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ZUSAMMENFASSUNG

Walnuss gegen Krebs:
Antiproliferative in vitro Aktivitdt von Juglans regia Extrakten
auf humane Tumorzelllinien

Christiane Gewaltig, geb. Kiihle

Eine der auffilligsten Eigenschaften des Walnussbaums Juglans regia ist die Allelo-
pathie — die Fihigkeit der Pflanze das Wachstum héherer Pflanzen zu unterdriicken.
Wiirden Jugians regia Bldtter auch eine Wirkung auf humanoide Tumorzellen zeigen?
Daher wurde untersucht, ob a) ein juglonfreier Extrakt der Walnussblétter auch eine
wachstumshemmende Eigenschaft an humanen Tumorzellen aufweist, b) es sich hierbei
um eine zytostatische oder zytotoxische Eigenschaft handelt, ¢) diese Eigenschaft auf
eine oder mehrere Substanzen zuriickgeht und d) diese chromatographisch isoliert
werden kénnen.

832g Extrakt, gewonnen aus 23,8kg Walnussblittern wurde hierfiir mittels Zellzahl-
bestimmung anhand der Trypanblau-Methode, Tritiumthymidin-Einbaumethodetests,
Bromodeoxyuridin-Einbaumethode und Laktatdehydrogenase-Freisetzungstests in vitro
an immortalen Zellen (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen in
Baumschweig) eines Adenokarzinom des Dickdarmes (CaCo2), und einer Metastase
eine malignen Melanoms (MelHO) auf Zytotoxizitit und Wachstumshemmung getestet.
Chromatographische Verfahren trennten die jeweils wirksamen Fraktionen des Extrakts
bis auf die 9. Ebene.

Die aktivititsgeleitete Fraktionierung des Juglans regia Extraktes hat gezeigt, dass a)
ein juglonfreier Extrakt eine wachstumshemmende Eigenschaft an humanen
Tumorzellen besitzt, welcher b) nicht zytotoxisch ist und ¢) auf mehrere, chemisch
unterschiedliche Substanzen und Substanzgruppen zuriickgeht. Chromatographisch
konnten so wachstumsftérdernde Fraktionen von wachstumshemmenden getrennt
werden. Hierdurch gelang es aus den gréflenordnungs-méBig mehr als 100
000Substanzen der Juglans regia Blitter ca. 60 Substanzgruppen niedriger Komplexitit
zu isolieren, welche in vitro das Wachstum von Melanomzellen in einer Konzentration
von 10 pg/ml hochsignifikant um 80% des Wachstum der Kontrollgruppe senkten
(p<0,01), wovon 31 Substanzgruppen das Wachstum sogar um 85% senkten (p<0,01).

Tag der miindlichen Priifung: 30.06.2011
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1 Einleitung

Die Walnuss, Juglans regia, wird in der lateinischen Antike lovis glans, . Nuss Jupi-
ters”, griechisch Avdo Paiovoao, .Gottesnuss” auch ,Nuss des Zeus™ genannt [110].
Wir genieBen die Walnuss im Geb#ck, in Salaten, im Speiseeis und auf fast jedem
Weihnachtsteller ist sie zu finden. Ihr Ol gilt als besonders delikat in Salatsaucen. Selbst
Winzer setzen sie in der Weinerzeugung zur Veredelung ein. Der Walnussbaum wiichst
langsam zu betriichtlicher GroBe; daher ist sein Holz fest und seit jeher beliebt in der
Mdbelproduktion. Gerne wird er in Hausnéihe gepflanzt. Hier ist er nicht Zierde: dem
Duft seines Laubes schreibt man die Fihigkeit zu, Miicken und Fliegen fernzuhalten.
Allerdings hat das Laub weitere, vom Besitzer des Baumes unerwiinschte Eigenschaf-
ten. Einmal gefallen, und regennass, wird es, wie die fleischigen ,Nussschalen™ glit-
schig und klebrig, und hinterlisst schwarz-griine Flecken an allem, mit dem es in Be-
rithrung kommt. Wo es liegen bleibt, wiichst im néichsten Frithjahr kaum noch etwas.
Und fast noch schlimmer: Es ldsst sich nicht ohne weiteres kompostieren. Nicht nur,
dass es sehr schwer verrottet: Das Endprodukt ist unbrauchbar, es fsrdert nicht, sondern
es hemmt das Wachstum. Liisst man die Blitter der Walnuss liegen, entsteht um den
Stamm ein so genannter ,.Baumsee”, ein Gebiet in dem keine héheren Pflanzen wach-

sen.

