten untersuchten Sesquiterpene und potentes
Antimalariamittel zdhlt im weitesten Sinne zu den Cadinanen. Es besitzt einem
4,5-Seco-cadinan-Grundkorper und wurde mehrfach oxidiert. Aufserdem tragt es eine
Endoperoxidstruktur [18,161] (Abbildung 122).

Artemisinin 4,5-Seco-Cadinan

Abbildung 122. Struktur von Artemisinin  und dem zugrundeliegenden Kohlenstoffskelett
4,5-Seco-cadinan.

Cadinane von der Art der isolierten Struktur 21 finden sich vor allem bei Chloranthus
[122], sind auch fiir die Gattung Commiphora bekannt [27].



3.4.6. Guajane

Guajane entstehen biosynthetisch aus Germacranen, wobei in den Cyclodecanring eine
zusédtzliche Bindung zwischen Pos. 1 und 5 eingefiigt wird (Abbildung 113). Anders als bei
den Eudesmanen und Cadinane entstehen dadurch hier keine annellierten Cyclohexanringe,
sondern ein Cyclopentan und -heptan (Abbildung 123, a). Durch Oxidationen kann, wie bei
anderen Sesquiterpenen auch hier eine Lactonisierung stattfinden, dies ist allerdings bei den
hier isolierten Verbindungen nicht der Fall und die Isopropylstruktur nur bis zum Alkohol
oxidiert (Abbildung 123, b).

Abbildung 123. Guajan Grundgeriist (a) und Strukturen der beiden isolierten Verbindung dieses
Strukturtyps 22 und 23 (b).

Unter den Guajanen befinden sind viele prominente Verbindungen, von denen hier nur
einigen wenige genannt werden sollen. Auch diese Strukturklasse ist vor allem unter den
Asteraceen weit verbreitet. Das Matricin (Abbildung 124) aus Matricaria recutita ist ein
Beispiel fiir ein Guajanolid, das sehr labil ist und sich beispielsweise unter Hitzeeinwirkung
schnell zersetzt. Bei dieser Reaktion bildet es unter Abspaltung von Wasser, Essigsaure und
CO: das blau gefarbte Chamazulen, weshalb Matricin als Proazulen bezeichnet wird [18].
Nicht alle Guajanolide sind zu dieser Reaktion befdhigt. So sind die isolierten Verbindungen
nicht proazulen, da die entscheidenden Oxidationen an den Pos. 6, 8 und 13 fehlen und auch
an 2(3) keine Doppelbindung vorhanden ist. Allerdings konnte bei der Fraktion F7C6P3
beobachtet werden, dass nach wenigen Stunden in CDCls eine Blaufarbung eintrat, was auf

eine dhnliche Reaktion hindeutet.



Thapsigargin 0

Chamazulen Arglabin

Abbildung 124. Strukturen von Matricin, Chamazulen, Arglabin und Thapsigargin.

Pharmakologisch gut untersuchte Guajanolide sind zum Beispiel Arglabin und
Thapsigargin (Abbildung 124). Arglabin ist eine Verbindung aus Artemisia glabella, die von
Adekenov et al. isoliert wurde [166]. Sie ist in vitro besonders aktiv gegen bestimmte
Tumorzelllinien und wirkt anders als andere Sesquiterpenlacone {iber eine Hemmung der
Farnesyltransferase [147,167]. Die Anwendung von Zubereitungen mit Arglabin oder seinen
Derivaten bei Tumorerkrankungen wurde in den USA patentiert [168] und die Verbindung
Dimethylaminoarglabin wurde bereits in klinischen Studien der Phase I und II bei Lungen-,
Leber- und Ovarialkarzinomen untersucht [167]. Auch ein Prodrug des Thapsigargin
(Abbildung 124) das Mipsagargin wurde bereits in einer klinischen Phase II Studie gegen
Leberzellkarzinome getestet [169]. Die Ausgangsverbindung Thapsigargin stammt
urspriinglich von Thapsia garganica [170]. Der anti-tumorale Wirkmechanismus beruht
vermutlich auf seiner Fahigkeit eine Calcium-ATPase am Sarco-endoplasmatische Retikulum
(SERCA) zu inhibieren. Auch eine virusstatische Wirkung gegen Influenza A und SARS-
CoV-2 konnte gezeigt werden [171].

In C. myrrha sind Guajane vorzugsweise unter den Minorkomponenten vertreten und
kommen in der Regel nicht als Lactone vor [5], wobei auch Ausnahmen bekannt sind [172].
Myrrhe enthilt aufserdem Guajan-Derivate, welche zusatzliche C-C-Bindungen besitzen. So
kommen hier beispielsweise Abkomlinge des Aromadendrans (6,11-Cyloguajane) und
Cubebans (1,6-Cycloguajane) vor [22,173] (Abbildung 125).
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Aromadendran Cubeban

Abbildung  125. Kohlenstoffskelett  des  Aromadendrans  (6,11-Cyloguajan) und  Cubebans
(1,6-Cycloguajan).



3.4.7. Seco-Verbindungen

Bei einigen Sesquiterpenen kommt es wahrend der Biosynthese zur Spaltung von
C-C-Bindungen, wodurch sogenannte Seco-Verbindungen entstehen. So sind beispielsweise
die Elemane Abkommlinge der Eudesmanen, die sich durch eine Bindungsspaltung
zwischen Pos. 2 und 3 auszeichnen. Vereinzelt wurden auch andere Seco-Sesquiterpenolide
isoliert, die von Eudesmanen [20-22], Cadinanen [23], Germacranen [23] oder Guajanen [24-
26] abstammen. FEine Ubersicht {iber einige bekannt Grundstrukturen von Seco-

Eudesmanoliden und -Guajanoliden ist in Abbildung 126 dargestellt.

Xu et al. 2009

15
0 ¢/ FEudesmane Guajane ° OH

S @
N )

o

Kupchan et al. 1973 Xu et al. 2010
9
0}
(P
25/26

Abbildung 126. Ubersicht von Grundstrukturen einiger bekannter Seco-Verbindungen, die auf
Sesquiterpenlactone vom Eudesman (links) oder Guajan-Typ (rechts) zuriickgehen. Bei den Eudesmanen sind
die Elemane, die am hiufigsten vorkommende Seco-Form, es sind aber auch 4,5- und 9,10-Seco-Eudesmane
bekannt [174,175]. In dieser Arbeit werden auflerdem 9,10-Seco-Verbindungen vorgestellt (Kasten links unten).
Vom Guajanolid sind die 1,10- [124], 4,5- [129], und 8,9-Seco-Form [175] bekannt, zu der auch die in dieser

Avrbeit prisentierte Struktur zihlt (Kasten rechts unten).

Wie Abbildung 126 zu entnehmen ist, sind bereits verschiedene Strukturvarianten der
Seco-Guajane bekannt. Diese kommen vor allem in verschiedenen Asteraceen, wie zum
Beispiel Tanacetum und Artemisia vor. Bei 24 (Abbildung 127) handelt es sich um ein
8,9-Seco-Guajan, das grofie Ahnlichkeit zu Verbindungen zeigt, die von Xu et al. aus
Chloranthus anhuiensis isoliert wurden [131] (Abbildung 91). Die Endoperoxid-Struktur der



Verbindung ist ebenfalls ungewo6hnlich, kommt aber auch bei anderen Sesquiterpenen wie
im Artemisinin (Abbildung 122) vor. 24 ist die erste in Myrrhe nachgewiesene Verbindung,

die eine Peroxo-Partialstruktur tragt.
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Abbildung 127. Ubersicht isolierter Seco-Sesquiterpene (24-26).

Bei 25 und 26 (Abbildung 127) handelt es sich um 9,10-Seco-Eudesmane. Dieses
Kohlenstoffgeriist wurde hier zum ersten Mal nachgewiesen und war zuvor als Naturstoff
nicht bekannt

Abgesehen von den eben genannten Substanzen finden sich in C. myrrha
Seco-Verbindungen von Cadinan-Typ. So konnten beispielsweise die 7-8-Seco-Cadinane
Myrracalamen A-C und Myrrhacadinol B und C in einem ethanolischen Extrakt des
Gummiharzes nachgewiesen werden [176]. Die Verbindung Myrracalamen A sei in
Abbildung 128 beispielhaft dargestellt.

OH

Abbildung 128. Struktur von Myrracalamen A.



3.4.8. Triterpene

Da in dieser Arbeit mehrere Verbindungen isoliert wurden, die an der Schwelle
zwischen Triterpenen und Steroiden stehen, soll an dieser Stelle kurz auf die Biosynthese
dieser Stoffklassen eingegangen werden.

Beide Stoffgruppen stammen aus dem Terpen-Stoffwechsel und leiten sich von der
Schliisselverbindung Squalen ab (Abbildung 129), welche aus sechs Isopreneinheiten
besteht. Im epoxidierten Zustand (Squalen-2,3-epoxid) kann dieses zu tetracylischen
Triterpen-Kationen zyklisieren, die sich in ihrer Konfiguration unterscheiden. Aus dem
Dammaran-Kation entstehen anschliefend verschiedene Triterpen-Typen (Dammaran,
Oleanan, Ursan, Lupan u.a.) [18]. Fiir diese Arbeit ist vor allem der Dammaran-Typ von
Bedeutung, von dem zwei Vertreter isoliert werden konnten (37, 38).

Beim Protosterol-Kation wird die positive Ladung durch einen CHs-Shift von Pos. 8
nach 13 abgebaut. Dadurch entsteht zwischen Pos. 8 und 9 eine Doppelbindung oder es
bildet sich ein Cyclopropan-Ring. Im Falle des Cyclopropan-Rings entstehen Cycloartane,
aus denen durch weitere Substitutionen verschiedene Triterpene gebildet werden konnen
(siehe 29-33). Cycloartan ist bei Pflanzen die Mutterverbindung aller Steroide, welche durch
oxidative Abspaltung von drei Methylgruppen an Pos. 4 und 14 entstehen. Pflanzliche
Steroide besitzen meist eine erweiterte Seitenkette und werden dann als Phytosterole
bezeichnet [177-179]. Es kommen aber auch Steroide ohne erweiterte Seitenkette wie
Cholesterol in Pflanzen vor [180].

Wird die positive Ladung im Protosterol-Kation durch eine Doppelbindung abgebaut,
entsteht Lanosterol. Diese Verbindung ist aus dem Primarstoffwechsel von Pilzen und Tieren
bekannt und stellt dort die Ausgangssubstanz fiir die Steroidsynthese dar. Lanosterol kann
aber auch im pflanzlichen Stoffwechsel entstehen [181]. Die hier beschriebenen
ungewohnlichen Triterpene mit einem 4-Demethyllanosterol-Grundgeriist (34-36) konnten
aus Lanosterol durch eine Abspaltung einer Methylgruppe an Pos. 4 entstanden sein. Die
Reaktion konnte damit analog zur Demethylierung von Cyloartan ablaufen, die wahrend der
Steroidbiosynthese in Pflanzen stattfindet.
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Abbildung 129. Ubersicht iiber die Biosynthese verschiedener Triterpene und Steroide ausgehend von
Squalen-2,3-epoxid. Wiihrend die isolierten Verbindungen vom Dammaran-Typ (37, 38) auf den linken Ast
zuriickgegen, entstehen der Cyloartan-Typ (29-33) und die Steroide/Phytosterole aus dem rechten Ast.
Substanzen von 4-Demethyllanosterol-Typ (34-36) gehen vermutlich auf das Lanosterol zuriick und entstehen
dhnlich wie die Steroide durch oxidative Demethylierung (gestrichelte Pfeile). Grafik angelehnt an [18].