1.1 Allelopathie

Wiihrend die Europiiische Walnuss, Juglans regia, .die kinigliche Nuss Jupiters”, das
bekannteste Beispiel fiir das Phiinomen ,,Baumsee™ darstellt, gibt es noch andere Arten,
an denen man es beobachten kann. Die Birke z.B., in unseren Breiten eine Pionierpflan-
ze fiir den beginnenden Hochbewuchs, driingt mit diesem Mechanismus den vorgehen-
den Niederbewuchs auf Brachland zuriick.

Die Hemmung anderer Organismen, eine Strategie, die man botanisch als allelopathi-
sche Eigenschaft einer Pflanze, oder als Allelopathie bezeichnet, gab den Anlass zu der
Idee dieser Arbeit: Da die Walnuss wie die hdheren Pflanzen zu den Eukaryonten gehi-
ren, sollte iiberpriift werden, ob sich der wachstumshemmende Effekt auch auf tierische
Zellen, insbesondere auf neoplastischen Zellen, libertragen liefe.



Bereits die Romer wussten von der Eigenschaft der Walnuss, in ihrer unmittelbaren
Umgebung das Wachsen zahlreicher Pflanzen wie Getreide oder Bohnen zu hemmen.
So sagte etwa Varro: ,,Si enim ad limitem querquetum habet (sc. vicinus), non possis
recte secundum eam silvam serere oleam, quod usque eo est contrariam natura, ut arbo-
res non solum minus ferant, sed etiam fungiant, ut introrum in fundum se reclinent, ut
vitis adsita ad holus facere solet, Ut quercus, sic iuglandes magnae et crebrae finitimae
fundi oram faciunt sterilem [110] ,,Wenn er (der Nachbar) an der Grenze einen Eichen-
wald hat, kannst Du nicht richtig neben diesem Wald Oliven pflanzen. Das ist so sehr
gegen die Natur, dass die Biume nicht nur weniger tragen, sondern sogar flichen, indem
sie sich in den Boden zuriick wegbeugen, wie es die Weinrebe zu tun pflegt, die neben
Kohl angesiedelt ist. Wie die Eiche, so machen groBe und viele Walnussbéiume in der
Nachbarschaft den Rand des eigenen Bodens steril*. Plinius der Altere sagte (iber die
Walnuss: ,,lam quaedam umbrarum proprietas; iuglandum gravis et noxia. etiam huma-
no omnibusque iuxta satis. (...) (Umbra) iuglandum quidem pinorumque et picearum et
abietis quaecum que attingere non dubie venenum®, [92, 93]. ,Nun haben die Schatten
der Biume besondere Eigenschaften: Der der Walnuss ist driickend und schadlich, sogar
fiir den Kopf des Menschen und fiir alle in der Nihe befindlichen Pflanzen. (...) (Der
Schatten) der Walnussbhiiume, der Pinien, Kiefern und der Tanne ist ohne allen Zweifel
Gift fiir alles, was er beriihrt™.

Der Begriff Allelopathie umfasst die wechselseitige, - meist hemmende, seltener auch
stimulierende -, Beeinflussung héherer Pflanzen mit Hilfe aktiver oder passiver Aus-
scheidung biologisch aktiver Substanzen iiber die Wurzeln oder die Bliuer. Es Kann als
ein Verhalten der Pflanze angesehen werden, sich gleichsam chemisch zu verteidigen,

aber auch als einen Mechanismus, die eigene Art weiter zu verbreiten [60, 79].

1.2 Mechanismus der Allelopathie im Falle der Walnuss

Die Allopathie, der sich die Walnuss wie einige andere Pflanzen bedient, besteht aus der
Freisetzung phytotoxischer Substanzen. Kaum eine Gruppe von sekundiren Pflanzen-
stoffen kann dabei ausgeschlossen werden [115]. Die von Juglans regia unter anderen
freigesetzte Substanz ist das Juglon, ein Inhaltsstoff, der den Juglandaceae generell
zueigen ist. Es wurde 1856 von Vogel und Reischauer entdeckt [112] und wenig spiiter

auch synthetisiert [13]. Doch erst 1950 gelang es Daglish Juglon rein zu isolieren. 1955



klirten Hayes und Thomson die Struktur von Juglon endgiiltig [29, 56]. Die Schwierig-
keit, Juglon aus Juglans zu isolieren, begriindet sich aus dem System Hydrojuglon-f-
glukosid — Hydrojuglon( = a-Hydrojuglon) — Juglon. Hierbei entsteht Juglon erst se-
kundér nach Verwundung oder beim Absterben der Gewebe aus einem glykosidischen
Vorliufer. So fand Daglish, dass Hydrojuglonglukosid in allen Geweben von Juglans
regia vorkommit [29]. Je nach dem Entwicklungszustand, der Vorbehandlung des Mate-
rials und den verwendeten lIsolationsmethoden iberwiegen Hydrojuglonglukosid,
Hydrojuglon oder Juglon beim Verarbeiten des pflanzlichen Materials. Bereits Tun-
mann [109] hatte nachgewiesen, dass im pflanzlichen Gewebe das Hydrojuglon sehr
leicht in Juglon iibergeht und nach Verwundung eine starke Vermehrung des Juglon
stattfindet und es vermutlich einen Wundschutzstoff von Juglans regia darstellt. Heute
ist nachgewiesen, dass die Walnuss sich dabei vor ihrer eigenen Schédigung schiitzt und
als ,.Prodrug”® 4-Glucosyl-1.4.5-trihydroxynaphthalin, ein Maphtalinglycosid, in den
griinen Pflanzenteilen bildet. Aus dieser nichttoxischen Vorldufersubstanz entsteht im
Boden durch Hydrolyse und anschlieBender Oxidation unter Bildung der Zwischenstufe
Hydrojuglon das eigentlich allelopathisch aktive 5-Hydroxy-1,4-naphthochinon, das
Juglon [32, 115].

1.3 Medizinische Verwendung von Juglans regia

Weder in der Volksmedizin, noch in der Schulmedizin wird allerdings von einer Ver-
wendung von Juglans regia- Extrakten gegen tumordse Erkrankungen in irgendeiner
Form berichtet. Die Indikationen fiir deren Anwendung sind:

1. Aufgrund des Gerbstoffgehaltes als Adstringens zur externen Anwendung in
Form von Bédern, Spiilungen oder Umschldgen bei Hautleiden wie purulenten
Dermatosen, Akne, Ekzemen, Scrophulose, sowie ibermiBiger SchweiBlabson-
derung z.B. an den Fiien und Hénden [1, 83, 114].

2. Es gibt einige Fertigarzneimittel (Immunstimulans Juglans, Ampullen u.a.) [1].

3. Bei Magen-Darmkatarrhen, als Anthelmintikum und als so genanntes ,,Blutrei-
nigungsmittel* wurde die Droge in der Volksmedizin auch innerlich als Adju-
vans verwendet. Aufgrund von Nebenwirkungen des Extraktes ist eine innerli-

che Anwendung heute obsolet [40].



4. Eine fungistatische Wirkung wird dem enthaltenen Ol [82] beziehungsweise
Juglon [5] zugeschrieben. Juglon und die enthaltenen &therischen Ole wirken in
vitro fungistatisch [5, 82] was ebenfalls schon den Griechen und Rmern nicht
unbekannt gewesen ist [103].

5. Weitere Indikationen werden bei Syphilis [31], bei Tuberkulose und — intrave-
nds appliziert - bei Lupus vulgaris [12] berichtet; auch als Kontrazeptivum in
Form eines Infuses ist die Droge verwendet worden [19].