Dass die Abspaltung von Methylgruppen in der Steroidsynthese auch nur teilweise
erfolgen kann, zeigen sogenannte 4-Methyl-Sterole. Mit diesem Begriff werden
Verbindungen wie Granisterol oder Carpesterol zusammengefasst, bei denen die
Abspaltung von C-28 und C-30 bereits erfolgt ist, die an Pos. 4 aber noch eine Methylgruppe
tragen (Abbildung 130).

2170

Gramisterol Carpesterol

Abbildung 130. Struktur von Grami- und Carpesterol, zwei Beispiele fiir 4-Methyl-Sterole.

Die isolierten Triterpene sind in Abbildung 131 noch einmal zusammengefasst.
Waéhrend sich die Grundkorper der Substanzen, wie zuvor beschrieben, unterscheiden,
zeigen sich in Substitutionsmuster einige Gemeinsamkeiten. So sind alle Verbindungen
aufler den Dammaranen (37, 38) am A-Ring hydroxyliert. Zusatzliche Hydroxy-Funktionen
finden sich an den Positionen 1 und 2 und kénnen auch mit Acetyl- oder Isovaleryl-
Substituenten verestert sein. Bei 36 sind die Hydroxy-Gruppen durch ein Epoxid zwischen
Position 1 und 2 ersetzt. Weiterhin besitzen die isolierten Dammarane Hydroxylierungen an
der Seitenkette sowie weitere Oxidationen in Form von Keto-Funktionen an Pos. 3 und 16
(37, 38).



Abbildung 131. Ubersicht aller isolierter Triterpene mit verkiirzter Seitenkette (30, 31), vom Cyloartan-
(29-33), Dammaran- (34-36) und 4-Demethyllanosterol-Typ (37, 38).

Bei 27 und 28 handelt es sich um verkiirzte Triterpene, denen die Seitenkette an Pos. 17
fehlt. Ahnliche Verbindungen aus der Familie der Burseraceen sind schon linger bekannt.
Diese Substanzen werden als Mansumbinane bezeichnet, besitzen ein Kohlenstoffgeriist aus
22 C-Atomen und kommen oft zusammen mit Triterpenen vom Dammaran-Typ vor. Das
legt nahe, dass diese Verbindungen aus Dammaranen durch C-C-Spaltung entstehen [36].
Als Mechanismus ware eine Stabilisierung des Dammaran-Kations durch Abspaltung eines
Protons an Pos. 16 und damit die Bildung einer Doppelbindung (Pos. 16(17)) denkbar
(Abbildung 132).



Dammaran-Kation Mansumbinol

Abbildung 132. Biosynthetischer Ursprung der Mansumbinane (z.B. Mansumbinol) aus Triterpenen von
Dammaran-Typ.



4. PHARMAKOLOGISCHER TEIL

4.1. Material und Methoden

Zur Erhebung und Auswertung der pharmakologischen Daten kamen eine Reihe von

Geraten, Software, Kulturmedien, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien zum Einsatz.

Diese sind in Tabelle 78 und Tabelle 79 zusammengefasst.

4.1.1. Gerite und Software

Tabelle 78. Verwendete Geriite und Software.

Bezeichnung Spezifikation / Model Hersteller
Sartorius, Gottingen,
Analysenwaage R160 P
Deutschland
Autoklav, Stand- VE-120 Systec, Kinden, Deutschland
. Melag Medizintechnik, Berlin,
Autoklav, Tisch- Melag Autoklav 23

Deutschland

FACS (Fraktionen) Facscalibur™

BD, Lakes, USA

FASCDiva (Software)
FACS (Isolate) FACSCanto II BD, Lakes, USA
WinMDI 2.9 (Software) entwickelt von Joe Trotter
) . Chart Industries, Burnsville,
Gefrierbehalter XC47/11-6

USA

Gefrierschrank o Thermo Scientific,
Ultratiefkiihlschrank, Modell 995

(-80 °C) Langenselbold, Deutschland
AutoFlow IR Direct Heat,
NU-5500 E Integra Biosciences, Fernwald,

Inkubator
T=37°C,CO2=5 %, Deutschland
rel. Luftfeuchtigkeit = 90%

. ) . IKA, Staufen im Breisgau,
Magnetriihrer Combimag Reo Drezahl Electronic
Deutschland

Mikroskop Olympus CKX41 Olympus, Tokio, Japan

UPIanFLN 4x/0.13/PhP oo/-/FN22
o CAchN 10x/0.25/PhP eo/-/FN22 )
Objektive Olympus, Tokio, Japan

LCACchN 20x/0.40/PhP o/-/FN22
LCACchN 40x/0.55/PhP eo/-/FN22

2,5 Reference (0,1-2,5 pl)
10 Reference (2,5-10 ul)
Pipetten 100 Research (10-100 pl)
1000 Research (100-1000 pl)
100 Research, 12-Kanal (10-100 pl)

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Pipettierhelfer Accu-jet® pro

Brand,Wertheim, Deutschland
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. Spectra FluorPlus . .
Plattenlesegerat Tecan, Crailsheim, Deutschland
Xfluor4 V 4.40 (Software)
. MembraPure, Berlin,
Reinstwasseranlage ~ Astacus LS
Deutschland
Microsoft Excel 2010 Microsoft Corporation,
Software zur
Redmond, USA
Erhebung
. o SPSS 26 IBM, Armonk, USA
biostatistischer ) _
GraphPad Prism 8.0.0 GraphPad Software, San Diego,
Daten
USA
Memmert, Schwabach,
Trockenschrank 771 364
Deutschland
Ultraschallbad Ultrasonic cleaner VWR, Darmstadt, Deutschland
KNF Neuberger, Freiburg im
Vakuumpumpe N 811 KT.18 ]
Breisgau, Deutschland
Janke & Kunkel IKA
Vortexer VE2 Laborschiittler D 365 DL Labortechnik, Staufen,
Deutschland
Memmert, Schwabach,
Wasserbad WB 22
Deutschland
Thermo Scientific,
Werkbank, steril HeraSafe KS

Langenselbold, Deutschland

Zentrifuge

Heraeus Megafuge 1.0 R Sepatech

Thermo Scientific,

Langenselbold, Deutschland

4.1.2. Kulturmedien, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Tabelle 79. Verwendete Kulturmedien, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien.

Bezeichnung Spezifikation / Model Hersteller
FITC-markierter monoklonaler . .
o . Bio-Rad, Feldkirchen,
Antikorper Mausantikorper gegen CD54 (ICAM-1),
Deutschland
MCA1615F
PAA Laboratories, Linz,
BSA Bovines Serum Albumin Fraktion V .. .
Osterreich
PhytoLab, Vestenbergsgreuth,
Curzerenon 92%
Deutschland
Dimethylsulfoxid, Carl Roth, Karlsruhe,
DMSO . . .
>99,5 % fiir Molekularbiologie Deutschland
Einmalspritzen, ) Henke Sass Wolf, Tuttlingen,
. Norm-Ject, Tuberculin, 1 ml
steril Deutschland

FACS-Rohrchen

Polystyren Round Bottom Tube, 5 ml

Becton Dickinson, Franklin,
USA
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Bezeichnung Spezifikation / Model Hersteller
BD FACSFlow™
FACS- .
. L BD FACSRinse™ BD, Lakes, USA
Tragerfliissigkeiten
BD FACS™ Shutdown
15 und 50 ml], Greiner Bio-One,

Falcon-Tubes

steril fiir die Zellkultur

Frickenhausen, Deutschland

FKS Fetales Kélberserum Superior Biochrom, Berlin, Deutschland
. 10%ige Formaldehydlosung, AppliChem, Darmstadt,
Formaldehydlésung
phosphatgepuffert Deutschland
Furanoeudesma-1,3- 96% PhytoLab, Vestenbergsgreuth,
dien ° Deutschland
. . Greiner Bio-One,
Kryovials Cryo.STM Vials, 2 ml .
Frickenhausen, Deutschland
75 cm? Greiner Bio-One,
Kulturflaschen Frickenhausen, , Deutschland
150 cm? TPP, Trasadingen, Schweiz
) ) ) PeloBiotech, Planegg,
Kulturmedium EASY Endothelial Cell Growth Medium
Deutschland
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
diphenyltetrazoliumbromid, ~98 % Deutschland
. Calbiochem, Bad Soden,
Parthenolid 297 %
Deutschland
Pasteurpipetten 230 mm VWR, Darmstadt, Deutschland
PBS Dulbecco’s phosphate buffer saline Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Pipetten, serologisch

5, 10 und 25 ml, steril

Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Deutschland

0,1-10 ul Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
Pipettenspitzen 200 pl Sarstedt, Niimbrecht,
Deutschland
100 - 1250 ul VWR, Darmstadyt, , Deutschland
0,5ml Greiner Bio-One,
Reaktionsgefafse Frickenhausen, Deutschland
1,5ml VWR, Darmstadt, Deutschland
DS Natriumdodecylsulfat, Sigma-Aldrich, Taufkirchen,

92,5 -100,5%

Deutschland

Spritzenvorsatzfilter

Perfect-Flow RC membrane (0,2 um)

Wicom, Heppenheim,
Deutschland

Supplement-Mix

Easy Supplement-Mix

PeloBiotech, Planegg,
Deutschland

Trypsin/EDTA

Trypsin/EDTA Losung,
x10, 0,5%/0,2%

Biochrom, Berlin, Deutschland
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Bezeichnung Spezifikation / Modell Hersteller
Tumor Nekrose Faktor-a, > 97 %, . . .
TNF-a ) ) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
rekombinant, human, E. coli
24-Well Platte Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Deutschland
Zellkulturtestplatte .
96-Well Platte TPP Techno Plastic Products,
Trasadingen, Schweiz
. Hemocytometer disposable NanoEnTek,
Zahlkammer ]
Neubauer improved Pleasonton, USA

4.1.3. HMEC-1 Zellen

Fiir die pharmakologischen Testungen wurden HMEC-1 Zellen (Human Microvaskular
Endothelial Cells) verwendet. Diese Zelllinie wurde von Ades et al. 1992 durch Transfektion
humaner mikrovaskuldrer Zellen (PBR-322-Plasmid, Simian-Virus 40 A) gewonnen und so
immortalisiert. Es handelt sich um eine adhirent wachsende Zelllinie, die &hnliche
Eigenschaften wie ein mikrovaskuldres Endothel aufweist [182]. Fiir die Bereitstellung der
Zellen sei Dr. E. Ades und F-. J. Candel (CDC, Atlanta, USA) sowie Dr. T. Lawley (Emory
University, Atlanta, USA) herzlichst gedankt. Die Zellen wurden vor Gebrauch durch PCR
negativ auf Mycoplasmen-Kontamination getestet (GATC Biotech AG, Konstanz,

Deutschland). Fiir die Tests wurden sie zwischen Passage drei und zwolf verwendet.

4.1.4. Vorbereiten und Aliquotieren von Medium und Stammlésungen

Um ein Reibungsloses Arbeiten unter Zellkulturbedingungen zu gewdahrleisten wurden
einige Losungen im Vorhinein vorbereitet und teilweise aliquotiert, um die thermische

Belastung durch wiederholtes Auftauen und wieder Einfrieren zu verringern.

41.4.1. FKS (hitzeinaktiviert)

FKS (Fetales Kalberserum Superior, Biochrom, Berlin, Deutschland) wurde vor
Gebrauch bei 56 °C {iiber 30 min im Wasserbad hitzeinaktiviert. Die abgekiihlte Losung
wurde zu 50 ml in Falcon-Tubes aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C

gelagert.

41.4.2. Kulturmedium

EASY Endothelial Cell Growth Medium (PeloBiotech, Planegg, Deutschland) wurde
durch Zugabe von 50 ml FKS und des EASY-Supplement-Mix (PeloBiotech) hergestellt. Das
fertige Medium enthalt also 10% FKS, 50 ng/ml Amphotericin B und 50 ng/ml Gentamicin. Es

wurde bis zur weiteren Verwendung bei 6 °C gelagert.



41.4.3. Trypsin/EDTA

5 ml Trypsin/EDTA Losung (10x, 0,5%/0,2% (m/V), Biochrom, Berlin, Deutschland)
wurden mit 45 ml PBS in einem Falcon-Tube verdiinnt und bei 6 °C gelagert.

41.4.4. Stammlésungen der Testfraktionen/-substanzen

Eine definierte Menge einer Fraktion bzw. Reinsubstanz wurde in ein Reaktionsgefafs
(0,5 ml) tiberfithrt und zu 50 mg/ml bzw. 70 mM in DMSO gel6st. Diese Stammldsungen
wurden bis zum weiteren Gebrauch bei -20 °C gelagert. Zur Verwendung in den Assays

wurden sie mit Medium weiterverdinnt.

41.4.5. MTT Stammlésung

60 mg MTT (~98 %, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) wurde in ein Falcon-Tube
(15 ml) abgewogen, mit 15 ml PBS versetzt und im Utraschallbad geldst. Die Losung mit der
Konzentration 4 mg/ml wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Zur
Verwendung im MTT-Assay wurde sie 1:10 mit Medium auf eine Endkonzentration von

0,4 mg/ml verdiinnt.

4.1.4.6. SDS Losung

10 g SDS (92,5 - 100,5%, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) wurden in eine
Schottflasche (1 1) gewogen und mit 1 1 Reinstwasser versetzt. Unter Rithren (Magnetriihrer)
wurde das SDS vollstandig gelost und die 10%ige (m/V) Losung bei Raumtemperatur
gelagert.

4.1.4.7. TNF-a Stammldsung

Reaktionsgefifle (0,5 ml) wurden mit einer BSA-Losung (0,1% (m/V) in PBS,
sterilfiltriert) iber Nacht bei 6 °C gecoatet. Dann wurden 10 ug TNF-a (= 97 %, rekombinant,
human, E. coli (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) in 588 ul derselben BSA-Losung geldst und in
Aliquots von 10 pl in die entleerten Reaktionsgefafie iiberfiihrt. Die Stammldsung der
Konzentration 17 ug/ml (entspricht 1 uM) wurde bei -80 °C gelagert. Fiir die Verwendung
im ICAM-1-Assay wurde sie 1:10 mit Medium verdiinnt und davon je 5 pl in jedes Well
gegeben (Endkonzentration 10 ng/ml).

4.1.4.8. Parthenolid Stammlésung

Parthenolid (= 97 %, Calbiochem, Bad Soden, Deutschland) wurde in DMSO zu 100 mM
gelost. Aliquote von 10 ul wurden in Reaktionsgefafsen (1,5 ml) bei -80 °C gelagert. Fiir die
Verwendung im ICAM-1-Assay wurde die Stammlosung erst 1:100 dann 1:2 mit Medium
verdiinnt und je 5 pl pro Well zugegeben (Endkonzentration 5 uM).



4.1.5. Allgemeine Operationen/Zellkultivierung

Falls nicht ausdriicklich anders erwidhnt, wurden alle Arbeiten unter einer
Sterilwerkbank ausgefiihrt. Verwendete Verbrauchsmaterialien wurden zuvor entweder im
Autoklav dampfsterilisiert (121 °C, 1 bar, 120 min) oder in einem Trockenschrank
hitzesterilisiert (180 °C, 3 h). Alle Medien und sonstige Losungen, aufSer der Trypsin/EDTA-
Losung, wurden vor ihrer Verwendung im Wasserbad auf 37 °C temperiert. Zellen wurden,
wenn nicht ausdriicklich anders beschrieben, bei einer Temperatur von 37 °C, COz-Level von
5 %, und rel. Luftfeuchtigkeit von 90% inkubiert. Der Zustand der Zellen und ihr Wachstum
wurden regelmafiig mikroskopisch kontrolliert.

4.1.5.1. Auftauen, Einfrieren und Kryokonservierung von Zellen

Zur langfristigen Lagerung wurden Zellen unter Fliissigstickstoff bei -196 °C
eingefroren. Da sowohl durch das Einfrieren als auch das Auftauen Schadigungen
hervorgerufen werden konnen, sollte der Zellsuspension ein Kryoprotektivum zugefiigt
werden. Hier wurde DMSO in einer Konzentration von 8% (V/V) verwendet. DMSO dringt
wihrend des Einfriervorgangs in die Zelle und kann so ein iibermafsiges Schrumpfen
verhindert. Da DMSO bei Raumtemperatur zytotoxisch ist, muss es nach dem Auftauen
schnell wieder entfernt werden [183].

Zellen wurden in Kryovials unter Fliissigstickstoff bei -196 °C gelagert (1,5 ml, 50% FKS,
42% Medium, 8% DMSO, V/V). Um sie wieder in Kultur zu nehmen, wurden sie zligig
aufgetaut (37°C) und der Inhalt der Kryovials mit 15 ml Medium versetzt. Nach
Zentrifugation (1000 UpM, 3 min) wurde der Uberstand entfernt und das Zellpellet in
Medium resuspendiert. Die Zellen wurden in eine 75 cm? Kulturflasche tiberfithrt und mit
20 ml Medium inkubiert. Nach 24 h wurde mikroskopisch kontrolliert, ob die Zellen am
Flaschengrund angewachsen waren. AnschliefSend wurde durch Waschen mit 10 ml PBS und
einem Mediumwechsel letzte Spuren von DMSO und abgestorbene Zellen entfernt.

Um Zellen wieder einzufrieren, wurden sie in einer 150 cm? Kulturflasche bis zur
Bildung eines Monolayers kultiviert. Das Medium wurde entfernt, die Zellen zweimal mit
10 ml PBS gewaschen und 3-5 min mit 5 ml Trypsin/EDTA-Losung bis zum Ablosen der
Zellen inkubiert. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 10 ml Medium unterbrochen
und die Suspension bei 1000 UpM 3 min zentrifugiert. Nach Abnehmen des Uberstandes
wurde das Zellpellet in 6 ml , Einfriermedium” geldst (50% FKS, 42% Medium, 8% DMSO,
V/V) und auf vier Aliquots in Kryovials verteilt. Diese wurden in einer Styroporbox langsam
auf -80 °C gekiihlt und nach 24 h unter Fliissigstickstoff bei -196 °C gelagert.

4.1.5.2. Passagieren und Kultivieren

Eine konfluent bewachsene Kulturflasche (75 cm?) wurde durch Entfernen des Mediums
und Waschen der Zellen mit 10 ml PBS auf das Passagieren vorbereitet. Es wurden 3 ml
Trypsin/EDTA-Losung zugegeben und 3-5 min inkubiert bis sich die Zellen leicht ablosten.



Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml Medium unterbrochen und die Suspension bei
1000 UpM 3 min zentrifugiert. Nach Abnehmen des Uberstandes wurde das Zellpellet in
5ml Medium suspendiert und je nach Bedarf 1,0-2,5 ml dieser Losung in eine neue
Kulturflasche mit 20 ml Medium tiberfiihrt (1 : 5-2 gesplittet). Dieser Prozess wurde alle 2-5
Tage wiederholt. Wurden fiir MTT-Tests grofle Zellzahlen bendtigt, wurden 150 cm?
Kulturflaschen verwendet und der Prozess analog mit doppelten Volumina durchgefiihrt.

4.1.5.3. Bestimmung der Zellzahl

Fiir den MTT-Assay war es notig die Zellzahl exakt zu bestimmen, um ein
gleichmafliges Aussdhen der Zellen zu gewdahrleisten. Hierfiir wurde eine konfluent
gewachsene Kulturflasche wie unter 4.1.5.2 beschrieben vorbereitet, 10 ul Zellsuspension
abgenommen und 1:4 mit Medium verdiinnt. Dann wurden 10 ul dieser Losung in eine
Zdhlkammer gegeben (Hemocytometer disposable Neubauer improved NanoEnTek,
Pleasonton, USA). Es wurden unter dem Mikroskop vier Grofsiquadrate ausgezahlt und die
Zellzahl/ml gemafs folgender Formel berechnet:

Formel 4. Berechnung der Zellzahl. Im Falle einer 1:4 Verdiinnung betrigt der Verdiinnungsfaktor 4.

Zellzahl [Zellen/ml] = Zellen der Viezcmﬁquadrate 10000 - Verdiinnungsfaktor

4.1.6. MTT Assay

Um auszuschliefen, dass die getesteten Fraktionen oder Substanzen einen zytotoxischen
Effekt auf HMEC-1 Zellen haben, wurde ein MTT-Assay durchgefiihrt. Dieser Test beruht
auf dem gelb gefarbten Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid (MTT) welches durch Dehydrogenasen in den Mitochondrien vitaler
Zellen in sein violett gefarbtes Formazan ((E,Z)-5-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-1,3-
diphenylformazan) umgewandelt wird (Abbildung 133). Durch diese Reaktion kann die
metabolische Aktivitat der Zellen (Viabilitait) nach Inkubation mit den Testsubstanzen
gemessen werden [183]. Eine verringerte oder auch erhohte Viabilitdtsrate kann ein Hinweis
auf einen zytotoxischen Effekt einer Testsubstanz sein, welche hier ausgeschlossen werden
soll. Die Durchfiithrung des MTT-Assays entspricht einer modifizierten Vorgehensweise nach
Mosmann [184] (Abbildung 133).
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Abbildung 133. Schematische Darstellung des MTT-Assays.

Fir diesen Test wurden konfluent gewachsene HMEC-1 Zellen wie unter 4.1.5.2
beschrieben mit PBS gewaschen, mit Trypsin/EDTA abgelost und zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 5 ml Medium suspendiert und die Zellzahl bestimmt (4.1.5.3). Die
Suspension wurde auf eine Konzentration von 90 000 Zellen/ml verdiinnt und zu 9 000
Zellen pro Well (100 pl) auf eine 96-Well Platte ausgesdt. Am dufleren Rand der Platte
wurden statt der Zellsuspension 100 pl PBS aufgetragen, um Randeffekte auszuschliefSen.
Die Platte wurde anschliefiend iiber 24 h inkubiert.

Aus einer Stammlosung der Testsubstanzen in DMSO wurden durch Verdiinnen mit
Medium Losungen im Konzentrationsbereich von 6-50 ug/ml bzw. 13-100 uM hergestellt.
Die DMSO-Endkonzentration lag dabei stets unter 0,15% (V/V). Das Medium in den 96-Well
Platten wurde anschieflend durch die Substanzlésungen (100 ul) ersetzt, die in Hexaplikaten
aufgetragen wurden. Zusatzlich wurden auch Zellen nur mit Medium (Negativkontrolle,
NK) oder der hochsten verwendeten DMSO-Konzentration (Losemittelkontrolle, LM, 0,15%,
V/V) behandelt. Ein Pipettierschema ist in Abbildung 134 dargestellt.
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Abbildung 134. Pipettierschema des MTT-Assays auf einer 96-Well Platte. In den dufleren Wells befand
sich nur PBS. Der Assay war in Hexaplikaten angelegt und enthielt pro Test zusitzlich eine Negativ- (NK,
Medium) und eine Losemittelkontrolle (LM, 0,15% DMSO).