6. Extrakte der Droge Juglans regia fanden #uBerlich seit dem 17. Jahrhundert in
russischen Militdrkrankenh#iusern zur Reinigung und schnelleren Heilung von
Wunden und Ulcera Verwendung. Heute wird es dort klinisch bei vielen Haut-
krankheiten, besonders zur Behandlung der Hauttuberkulose gebraucht [65].

Zwar gab es in den sechziger Jahren in den USA Untersuchungen iiber eine vermutete
Wirkung von Juglon und anderen Inhaltsstoffen der Walnuss gegen Krebs [14, 87], je-
doch verhinderte die lokale Unvertriiglichkeit der Substanzen deren weitere Erprobung.
Bevor eine antiproliferative Wirkung entstehen konnte, entwickelte sich eine in der The-
rapie unbedingt zu vermeidende Nekrose. Allerdings weisen die Naphthoguinone
Juglon und Plumbagin krebs-priiventive Eigenschaften bei Ratten nach Gabe des Darm-
krebs-induzierenden Azoxymethans auf [107].

1.4 , Krebskrankheiten

Keine andere ,Krankheit” erscheint so verschiedenartig, derartig Schrecken einfléBend
und in der Gesellschaft so sehr angstbehaftet wie die Krebskrankheiten. Daher ist die
Suche nach pflanzlichen Inhaltsstoffen auch gegen diese Krankheiten Gegenstand der
Forschung, seitdem Menschen Pflanzen als Heilmittel entdeckt haben. So entdeckte
Georg Ebers im Jahre 1873 einen Papyrus [33], der eine medizinische Rezeptsammlung
enthielt und aus der Zeit um 1500 v. Chr. Stammt. Sie gibt einen Uberblick iiber die in
Agypten verwendeten Gewiirze, Drogen und Pflanzen [33]. So wiesen nicht nur die
Agypter sondern auch Araber, Griechen, Rmer und viele andere Kulturen auf den Nut-
zen der Pflanzen gegen Krankheiten wie Krebs hin. Allerdings begann die Forschung
im wissenschaftlichen Sinne erst in den 50er Jahren des letzten Jahrhunderts [53, 54].
Hartwell und seinen Mitarbeitern haben sich dadurch hervorgetan, eine detaillierte U-
bersicht iiber die bis dahin in der vorhandenen Literatur bekannten Pflanzen mit antipro-



liferativen Inhaltsstoffen aufzuzeigen. Diese Ubersicht gliederten sie in Artikelserien,
organisiert nach Pflanzenfamilien [43-52].

Aktuelle Schitzungen geben an, dass jeder dritte Mann und jede vierte Frau im Laufe
des Lebens an Krebs erkranken; im Jahre 2002 erkrankten etwa 424.250 Menschen neu
an Krebs (Schiitzung des Robert Koch-Instituts; Miinner 218.250, Frauen 206.000) [2].
In etwa 25% aller Fille der Krebs die Ursache der inzidenten Mortalitédt. Damit ist der
Krebs die nach den Herz-Kreislauferkrankungen zweithdufigste Todesursache. Erkrank-
ten Miinnern und Frauen gehen im Mittel 8 Jahre ihrer fernen Lebenserwartung durch
den Krebs verloren, insgesamt, bezogen auf die Bevilkerung Deutschlands, 2 868 000
Lebensjahre [3]. In den USA erleidet einer von zwei Miinnern bzw. eine von drei Frau-
en eine Krebskrankheit in seinem/ihrem Leben, und einer von drei Ménnern bzw. eine

von fiinf Frauen verstirbt an ihr [98].