Nach einer Inkubationszeit von 24 h wurden alle Uberstinde entfernt und durch 100 pl
einer 1:10 mit Medium verdiinnte MTT-Stammldsung (0,4 mg/ml, sieche auch 4.1.4.5) ersetzt.
Nach weiteren 3 h Inkubation wurde die MTT-Losung vorsichtig abgesaugt und 100 pl SDS
Losung (10% (m/V), siehe 4.1.4.6) zugegeben. Die Platte wurde {iiber Nacht bei
Raumtemperatur unter Lichtausschluss gelagert, wobei sich die Formazan-Kristalle komplett
auflosten. Anschliefend wurde an einem Plattenlesegerdt (Spectra FluorPlus, Tecan,
Crailsheim, Deutschland) bei 560 nm die Absorption jedes Wells ermittelt.

Die Absorptionen der Hexaplikate wurden gemittelt und auf die Neagtivkontrolle
bezogen, die definitionsgemafs 100% entspricht. Standardabweichungen wurden per Excel

zwischen unabhéngig durchgefiihrten Test berechnet.
4.1.7. ICAM-1 Assay

Dieser Assay wurde verwendet, um den Einfluss der Testsubstanzen auf das
Adhasionsmolekiil ICAM-1 zu evaluieren (siehe dazu auch 2.6). Dessen Bildung wird durch
Stimulierung von HMEC-1 Zellen mit dem pro-inflammatorischen Zytokin TNF-a erreicht,
welches {iiber eine Aktivierung des nukledren Transkriptionsfaktors NF-xB zur
Proteinbiosynthese von ICAM-1 fiihrt. Uber einen Zeitraum von 24 h wird das
Adhasionsmolekiil an der Zelloberflache exprimiert. Nach einer Fixierung der Zellen mit
Formalin kann ICAM-1 mit einem fluoreszenzmarkierten Antikdrper gebunden und die so
praparierten Zellen durchflusszytometrisch vermessen werden. Durch dieses Verfahren
kann die Grofse (Vorwartsstreulicht, FSC) und Granularitat (Seitenstreulicht, SSC) der Zellen
ermittelt und so nur intakte Exemplare in die Messung mit eingeschlossen werden. Die



mittlere Fluoreszenz dieser Zellen ist ein Maf$ fiir deren ICAM-Expression, die auf diesem
Wege berechnet werden kann.

Der Assay wurde dhnlich wie bei Freischmidt et al. durchgefiihrt [185]. Eine
schematische Darstellung der wichtigsten Arbeitsschritte ist in Abbildung 135 aufgefiihrt.
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Abbildung 135. Schematische Darstellung des ICAM-1 Assasy.

Eine mit HMEC-1 konfluent bewachsene 75 cm? Kulturflasche wurde wie unter 4.1.5.2
beschrieben mit PBS gewaschen, mit Trypsin/EDTA abgelost und zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 9 ml Medium suspendiert und davon 3 ml erneut mit 10 ml verdiinnt.
Von dieser Losung wurden in eine 24-Well Platte 500 pl pro Well ausgesit und iiber 48 h
inkubiert.

Anschliefend wurde der Uberstand entfernt und durch Substanzverdiinnungen (500 pl)
ersetzt. Diese entstanden aus Stammldsungen der Testsubstanzen in DMSO, die mit Medium
auf Konzentrationen zwischen 6-50 pg/ml bzw. 6-100 uM verdiinnt wurden. Die DMSO-
Endkonzentration lag dabei stets unter 0,15% (V/V). Jeweils zwei Wells wurden mit der
hochsten verwendeten DMSO-Konzentration (unbehandelte Kontrolle, UK, 0,15%, V/V), nur
mit Medium (Negativkontrolle, NK) oder mit einer Parthenolid-Losung (Positivkontrolle,
PK, 5uM, siehe 4.1.4.8) befiillt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min erfolgte die
Stimulation mit TNF-a (Endkonzentration 10 ng/ml, siehe 4.1.4.7) in allen Wells aufer der
unbehandelten Kontrolle. Ein Pipettierschma ist in Abbildung 136 dargestellt.
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Abbildung 136. Pipettierschema des ICAM-1-Assays in einer 24-Well Platte. Der Assay war in
Duplikaten angelegt und enthielt pro Test zusitzlich eine unbehandelte Kontrolle (UK, 0,15% DMSO), eine
Neagtiv- (NK, TNF-a, 10 ng/ml) und eine Positivkontrolle (PK, Parthenolid, 5 uM).

Die Platte wurde weitere 24 h inkubiert, der Uberstand entfernt, die Zellen mit PBS
gewaschen und pro Well 200 pl Trypsin-EDTA zugegeben. Nach 3-5 min Inkubation wurden
die Zellen durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren abgelost und in FACS-Rohrchen mit
100 pl Formaldehydlosung-Losung tiberfiihrt und gevortext. Ab jetzt wurde nicht mehr
unter sterilen Bedingungen gearbeitet. Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde
das {tiberschiissige Formaldehyd durch Zugabe von 1 ml PBS, Zentrifugieren (5 min,
1200 UpM) und Verwerfen des Uberstandes entfernt.

Zum Sediment wurden 5 pl eines FITC-markierten monoklonaler Mausantikorper gegen
CD54 (ICAM-1) (MCA1615F, Bio-Rad, Feldkirchen, Deutschland) gegeben und 20 min bei
Raumtemperatur und unter Lichtauschluss inkubiert. Uberschiissiger Antikorper wurde
erneut durch Zugabe von 1 ml PBS, Zentrifugieren (5 min, 1200 UpM) und Verwerfen des
Uberstandes beseitigt. Fiir die FACS-Analyse wurden die Zellen anschlieBend in 400 pul PBS
suspendiert.

Die Proben wurden im Falle der Fraktions-Testung an einem Facscalibur™, im Falle der
Isolate an einem FACSCanto II analysiert (beides BD, Lakes, USA). Es wurden pro Réhrchen

5000 Zellen vermessen. Die Messparameter sind in Tabelle 80 aufgefiihrt.

Tabelle 80. Messparameter am Facscalibur™ und FACSCanto 1.

Parameter Facscalibur™ FACSCanto II
Fluss 60 pl/min 60 pl/min
Anregungswellenldnge 495 nm 495 nm
Emissionswellenlinge 519 nm 519 nm
Vorwirtsstreulicht (FSC) 01V 1V
Seitenstreulicht (SSC) 320V 320V

Spannung FL 1/ FITC 500 V 320V




Es wurde eine Population von Zellen definierter Grofle und Granularitdt ausgewahlt
und deren mittlere Fluoreszenz bestimmt. Aus den Duplikaten wurde der Mittelwert
gebildet und dieser auf die Negativkontrolle bezogen, die definitionsgemafs 100% entspricht.

Standardabweichungen wurden per Excel zwischen unabhangigen Tests berechnet.

4.1.8. Statistische Auswertung

Wahrend zur Berechnung einfacher Mittelwerte und Standardabweichungen Excel
(Microsoft Corporation, Redmond, USA) verwendet wurde, wurden Signifikanzlevels durch
eine einfaktorielle Anova gefolgt von einem Tukey-HSD Post-hoc-Test in SPSS 26 (IBM,
Armonk, USA) ermittelt. Die Berechnung und graphischen Darstellung von ICs-Werten
erfolgte durch eine nicht-lineare Regression mit GraphPad Prism 8.0.0 (GraphPad Software,
San Diego, USA).

4.2, Ergebnisse und Auswertung

MTT- und ICAM-1 Assays wurden zum einen verwendet, um Fraktionen im Rahmen
einer bioaktivitatsgeleiteten Isolierung zu untersuchen. Zum anderen sollten auch isolierte
Reinsubstanzen getestet werden.

In einem ersten Schritt wurde jeweils ein MTT-Assay durchgefiihrt, um sicherzustellen,
dass die Substanzen in den verwendeten Konzentrationen keine zytotoxischen Effekte
zeigen. Dieser Assay enthielt auch immer eine Losemittelkontrolle mit der hochsten
verwendeten DMSO-Konzentration. So konnte ausgeschlossen werden, dass ein
beobachteter Effekt rein auf DMSO zuriickzufiihren ist. Als toxisch wurden generell
Viabilitaten unter 90% oder iiber 110% definiert.

Nichttoxische Substanz-Konzentrationen wurden dann in einem zweiten Schritt in
einem ICAM-1 Assay untersucht. Um die Ergebnisse dieses Tests besser bewerten zu
konnen, enthielt dieser drei Kontrollen. Zum einem sollte durch eine unbehandelte Kontrolle
(UK) mit 0,15% DMSO ein Effekt des Losemittels auf die ICAM-1 Expression ausgeschlossen
werden. Diese Zellen wurden nicht mit TNF-a stimuliert und spiegeln damit auch die
natiirliche ICAM-1 Expression von HMEC-1 wieder. Mit einer Negativkontrolle (NK, nur
TNF-a) konnte die maximal mogliche Expressionsrate unter diesen Testbedingungen
ermittelt werden. Sie wird zur Auswertung der Ergebnisse gleich 100% gesetzt. Aufierdem
wurde durch eine Positivkontrolle (PK, Parthenolid 5 uM) die Funktionalitit des Tests
sichergestellt und falsch negative Ergebnisse ausgeschlossen.

Generell wurden innerhalb der bioaktivitatsgeleiteten Isolierung Experimente meist n=2
durchgefiihrt. Dies war ausreichend, um eine Einschdtzung der Aktivitat der Fraktionen zu
gewinnen und durch die einmalige Wiederholung konnten zuféllige Fehler ausgeschlossen
werden. Auch Reinsubstanzen, die keinerlei Aktivitat zeigten wurden nur n=2 getestet, um

Ressourcen zu schonen. Aktive Substanzen hingegen wurden in drei unabhingigen Tests



(n=3) untersucht und der Konzentrationsbereich auf sechs Messpunkte erweitert, um eine

prazisere Berechnung der ICsi-Werte zu ermoglichten.
4.2.1. Testung im Rahmen der bioaktivititsgeleiten Isolierung

Um Reinsubstanzen mit potentiell ICAM-1 hemmender Wirkung zu gewinnen, wurde
eine bioaktivititsgeleitete Isolierung durchgefiihrt. Das heifst Fraktionen aus dem praparativ-
analytischen Teil wurden in einem ICAM-1 Assay getestet und aktive Fraktionen bevorzugt
weiterbearbeitet. Diese Testungen fanden auf der Fraktions-Ebene der fliissig-fliissig-
Verteilung, der ersten Kieselgel-Flash und teilweise der CPC statt. Um die Zytotoxizitat der
Fraktionen auszuschieflen, wurde vor der Testung in Bezug auf ICAM-1 Hemmung ein
MTT-Assay durgefiihrt. Dies fiihrte dazu, dass an einigen Stellen die verwendeten
Konzentrationen im ICAM-1 Assay angepasst werden mussten.

4.21.1. MTT Assay

Weder der ethanolische Gesamtextrakt noch die HEP- oder MeOH-Fraktion zeigten in
einem Konzentrationsbereich bis 50 uM einen Einfluss auf die Zellviabilitit (Abbildung
137). Die beobachteten Abweichungen waren nur geringfiigig und nicht statistisch
signifikant.
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Abbildung 137. Einfluss des Extraktes, der n-Heptan- (HEP) und der Methanol-Fraktion (MeOH) auf die
Zellviabilitit. Getestet wurden neben einer Negativkontrolle (NK, Medium) und einer Losemittelkontrolle (LM,
DMSO 0,1%) je drei Substanz-Konzentrationen (13, 25 und 50 ug/ml). Alle Tests wurden in Hexaplikaten
(n=3) durchgefiihrt und sind als MW=SD prisentiert. Es war keine signifikante Abweichung (p < 0,05) zu
beobachten.

Die aus HEP entstandenen Flash-Fraktionen F1-10 wurden im selben
Konzentrationsbereich getestet wie die Ursprungsfraktion. Hier zeigte sich bei einigen
Fraktionen eine Abweichung der Viabilitat bei 50 uM, welche teilweise signifikant unter
(F1 81,7 + 11,9%; F2 82,1 + 50,9%) oder tiber 100% (F9 144,1 + 12,5%; F10 120,5 + 6,1%) lagen
(Abbildung 138). Die im ICAM-1 Assay verwendeten Konzentrationen wurden deshalb auf
6-25 uM angepasst. Die besonders ausgeprédgten zytotoxischen Effekte der Fraktion F9



konnten in weiteren Verlauf auf die hier enthaltenen Triterpene, wie 30 und 34,

zuriickgefiihrt werden, die als Reinsubstanzen ebenfalls die Viabilitdt senkten (4.2.3).
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Abbildung 138. Einfluss der zehn Flash-Fraktionen (F1-10) auf die Zellviabilitit. Getestet wurden neben
einer Negativkontrolle (NK, Medium) und einer Liosemittelkontrolle (LM, DMSO 0,1%) je drei Substanz-
Konzentrationen (13, 25 und 50 pg/ml). Alle Tests wurden in Hexaplikaten (n=3) durchgefiihrt und sind als
MW=SD prisentiert. * p < 0,05, **p < 0,01, *** p <0,001 vs. NK.

Die CPC-Unterfraktionen von F5 (F5C1-6) zeigten in einem Konzentrationsbereich

zwischen 6 und 25 uM keine grofseren Abweichungen der Viabilitat. Lediglich bei F5C2 war
die Viabilitat konzentrationsabhangig auf bis zu 134,3 + 2,8% bei 25 uM erhoht (Abbildung

139).
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Abbildung 139. Einfluss der sechs CPC-Fraktionen (F5C1-6) auf die Zellviabilitit. Getestet wurden neben
einer Negativkontrolle (NK, Medium) und einer Ldsemittelkontrolle (LM, DMSO 0,1%) je drei Substanz-
Konzentrationen (6, 13 und 25 ug/ml). Alle Tests wurden in Hexaplikaten (n=2) durchgefiihrt und sind als
MW=SD priisentiert.



4.21.2. ICAM-1 Assay

Bei der Testung des ethanolischen Gesamtextraktes zeigte sich eine
Konzentrationsabhingige milde Senkung der ICAM-1 Expression auf bis zu 81,6 + 4,2%
(50 uM), die nicht signifikant war, aber einen deutlichen Trend erkennen liefs (Abbildung
140). Die beiden Unterfraktionen (HEP und MeOH), die durch eine fliissig-fliissig-Verteilung
entstanden (siehe 3.2.3), wurden im selben Konzentrationsbereich getestet. Dabei zeigte sich
bei der HEP-Fraktion eine deutlich starkere Senkung (13 uM 74,4 + 3,7%; 25 uM 60,5 + 0,8%;
50 uM 43,2 + 3,6%) als beim Extrakt, was darauf hinweist, dass hier aktive Substanzen
angereichert werden konnten. Die Ergebnisse beziiglich der MeOH-Fraktion waren

widerspriichlich und zeichneten sich vor allem durch starke Schwankungen aus.

100 #

ok

ICAM-1 Expression [%]

20 1

0 +=

UK NK PK 13 25 50 13 25 50 13 25 30 Konz [ug/mi]

Extrakt HEP MeOH

Abbildung 140. Einfluss des Extraktes, der n-Heptan- (HEP) und der Methanol-Fraktion (MeOH) auf die
ICAM-1 Expression. Getestet wurden neben einer unbehandelten Kontrolle (UK, DMSO 0,15%), einer
Negativkontrolle (NK, nur TNF-a) und einer Positivkontrolle (PK, Parthenolid 5 puM) je drei Substanz-
Konzentrationen (13, 25 und 50 ug/ml). Alle Tests wurden in Duplikaten (n=3) durchgefiihrt und sind als
MW=SD priisentiert. # p < 0,001 vs. UK; *p < 0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001 vs. NK.

Die HEP-Fraktion wurde in einem darauffolgenden Schritt durch eine Flash-
Chromatographie an Kieselgel weiter aufgetrennt, wodurch zehn Unterfraktionen F1-10
entstanden (siehe 3.2.4). Da die Ergebnisse des MTT-Assay darauf hindeuteten, dass einige
Fraktionen bei hoheren Konzentrationen zytotoxisch sein konnten, wurde der
Konzentrationsbereich hier angepasst. Aufféllig war, dass vor allem die lipophileren
Fraktionen (F1-5) eine starkere ICAM-1 Hemmung zeigten (F1 35,6 + 7,8%; F2 52,8 + 4,2%; F3
49,3 + 8,2%; F4 45,6 + 2,9%; F5 40,6 + 11,7%; je 25 uM), wahrend die hydrophilen (F8-10)
kaum einen Einfluss hatten (Abbildung 141). Da aber vor allem F1-4 zu Artefaktbildung
neigten, konzentrierte sich der Isolierungsprozess auf die mittelpolaren Fraktionen F5-7, die
durch CPC, eine weitere Kieselgel-Flash und praparative HPLC weiterbearbeitet wurden.
Auch aus der wenig aktiven Fraktion F9 wurden vier Triterpene (29, 30, 32 und 34) isoliert,
die allerdings durch zytotoxische Effekte auffielen. Bei der Auswahl dieser Fraktion spielten

aber eher phytochemische Gesichtspunkte eine Rolle.
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Abbildung 141. Einfluss der zehn Flash-Fraktionen (F1-10) auf die ICAM-1 Expression. Getestet wurden
neben einer unbehandelten Kontrolle (UK, DMSO 0,15%), einer Negativkontrolle (NK, nur TNF-a) und einer
Positivkontrolle (PK, Parthenolid 5 uM) je drei Substanz-Konzentrationen (6, 13 und 25 ug/ml). Alle Tests
wurden in Duplikaten (n=2) durchgefiihrt und sind als MW=+SD prisentiert.

Die Fraktionen F5-7 wurden anschlieffend durch eine CPC weiter aufgetrennt (siehe
3.2.5). Wegen gerdtespezifischer Probleme mit dem Durchflusszytometer Facscalibur™
konnten nur die Unterfraktionen F5C1-6 im ICAM-1 Assay getestet werden (Abbildung
142). Als aktivste Fraktion in diesen Test stellte sich F5C5 heraus, die eine dhnliche ICAM-1
Hemmung (25 uM 40,3 + 6,0%) wie die Ursprungsfraktion F5 zeigt (25 uM 40,6 + 11,7%). Aus
dieser Fraktion konnten im Folgenden die beiden ICAM-1 Inhibitoren 10 und 11 isoliert
werden. Andere Fraktionen zeigten eine schwacher ausgepriagte Hemmung (Abbildung
142).
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Abbildung 142. Einfluss der sechs CPC-Fraktionen (F5C1-6) auf die ICAM-1 Expression. Getestet wurden
neben einer unbehandelten Kontrolle (UK, DMSO 0,15%), einer Negativkontrolle (NK, nur TNF-a) und einer
Positivkontrolle (PK, Parthenolid 5 uM) je drei Substanz-Konzentrationen (6, 13 und 25 ug/ml). Alle Tests
wurden in Duplikaten (n=2) durchgefiihrt und sind als MW=SD prisentiert.

Die bioaktivitdtsgeleitete Isolierung wurde unterhalb der CPC-Fraktionen nicht mehr
fortgefiihrt. Stattdessen wurde versucht, aus den vorhandenen Fraktionen so viele Isolate

wie moglich zu generieren und der Fokus auf die Testung der Reinsubstanzen gelegt.



4.2.2, Testung der Reinsubstanzen

Eine Auswahl an Reinsubstanzen, welche in geniigend grofier Auswaage und Reinheit
erhalten werden konnten, wurden im MTT- und ICAM-1 Assay getestet. Dabei wurde
darauf geachtet, dass die ermittelte HPLC-Reinheit iiber 90% lag. Allerdings wurden auch
zwei Substanzen mit geringerer Reinheit in die Tests mit eingeschlossen, da diese
strukturelle Ahnlichkeiten zu aktiven Substanzen aufwiesen und damit von besonderem
Interesse waren. Neben den Isolaten wurden auch zwei kommerziell erwerbbare
Verbindungen, Furanoeudesma-1,3-dien (FUR) und Curzerenon (CUR) getestet. Sie werden
vom Kommentar zum Ph. Eur. als Leitsubstanzen aus C. myrrha aufgefiihrt [72] und konnten
in dieser Arbeit nicht isoliert werden, da der Fokus hier auf polarere Verbindungen gelegt
wurde. Eine Ubersicht aller getesteten Substanzen mit zugehorigen Reinheiten ist in Tabelle

81 zusammengefasst.



Tabelle 81. Ubersicht iiber alle Substanzen, inklusive HPLC-Reinheit und Struktur, welche

pharmakologisch untersucht wurden.

Nr. Struktur Reinheit Nr. Struktur Reinheit
H
0
1 @;gzo 97,2% 18 95,6%
=
\n,O H e}
2 %o 95,4% 19 97,9%
=
\n/O H ')
3 0 \®;<ko 92,0% 20 97,9%
H
0 o]
4 %O 90,9% 29 95,8%
-0 H 0
5 =0 96,9%
~ 25 95,6%
H
0
10 73,3%
26 98,8%
11 97,5%
28 93,4%
12 94,9%
13 98,1% 30 90,6%
14 87,5%
34 93,9%
15 94,7%
96%
FUR
17 91,0% (PhytoLab)
CUR 92%

(PhytoLab)




4.2.3. MTT Assay

Zytotoxische Effekte der Reinsubstanzen auf HMEC-1 Zellen sollten ausgeschlossen
werden, da sie die Ergebnisse des ICAM-1 Assays verfdlschen konnten. Um dies zu
gewahrleisten, wurde ein MTT-Assay durchgefiihrt, bei dem die Abweichung der Viabilitat
im Vergleich zu unbehandelten Zellen nicht grofier als 10% sein sollte. In einem
Konzentrationsbereich von 13-70 uM war dies fiir einen Grofsteil der Isolate erfiillt
(Abbildung 143).
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Abbildung 143. Einfluss der Reinsubstanzen auf die Zellviabilitit. Getestet wurden neben einer
Negativkontrolle (NK, Medium) und einer Lisemittelkontrolle (LM, DMSO 0,15%) je vier Substanz-
Konzentrationen (13, 25, 50 und 70 uM). Alle Tests wurden in Hexaplikaten (n=2) durchgefiihrt und sind als
MWH4SD priisentiert.