1.5 Naturwirkstoffe:
potentielle Therapeutika gegen Krebsleiden

Intensive und systematische Forschung an der Entwicklung von Naturstoffen wie auch
von Synthetika zu Pharmaka gegen Krebs (z.B. NCI, National Cancer Institute, USA
seit 1954 [106] gelangen immense Fortschritte in der Behandlung und in der Grundla-
genforschung der Tumorbiologie. Jedoch bleibt fest zu halten, dass die Mortalitét auf-
grund von Krebsleiden annihernd auf demselben Niveau bleibt. Grund hierfiir ist eine
stetig gestiegene und noch ansteigende Inzidenz. Ohne Medikamente wie Vincristin,
Vinblastin, Stoffe mit einer Wirkung auf die mitotische Teilungsspindel; zytostatisch
wirkende Antibiotika wie Adriamycin, Daunorubicin, Mitomycin; Etoposid, ein Topoi-
somerase-11-Inhibitor; Taxol, ein Mitosehemmer, der zur Verklumpung der Mikrotubuli
filhrt oder andere Naturstoffe miisste die Medizin groBe Erfolge entbehren. Obgleich
nur eine relativ kleine Anzahl von neuen wirksamen Naturstoffen die rigorosen Priifver-
fahren und Testungen, welche der Einfiihrung von Pharmaka in den alltfiglichen klini-
schen Gebrauch vorausgehen, iiberstanden, ist doch ihre Entdeckung noch in anderer
Hinsicht wertvoll und niitzlich. Sie dienen beim so genannten ,.Drug-Design™ als Vorla-
ge zur Modellierung von Analoga mit verstirkter Aktivitit. Dariliber hinaus dienen sie
als Proben gleichsam der Untersuchung von biochemischen Prozessen auf molekularem

Niveau bei Pflanze und Tier.



1.6 Naturwirkstoffe: Strategien zur Erforschung

Bei der Auswahl von Pflanzen zur nitheren Untersuchung im Hinblick auf neuartige
Naturwirkstoffe, unabhiingig vom Indikationsgebiet, gibt es fiinf Strategien: Das
Zufallsprinzip, den taxonomischen Ansatz, den chemotaxonomischen Ansatz, den in-
formationsbasierten Ansatz und das Vorgehen nach ethnomedizinschen Gesichtspunk-
ten.

Wiihlt man die Pflanzen nach dem Zufallsprinzip, sammelt man alle verfligbaren
Spezies und alle verfiigbaren Pflanzenteile ungeachtet von moglicherweise vorhande-
nem Wissen oder schon bestehender Erfahrung mit dieser Pflanze. Dieser Strategie
folgend, wurden schon eine groBe Anzahl von Proben pflanzlichen Ursprungs, auch aus
maritimen Habitaten, von Flechten, Pilzen und Mikroben Screeningtests unterzogen und
viele Hunderte aktiver Substanzen isoliert. So screente allein das National Cancer
Institute in den USA bis 1982 114 045 Pflanzenextrakte durch, von denen 4 897
zytotoxische Eigenschafien aufwiesen [106]. Seitdem Naturextrakte als Komponente in
das NCI-Sreeningprogramm integriert worden sind, entwickelten sich daraus tatséchlich
Impulse fiir neue Untersuchungsfelder, in denen nach antineoplastischen Chemothera-
peutika gesucht wird. Obwohl viele Verbindungen auf diese Weise entdeckt wurden, die
eine gute Aktivitit in den In-vitro- und In-vivo-Testungen aufwiesen, liberstand nur
eine geringe Anzahl die klinischen Tests und setzte sich durch. Daher besteht auch
angesichts der demographischen Entwicklung ein bleibender Bedarf nach aktiven
Verbindungen mit neuartigen Strukturen und Wirkmechanismen.

Im taxonomischen Ansatz untersucht man Pflanzen, deren Wirkung bzw. Anwendungs-
gebiet bereits bekannt ist. Mit dem Ziel, hthere Ausbeuten an bekannten Substanzen zu
erreichen oder neuartige Analoga bekannter Verbindungen zu entdecken, die
mdglicherweise wirksamer als die Originalsubstanz sind, erforscht man verwandte
Spezies. Gibe es zum Beispiel Interesse daran, das Taxol, das aus der Spezies Taxus
brevifolia gewonnen wird, mit einer htheren Ausbeute zu isolieren, so suchte man nach
Taxus-verwandten Spezies, um dort nach htheren Gewinnraten von Taxol und anderen
Taxol-Analoga, welche miiglicherweise in hoherer Konzentration vorhanden und leicht
in Taxol umwandelbar wiren, zu finden.