Lediglich zwei Verbindungen zeigten starken Einfluss auf die Zellviabilitit und
erhohten bereits bei einer Konzentration von 25 uM die Viabilitat auf 138,9 + 2,9% (30) bzw.
121,8 +20,2% (34) (Abbildung 144). Hierbei handelte es sich um die einzigen zwei getesteten



Triterpene. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden diese beiden Substanzen nur bis zu einer

Konzentration von 13 uM im ICAM-1 Assay getestet.
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Abbildung 144. Einfluss der Verbindungen 30 und 34 auf die Zellviabilitit. Getestet wurden neben einer
Negativkontrolle (NK, Medium) und einer Losemittelkontrolle (LM, DMSO 0,15%) je vier Substanz-

Konzentrationen (13, 25, 50 und 70 uM). Alle Tests wurden in Hexaplikaten (n=2) durchgefiihrt und sind als
MW=SD priisentiert.

Fir Verbindungen, die im ICAM-1 Assay Aktivitat zeigten, wurden auch hdohere
Konzentrationen bis 100 uM getestet und der Versuch dreimal wiederholt (n=3) um zufallige
Fehler auszuschliefSen. Die Ergebnisse dieser Testung sind in Abbildung 145 dargestellt.
Allerdings konnte bei keiner der Substanzen ein signifikanter Einfluss auf die Viabilitat

festgestellt werden.
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Abbildung 145. Einfluss der Verbindungen 10, 11 und FUR (Furanoeudesma-1,3-dien) auf die
Zellviabilitit. Getestet wurden neben einer Negativkontrolle (NK, Medium) und einer Losemittelkontrolle (LM,
DMSO 0,15%) je vier Substanz-Konzentrationen (25, 50, 70 und 100 uM). Alle Tests wurden in Hexaplikaten

(n=3) durchgefiihrt und sind als MW=SD prisentiert. Es konnte keine signifikante Abweichung (p < 0,05)
festgestellt werden.

In allen durchgefiihrten Tests zeigte die Losemittelkontrolle (LM) mit DMSO in einer
Konzentration von 0,15% (V/V) keinen nennenswerten Effekt auf die Zellviabilitat. Es kann
daher davon ausgegangen werden, dass die verwendete DMSO-Konzentration auch im
ICAM-1 Assay keinen Einfluss die Zellen hat.



4.2.4. ICAM-1 Assay

Ein Grofsteil der getesteten Substanzen war nicht in der Lage in einem
Konzentrationsbereich von 6-50 uM eine Senkung der ICAM-1 Expression hervorzurufen.
Zwar war bei einigen Substanzen der Trend zu beobachten, dass Werte mit steigender
Konzentration leicht sinken, allerdings war dieser Effekt bei den meisten Substanzen sehr
schwach ausgepragt (Abbildung 146).
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Abbildung 146. Einfluss einiger Substanzen auf die ICAM-1 Expression. Getestet wurden neben einer
unbehandelten Kontrolle (UK, DMSO 0,15%), einer Negativkontrolle (NK, nur TNF-a) und einer
Positivkontrolle (PK, Parthenolid 5 uM) je vier Substanz-Konzentrationen (6, 13, 25 und 50 uM). Alle Tests
wurden in Duplikaten (n=2) durchgefiihrt und sind als MW=+SD prisentiert.

Die beiden Triterpene, die wahrend der MTT-Assyas durch einen starken zytotoxischen
Effekt auffielen, wurden nur bei geringeren Konzentrationen getestet, bei denen noch kein
Einfluss auf die Viabilitdat zu beobachten war. Eine Hemmung von ICAM-1 konnte allerdings
nicht gezeigt werden (Abbildung 147).
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Abbildung 147. Einfluss der Verbindungen 30 und 34 auf die ICAM-1 Expression. Getestet wurden neben
einer unbehandelten Kontrolle (UK, DMSO 0,15%), einer Negativkontrolle (NK, nur TNF-a) und einer
Positivkontrolle (PK, Parthenolid 5 uM) je zwei Substanz-Konzentrationen (6 und 13 uM). Alle Tests wurden
in Duplikaten (n=2) durchgefiihrt und sind als MW=SD prisentiert.

Eine signifikante Senkung der ICAM-1 Expression konnte nur fiir drei Substanzen
festgestellt werden. Dabei handelte es sich um die isolierten Verbindungen 10 und 11 sowie
die Referenzsubstanz Furanoeudesma-1,3-dien (FUR) (Abbildung 148, a). Im Falle von 10
war die Hemmung schwacher ausgeprdagt als bei den anderen Substanzen, ein
konzentrationsabhanger Abfall der Expression bis auf 69,6 + 16,5% (100 uM) ist aber deutlich
zu erkennen. Da die Reinheit von 10 mit 73,3% eher gering war und die Werte bei 70 und
100 uM stark schwanken, wurde hier auf eine Berechnung der ICs;-Werte verzichtet.

Bei den beiden anderen Verbindungen war die Hemmung deutlich starker ausgepragt
(bis 39,9 + 6,0% (11, 100 puM) und 37,2 + 7,5% (FUR, 100 uM)) und es war mdoglich die
ICso-Werte durch eine nicht-lineare Regression zu ermitteln (Abbildung 148, b und c). So
konnten Werte von 44,8 (11) und 46,3 uM (FUR) fiir die mittlere inhibitorische Konzentration

berechnet werden.
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Abbildung 148. Einfluss der Verbindungen 10, 11 und FUR (Furanoeudesma-1,3-dien) auf die ICAM-1
Expression. Getestet wurden neben einer unbehandelten Kontrolle (UK, DMSO 0,15%), einer Negativkontrolle
(NK, nur TNF-a) und einer Positivkontrolle (PK, Parthenolid 5 uM) je sechs Substanz-Konzentrationen (6, 13,
25, 50, 70 und 100 pM). Alle Tests wurden in Duplikaten (n=3) durchgefiihrt und sind als MW=SD
prisentiert. # p < 0,001 vs. UK; *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. NK (a). Auflerdem sind nicht-lineare
Regressionskurven der Verbindungen 11 (b) und FUR (c) abgebildet.



4.3. Zusammenfassung und Diskussion

In dieser Arbeit wurde mithilfe eines in vitro Assays versucht den physiologischen
Vorgang der ICAM-1 Expression nachzuempfinden. Hierfiir wurde mit Human
Microvaskular Endothelial Cells (HMEC-1) gearbeitet, die sich als ein gutes Modell fiir ein
mikrovaskuldres Endothel erwiesen haben [182] und durch Zugabe von TNF-a zur
Expression von ICAM-1 angeregt werden. Auf diesem Wege konnte fiir einen ethanolischen
Myrrheextrakt sowie einige Fraktionen und Reinsubstanzen eine Hemmwirkung auf die
ICAM-1 Expression in vitro festgestellt werden.

In diesem Kapitel sollen die Ergebnisse des ICAM-1 Assays im Zuge der
bioaktivitdtsgeleiteten Isolierung diskutiert und die Auswahl der Fraktionen fiir die
phytochemischen Arbeiten erldutert werden. Auflerdem sollen die Ergebnisse der
pharmakologischen Testung der Reinsubstanzen noch einmal zusammengefasst und einige
Erkenntnisse zur Struktur-Wirkungs-Beziehung der Verbindungen im direkten Vergleich

erarbeitet werden.
4.3.1. Bioaktivititsgeleitete Fraktionierung

Die Idee der bioaktivitdtsgeleiteten Fraktionierung wurde unabhidngig voneinander in
verschiedenen Bereichen entdeckt, sodass es schwer fallt diese Methodik auf eine
Einzelperson zuriickzufiihren [186]. Die ersten Untersuchungen, die sich dieses Verfahrens
bedienten, wurden 1974 durchgefiihrt und beschiftigten sich mit mutagenen Metaboliten
bekannter Kanzerogene in Rattenurin [187,188]. Dieses Vorgehen konnte im Folgenden
durch die Etablierung des Ames-Tests [189,190] noch weiter automatisiert werden, der bis
heute ein Standardverfahren bei der Suche nach Mutagenen darstellt.

Auch in der Phytochemie wurde der bioaktivitdtsgeleitete Ansatz immer wieder
verwendet, um wirksamkeitsbestimmende Inhaltstoffe in Extrakten zu identifizieren. So ist
es zum Beispiel gelungen die COX-2-Hemmung eines Dichlormethan-Extraktes aus dem
Farberwaid (Isatis tinctoria) durch LC-DAD-MS in Kombination mit einem Microtiterassay
auf eine einzelne Substanz, Tryptanthrin, zuriickzufiihren [191]. Auch das toxische Prinzip
des Pfeilgiftfrosches (Epipedobates tricolor) konnte durch HPLC-Fraktionierung auf den
Nikotin-Rezeptor-Agonisten =~ Epibatidin und auf eine bis dahin unbekannte
Nebenverbindung zuriickgefithrt werden. Das sogenannte Epiquinamid konnte so zum
ersten Mal isoliert und beschrieben werden [192]. Diese beiden Beispiele stellen aber eher die
Ausnahme von der Regel dar, denn meistens ist es nicht moglich die Wirkung eines
Extraktes auf eine einzige Verbindung zuriickzufithren. Vielmehr sind oft mehrere
Verbindungen oder ganze Substanzklassen an der Aktivitdt beteiligt oder erganzen sich
gegenseitig. So kann es auch dazu kommen, dass die Aktivitit der Fraktionen mit
fortschreitendem Isolierungsprozess stetig abnimmt, da der Einfluss von synergistischen
Effekten zunehmend in den Hintergrund tritt [186,193,194].



In der hier vorgestellten Arbeit konnte gezeigt werden, dass vor allem die lipophileren
Bestandteile der Myrrhe fiir den ICAM-1 hemmenden Effekt verantwortlich sind. Dies ging
sowohl aus der Testung der Fraktionen aus fliissig-fliissig-Verteilung, als auch der Kieselgel-
Flash hervor. Aus der relativ breiten Verteilung der Aktivitdt tiber mehrere Fraktionen ldsst
sich aufserdem schliefSen, dass viele Verbindungen zur Wirkung des Gesamtextraktes in vitro
beitragen und diese nicht nur von einer Substanz ausgeht.

Da es bei den lipophilen Fraktionen aber auch zu Abbaureaktionen und Artefaktbildung
kam (siehe 3.2.8), lag der Fokus der Isolierungsarbeiten vor allem auf den mittelpolaren
Fraktionen F5-7, die ebenfalls starke (F5) bis moderate (F6-7) ICAM-1 Hemmung zeigten.
Aus F6 und -7 ist es nicht gelungen aktive Reinsubstanzen zu gewinnen, obwohl diese
Fraktionen durchaus ICAM-1 hemmende Eigenschaften besitzen. Hier ist die Aktivitat
wahrscheinlich auf synergistische Effekte vieler Verbindungen zuriickzufiihren, die in ihrer
Gesamtheit die Aktivitdt der Einzelkomponenten tibertreffen [194].

Die Fraktion F5 wurde durch eine CPC weiter aufgetrennt und von den Unterfraktionen
F5C1-6 stellte sich F5C5 als die aktivste heraus. Hieraus konnten im weiteren Verlauf die
beiden ICAM-1 Hemmer 10 (F5C5P5) und 11 (F5C5P6) gewonnen werden (siehe hierzu
3.2.7.2). Mithilfe der bioaktivitatsgeleiteten Isolierung war es so moglich diese beiden aktiven
Komponenten iiber den ganzen Isolierungsprozess hinweg zu verfolgen (Abbildung 149).
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Abbildung 149. Zusammenfassung der Ergebnisse der Testung von Fraktionen im ICAM-1 Assay.
UK: unbehandelten Kontrolle (DMSO 0,15%), NK: Negativkontrolle (nur TNF-a), PK: Positivkontrolle
(Parthenolid 5 uM), Substanz-Konzentrationen in ug/ml. Alle Tests wurden in Duplikaten durchgefiihrt und
sind als MW=SD priisentiert.

Extrakte aus Myrrhe wurden auch zuvor bereits mithilfe von bioaktivitatsgeleiteter
Fraktionierung untersucht. So fraktionierten Su et al. einen ethanolischen Extrakt des
Gummiharzes von C. myrrha (85%, V/V) durch Suspendieren in Wasser und Ausschiitteln
mit Petrolether, Ethylacetat und n-Butanol. In diesem Zusammenhang zeigte die Petrolether-
Fraktion sowohl die hochste entziindungshemmende Wirkung im Rattenpfotenodem Test,
als auch den hochsten analgetischen Effekt im , Writhing” Test [53]. Dies deckt sich mit dem
hier durchgefiithrten ICAM-1 Assay, in dem ebenfalls lipophilere Fraktionen stirkere
antiphlogistische Aktivitaten zeigten. Auch was die Wirkung der Myrrhe gegen Plasmodien



angeht, scheinen lipophile Komponenten den starksten Anteil an der Aktivitat zu haben. So
konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass ein am Soxhlet aus Gummiharz von C. myrrha
gewonnener Dichlormethan-Extrakt deutlich aktiver gegeniiber Plasmodium falciparum war
als sukzessive entstandene Ethanol- und Wasser-Extrakte [29].

Im Gegensatz dazu war bei einer Untersuchung der indischen Myrrhe (auch Guggul,
C. mukul) die Ethylacetat-16sliche Fraktion eines Methanol-Extraktes in einem NO-Assay
aktiver als die n-Hexan-Fraktion. Diese anti-inflammatorische Wirkung konnte durch
Isolierung und Testung der Reinsubstanzen hauptsachlich auf Guggulsterole zuriickgefiihrt
werden, die in der echten Myrrhe allerdings nicht vorkommen [195].

4.3.2. Reinsubstanzen

Von den getesteten Substanzen zeigten nur die Triterpene 30 und 34 einen Einfluss auf
die Zellviabilitdt von HMEC-1 Zellen im getesteten Konzentrationsbereich (Abbildung 144).
Bei beiden Verbindungen kommt es mit Erhchung der Konzentration zu einem Anstieg der
Metabolisierungsrate iiber das normale Maf§ hinaus. Dieser Effekt ist bekannt und kann
auftreten, wenn Zellen sich , gestresst” zeigen kurz bevor es zu einer Senkung der Viabilitat
kommt. So konnten Karakas et al. bei der Testung einiger Pflanzenextrakte im MTT-Assay
Viabilitdten messen, die weit tiber 100% lagen, wahrend es im ATP-Assay bei gleicher
Extrakt-Konzentration zu einem Abfall der Viabilitit kam. Durch eine mikroskopische
Untersuchung konnte bei diesen Zellen auch eine Abnahme der Zelldichte nachgewiesen
werden [196]. Die zytotoxische Wirkung von vielen Triterpene ist weithin bekannt und
wurde besonders in Bezug auf verschiedene Tumorzelllinien ausgiebig untersucht
[110,132,134,197]. Viele dieser beobachteten Effekte sind jedoch wohl nicht auf Krebszellen
beschrankt und wahrscheinlich wenig spezifisch, wie auch dieses Beispiel zeigt.

Im in vitro ICAM-1 Assay zeigten nur drei Testsubstanzen (10, 11 und FUR) eine
Aktivitat, wahrend bei allen anderen Verbindungen keine nennenswerte Hemmung auftrat.
Aufgrund der hohen Strukturdhnlichkeit der getesteten Verbindungen, lassen sich aus
diesem Datensatz mogliche Aussagen iiber Struktur-Wirkungs-Beziehungen treffen.
Generell wird die Wirkung von Sesquiterpenlactonen meistens auf o, p-ungesattigte
Carbonylstrukturen zuriickgefiihrt, wie sie beispielsweise bei der in Assay verwendeten
Positivkontrolle Parthenolid vorhanden ist. Substanzen mit diesem Strukturelement besitzen
meistens eine exozyklische Methylenstruktur, die in einer Michael-Addition mit einer Thiol-
Gruppe des NF-«kB reagieren kann [149-151] (Abbildung 150). Diese Alkylierungsreaktion
verhindert die Bindung des Transkriptionsfaktors an Promotorregionen an der DNA und
damit die Bildung von pro-inflammatorischen Mediatoren und Effektoren. Die Aktivierung
von NF-kxB durch Entziindungsmediatoren wie TNF-a kann so beeintrachtigt sein, was zu
einer verminderten Expression von pro-inflammatorischen = Mediatoren und
Adhasionsmolekiilen wie ICAM-1 fiihrt.
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Abbildung 150. Struktur von Parthenolid mit griin markierter o, f-ungesdttigter Carbonylstruktur. Diese
reagiert in einer Michael-Addition mit der Thiol-Gruppe eines Cysteins des NF-«B.

Den getesteten Substanzen ist gemeinsam, dass sie keine exozyklische Methylenstruktur
besitzen. Stattdessen liegt der Lacton-Ring bei den meisten Verbindungen als
a,B-ungesattigtes Cyclopentenon (z.B. 11) vor, welches auch eine «,3-ungesattigte
Carbonylstrukturen enthélt und so theoretisch ebenfalls einen Michael-Akzeptor darstellt.
Bei einigen Substanzen ist die Lactonstruktur wahrend der Biosynthese zugunsten eines
Furanrings verloren gegangen (z.B. FUR). Von diesem sind aufgrund des aromatischen
Charakters in der Regel keine Michael-Additionen zu erwarten [198].

Einige der erhaltenen Testergebnisse wiedersprechen jedoch dieser Theorie. Die meisten
Substanzen konnten keine ICAM-1 Hemmung zeigen, obwohl sie ein «,p-ungesattigtes
Cyclopentenon enthielten. Stattdessen war FUR, welches nur {iiber einen Furanring verfiigt,
in der Lage eine signifikante Senkung der ICAM-1 Expression zu verursachen (Abbildung
151). Es ist also fraglich, ob dieses Strukturmerkmal alleine fiir die Wirkung der
Sesquiterpene verantwortlich ist, oder ob noch andere Mechanismen eine Rolle spielen. Der
Vergleich zwischen den Verbindungen FUR und dem inaktiven CUR legt aufSerdem den
Schluss nahe, dass von den konjugierten Doppelbindungen der Dihydrocyclohexanstruktur
ein Effekt ausgehen konnte, da dieses Strukturmerkmal bei CUR fehlt.

Des Weiteren stellt man beim Vergleich der Verbindung 11 mit anderen
sturkturverwandten Substanzen fest, dass schon kleinste Verdnderungen im
Substitutionsmuster oder dem Kohlenstoffskelett zu einem Verlust der Aktivitdt fithren
konnen. Zum einen hat alleine schon die Isomerisierung der Doppelbindung von 4(15) nach
3(4) (Substanz 10) eine erhebliche Senkung der ICAM-1 Hemmung zur Folge. Weiterhin
konnte beobachtet werden, dass bei hydroxylierten Molekiilen in keinem Fall eine Aktivitat
vorhanden war, wie beispielsweise bei den hydroxylierten Analoga von 10 und 11 (12 und
13). Ahnliche Beobachtungen wurden in einer quantitativen Struktur-Wirkungsbeziehungs
Studie (QSAR) zu Sesquiterpenlactonen gemacht, die zeigen konnte, dass die Anzahl der
Hydroxyl-Gruppen in einem Molekiil einen negativen Effekt auf seine NF-kB hemmende
Wirkung hat [199]. Ob dieser Effekt mit dem Wirkmechanismus der Sesquiterpene
zusammenhangt oder lediglich iiber eine Veranderung der Lipophilie die Aufnahme der

Substanzen in die Zellen beeintrachtigt ist unklar.



Auffdllig ist auflerdem, dass keines der getesteten Germacrane (z.B. 1), trotz starker
Ahnlichkeit zu 11 in Lipophilie und Struktur, eine ICAM-1 Hemmung zeigen konnte. Die
Konformation und Geometrie der Substanzen scheint also auch eine wichtige Rolle fiir deren
Aktivitat zu spielen. Greve et al. machten zuvor dhnliche Beobachtungen in Bezug auf die
Wirkung von Germacranen gegen Protozoen [29]. Auch, dass es auch durch die Einfiihrung
von Bindungsbriichen (z.B. 17 und 26) zu einem kompletten Verlust der Aktivitit gegeniiber

ICAM-1 kommt, bekréftigt diese Tatsache (Abbildung 151).

Starkste Aktivitat
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Abbildung 151. Zusammenfassung der gefundenen Struktur-Wirkungs-Beziehungen fiir die Hemmung
der ICAM-1 Expression. Die Verbindungen sind von links nach rechts angeordnet nach ihrer Aktivitit. Pfeile
zwischen den aktiven Verbindungen 11, FUR und 10 und einer Auswahl an Substanzen, die keinen Effekt

zeigten, sollen auf Strukturverwandschaften hinweisen.



AbschiefSend soll noch kurz auf die drei in dieser Studie aktiven Verbindungen 10, 11
und FUR eingegangen werden.

Bei 10 handelt es sich um 5-aH,8-fH-Eudesma-1,3,7(11)-trien-8,12-olid, eine Substanz,
die in der Literatur nur in einer Quelle als Naturstoff erwdahnt wird. Sie wurde 2015 von
Ayyad et al. im Rahmen einer bioaktivitdtsgeleiteten Isolierung aus dem Petrolether-Extrakt
von C. myrrha isoliert [31]. In dieser Studie wurde die Zytotoxizitat von 10 gegeniiber zwei
Fibroblasten-Mauszellinien KA31T und NIH3T3 evaluiert und ICs-Werte von 10 + 0,1 und
30 + 0,2 uM ermittelt. Die von Ayyad et al. beobachtete Zytotoxizitit dieser Substanz konnte
tiir HMEC-1 Zellen in dieser Arbeit nicht reproduziert werden, in der sie bis 100 uM keinen
Einfluss auf die Viabilitit zeigte.

Im Gegensatz dazu ist Lindestrenolid (11), das Isomer von 10 schon seit den 60er Jahren
bekannt. Es wurde 1968 von Takeda et al. aus Lindera strychnifolia isoliert und beschrieben
[116] und spéter auch in Callitris columellaris nachgewiesen [200]. Die einzige vorhandene
pharmakologische Studie zu 11 stammt von Liu et al., die einen milden Einfluss der Substanz
auf die Viabilitdt von HSC-T6 Zellen feststellen konnten [201]. Dieses Testsystem soll der
Identifizierung von Substanzen dienen, die potentiell in der Therapie oder Pravention der
Leberzirrhose eingesetzt werden konnten [202]. In Bezug auf seine anti-inflammatorische
Wirkung wurde Lindestrenolid bisher nicht untersucht.

Das Furanoeudesma-1,3-dien (FUR) wurde 1983 von Brieskorn und Noble aus C. myrrha
isolierte und beschrieben [203]. Es ist einer der Hauptinhaltstoffe der Pflanze und hat je nach
Herkunft der Droge einen Anteil von 33-39% am dtherischen o)l [21,22,24,25]. Auch in
Extrakten konnte es zu einem hohen Prozentsatz nachgewiesen werden. So wurde ein FUR-
Gehalt in EtOAc-Extrakten des Gummiharzes von 9-21% bestimmt [26] und in
CO»-Ausziigen Anteile von 31-35% nachgewiesen [23,24]. Pharmakologische Studien zu der
Substanz gibt es allerdings nur wenige und es wurden bisher keine zu ihrer anti-
inflammatorischen Wirkung durchgefiihrt. Allerdings scheint FUR in gewissem Ausmaf3 fiir
das analgetische Potential von Myrrhe verantwortlich zu sein. So konnte die Substanz im
Tierversuch die Latenzzeit auf einen Schmerzreiz, sowohl intracerebroventricular als auch
peroral verabreicht, verlangern und dieser Effekt konnte durch Naloxon aufgehoben werden
[204]. Bei einem ,,Writhing”-Test an Madusen wurden dhnliche Ergebnisse erzielt [51], was
dafiir spricht, dass die analgetische Wirkung von FUR {iber einen zentralen Opioidrezeptor
vermittelt wird. Die Substanz zeigte auflerdem antibakterielle Eigenschaften gegen einige
grampositive und -negative Keime [205] und einen hautreizenden Effekt am Mausohr [206].
Auch wenn dariiber hinaus keine pharmakologischen Studien zu der Verbindung vorliegen,
ist davon auszugehen, dass sie alleine schon wegen ihrem hohen Gehalt in Myrrhe an den
vielfaltigen Wirkungen der Droge beteiligt ist.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Myrrhe wird seit Jahrtausenden zur Behandlung verschiedener Krankheiten verwendet.
Durch moderne Studien konnte gezeigt werden, dass Myrrhe bei einer Vielzahl von
Indikationen tatsdchlich wirksam ist und Commiphora myrrha vor allem bei Colitis ulcerosa
im Tiermodell und in einer klinischen Studie positive Effekte hatte. Trotz dieser
vielversprechenden Ergebnisse, sind die vorhandenen Daten zum Wirkmechanismus und
der Zusammensetzung des Myrrheharzes weiterhin unzureichend. In dieser Arbeit soll
daher ein kleiner Beitrag zum Verstandnis der Wirkung der Droge auf Zellebene zu geleistet
werden und Teile der Wirkung eventuell sogar auf Einzelverbindungen zuriickzufiihren. Als
Testmodell wurde hierfiir das Adhdsionsmolekiil ICAM-1 gewdhlt, welches bei der
Pathogenese der Colitis ulcerosa eine Rolle spielt und in Zusammenhang mit Myrrhe bisher
nicht untersucht wurde. Ziel ist es aber auch das bekannte Inhaltstoffspektrum der Myrrhe
durch neue Substanzen zu erweitern.

Zu diesem Zweck wurde durch Mazeration und Perkolation ein ethanolischer Extrakt
(96%, V/V) aus dem Gummiharz von C. myrrha hergestellt. Durch eine Fliissig-fliissig-
Verteilung konnte dieser in eine n-Heptan- (HEP) und eine Methanol-Fraktion unterteilt
werden. Alle drei Fraktionen wurden anschlieffend in einem in vitro Assay getestet, in dem
fiir den Gesamtextrakt eine milde (bis 81,6 + 4,2%, 50 uM) und fiir die HEP-Fraktion eine
starkere konzentrationsabhédngige Senkung (bis 43,2 + 3,6%, 50 uM) der ICAM-1 Expression
nachgewiesen werden konnte. In mehreren Fraktionierungsschritten erfolgte mithilfe des
ICAM-1 in vitro Assays anschieflend eine bioaktivitdtsgeleitete Isolierung aus der HEP-
Fraktion, bei der verschiedene chromatogaphische Methoden zum Einsatz kamen. Unter
anderem wurde eine Flash-Chromatographie an Kieselgel, eine Centrifugal Partition
Chromatography und eine praparative HPLC an einer Biphenyl-Phase angewendet.

In der Folge wurden aus der HEP-Fraktion insgesamt 38 Reinsubstanzen isoliert und
deren Strukturen iiber ein- und zweidimensionale NMR-Spektroskopie sowie HRESIMS
aufgeklart. Auflerdem wurden optische und spektroskopische Daten erhoben und die
Reinheit der Isolate mittels HPLC-DAD bestimmt. Die isolierten Verbindungen sind
entweder den Sesquiterpenen (Germacrane, Eudesmane, Elemane, Cadinane, Guajane) oder
den Triterpenen (Cyloartane, Dammarane, 4-Demethyllanosterolene) zuzuordnen. Unter
ihnen befinden sich fiinf Verbindungen, welche erstmals fiir die Art C. myrrha beschrieben
werden (29, 31-34) sowie sieben Verbindungen, die im Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal
in der Gattung Commiphora nachgewiesen werden (1, 9, 11, 14, 16, 17, 37). Aufserdem sind elf
bisher unbekannte Verbindungen hier erstmalig beschrieben (4, 5, 21-26, 35, 36, 38). Dartiber
hinaus konnten Literaturangaben zu NMR- und anderen spektroskopischen Daten bekannter
Substanzen an vielen Stellen ergéanzt oder korrigiert werden (2, 3, 11, 18, 19, 31).

Besonders hervorgehoben werden sollen die Verbindungen 25 und 26, bei denen es sich
um 9,10-Seco-Eudesmane handelt und die damit tber ein bis dahin unbekanntes
Kohlenstoffseklett verfiigen. Mit 24 wurde aufierdem eine Substanz isoliert, die sich durch

eine Endoperoxidstruktur auszeichnet, welche fiir Commiphora ebenfalls neuartig ist. Durch



Vergleich mit bekannten Sesquiterpenen konnten dariiber hinaus Theorien zur Biosynthese
dieser neuartigen Verbindungen aufgestellt werden.

In einem néchsten Schritt wurde eine Auswahl an Substanzen auf ihren Effekt in Bezug
auf ICAM-1 untersucht. Die hochste Aktivitdat konnte fiir Verbindung 11 (ICs0 44,8 uM) und
die Referenzsubstanz Furanoeudesma-1,3-dien (ICs0 46,3 uM) festgestellt werden, wahrend
ein Grofiteil der Isolate keinen Effekt in dem gewdhlten Testmodell zeigten. Dies lasst
vermuten, dass die Wirkung des Extraktes auf synergistische Effekte vieler Verbindungen
zuriickzufiihren ist, die in ihrer Gesamtheit die Aktivitit der Einzelkomponenten
uibertreffen. Weiterhin konnten durch einen Vergleich strukturell dhnlicher Verbindungen
einige Theorien zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Sesquiterpene aufgestellt werden.
Bemerkenswert war auflerdem, dass keine der aktiven Substanzen {iber eine exozyklische
Methylenstruktur verfiigt, welche bei vielen anderen Sesquiterpenlactonen eine Interaktion
mit dem Transkriptionsfaktor NF-«B erst ermoglicht.

Der Mechanismus der Hemmung von ICAM-1 aber auch der Einfluss, den dieser Effekt
auf das Krankheitsbild Colitis ulcerosa hat, bedarf weiterer Forschung, um zu verstehen, wie

Patienten in Zukunft weiter von dieser alten Arzneipflanze profitieren konnen.



6. SUMMARY

Myrrh has been used to treat various diseases for thousands of years. Modern studies
have shown that myrrh is actually effective in many indications and that the gum resin of
C. myrrha shows positive effects, especially against ulcerative colitis, in animal models and in
a clinical study. Despite these promising results, the data available on the mechanism of
action and the composition of the myrrh resin are still insufficient. This work should
therefore try to make a small contribution to the understanding of the drug's effect in vitro
and possibly even attribute parts of the activity to individual compounds. The adhesion
molecule ICAM-1, which plays a role in the pathogenesis of ulcerative colitis and has not yet
been investigated in regard to myrrh so far, was chosen as target. The aim is also to expand
the spectrum of known constituents of myrrh resin with new substances.

For this purpose, an ethanolic extract (96%, V/V) was produced from the gum resin of C.
myrrha by maceration and percolation. By means of a liquid-liquid partition, the extract
could be separated into an n-heptane (HEP) and a methanol fraction. All three fractions were
then tested in an in vitro assay, in which a mild concentration dependent reduction of the
ICAM-1 expression (up to 81.6 + 4.2%, 50 uM) could be observed for the extract, whereas the
HEP fraction even had a better effect (up to 43.2 + 3.6 %, 50 uM). Subsequently, a bioactivity
guided isolation was carried out for the HEP fraction based on the ICAM-1 in vitro assay.
Fractionation was performed by various chromatographic techniques including silica flash
chromatography, centrifugal partition chromatography and preparative HPLC on a biphenyl
phase.

As a result, a total of 38 substances were isolated from the HEP fraction and their
structures elucidated using one- and two-dimensional NMR spectroscopy and HRESIMS. In
addition, optical and spectroscopic data were gathered and the purity of the isolates was
determined by HPLC-DAD analysis. The isolated compounds were identified as
sesquiterpenes (Germacrane, Eudesmane, Elemane, Cadinane, Guaiane) or triterpenes
(Cyloartane, Dammarane, 4-demethyllanosterolene). Among them are five compounds that
could be described for the species C. myrrha for the first time (29, 31-34), as well as seven
compounds that are first detected in the genus Commiphora (1, 9, 11 , 14, 16, 17, 37). In
addition, eleven previously unknown compounds are described here for the first time (4, 5,
21-26, 35, 36, 38). Furthermore, literature on NMR and other spectroscopic data of known
compounds could be supplemented or corrected in many cases (2, 3, 11, 18, 19, 31).

Particular emphasis should be given to compounds 25 and 26, which were identified as
9,10-seco-eudesmanes and thus possess a previously unknown carbon sceleton. Furthermore,
24 is a substance that features an endoperoxide structure, which is also novel for the genus
Commiphora. By comparison with known sesquiterpenes, theories on the biosynthesis of the
novel compounds could be established.

In a next step, a selection of compounds was examined for their effect on ICAM-1. The
highest activity could be determined for compound 11 (ICs 44.8 uM) and the reference



substance furanoeudesma-1,3-dien (ICs 46.3 uM), while the majority of the isolates did not
show an effect in the opted test model. This suggests that the activity of the extract is due to
synergistic effects of many compounds, which in total exceed the activity of the individual
components. Furthermore, by comparing structurally similar compounds, some theories on
structure-activity relationships of sesquiterpenes could be established. It is also noteworthy
that none of the active substances has an exocyclic methylene structure which, in the case of
many other sesquiterpene lactones, enables an interaction with the transcription factor NF«xB.

The mechanism of action on ICAM-1, but also the influence this effect has in ulcerative
colitis, requires further research in order to understand how patients can benefit from this

ancient medicinal plant.
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Abbildung 153. CD-Spektren aller isolierten Verbindungen (26 fehlt, da kein Stereozentrum vorhanden).
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Abbildung 154. Chromatogramme der HPLC-Reinheitsbestimmung aller Isolate.
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Abbildung 155. DCs aller isolierten Verbindungen im Vergleich. Aufgetragen wurden 5 ul einer Losung
der Konzentration 1 mg/ml in EtOAc. Zusammenstellung a wurde entwickelt mit FM 5, b mit FM 2 und ¢ mit
FM 4. Die DCs sind abgebildet nach Derivatisierung mit AA bei 366 nm und im weif$en Licht. Die Reihenfolge
der Substanzen und die gewihlten Fliefmittel erschieflen sich aus dem Isolierungsprozess und spiegeln nicht

unbedingt die Polaritit der Verbindungen wieder.
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