Bei dem chemotaxonomischen Ansatz ist eine bestimmte Substanzklasse wvon

besonderem biologischem Interesse. Pflanzen, bei denen man annimmt, dass sie



verwandte Verbindungen enthalten, werden daraufhin untersucht. Dabei besteht die
Hoffnung, den schon bekannten Mitgliedern der Familie dieser Verbindungsklasse neue
hinzufligen zu kiinnen.

Der Informations-basierende Ansatz orientiert sich an Pflanzen mit bekannter Wirkung
aber unbekannter Wirksubstanz. Derartige Pflanzen untersucht man in der Hoffnung auf
neuartige Substanzen und Wirkmechanismen.

Beim Vorgehen nach ethnomedizinischen Gesichtspunkten werden fiir die Untersu-
chung Pflanzen beriicksichtigt, von denen iiberliefert ist, dass sie medizinisch
verwendet werden bzw. wurden. Nach kritischer Beurteilung dieser Quellen und
Informationen wird nach der betreffenden Pflanze gesucht und die Forschung begonnen
[28].

1.7 Strategie der vorliegenden Arbeit

Der vorliegenden Arbeit liegt streng genommen keiner dieser Ansiitze zugrunde. Es
handelt sich weder um eine Suche nach dem Zufallsprinzip. noch um systematische
Untersuchungen, nach taxonomischem, chemotaxonomischem oder ethno-
medizinischem Ansatz. Informationsbasiert war der Anlass fiir die vorliegende Arbeit
ebenfalls nicht, da nicht bekannt war, ob das Vorhandensein der Eigenschaft der
Allelopathie gleichzeitig auch bedeutet, dass die Pflanze antiproliferative Inhaltsstoffe
beziiglich bosartiger Neubildungen des Menschen beinhaltet. Erst nach einem
méglichen, positiven Ergebnis dieser Arbeit kiinnte der Liste die neue Strategie
hinzufilgt werden, néimlich in Bezug auf die Suche nach neuen antiproliferativen Natur-
stoffen auch der allelopathischen Eigenschaft mancher Pflanzen nachzugehen.

Obwohl der vorliegenden Arbeit kein informationsbasierter Ansatz zugrunde liegt, ist es
von Bedeutung, die teilweise liber einhundert Jahre alten Nachrichten tiber Juglans

regia und seine Inhaltsstoffe vorzustellen.



Abb. 1:

Walnusshaum, Nussbaum, Juglans regia. [89]
1.8 Juglans regia

Die Walnuss, Juglans, gehrt zur Familie der Juglandaceen. Botanisch gesehen eigent-
lich keine Nuss, sondern eine Steinfrucht. Sie ist in Siidosteuropa, Kleinasien bis Nord-
indien, China und Zentralasien heimisch und wird in ganz Europa, Nordafrika, Nord-
amerika und Ostasien kultiviert [1]. Zur Gattung gehren u. a.:

Die aus Siidosteuropa stammende Gemeine Walnuss, die fiir die vorliegende Arbeit
verwendet worden ist (Abb. 1: Walnussbaum, Nussbaum, Juglans regia); ein bis 25m
hoher Baum mit aus drei bis vier Fiederpaaren zusammengesetzten Blittern, dessen
kugelige, griine Frilchte einen hellbraunen, gefurchten Steinkern besitzen.

Die im Osten Nordamerikas vorkommende Schwarznuss (Schwarze Walnuss, Juglans
nigra), ein bis 40m hoher Baum mit tief rissiger Borke und 30-60cm langen Blittern,
die sechs und mehr Fiederpaare aufweisen. Endblitichen fehlen oft. Thre Friichte sind
kugelig, 4-5cm groB, mit sehr dicker, dunkelbrauner Schale und schwarzem, dickschali-
gem Steinkern. Beide Arten werden in Mitteleuropa kultiviert.

Kulturgeschichtlich zeigen Ausgrabungsfunde in Osterreich sowie oberitalienischen und
siiddeutschen Pfahlbauten, dass die Walnuss nicht erst durch die Griechen nach Italien
kam und spiter durch die Romer ndrdlich der Alpen eingefithrt wurde. Die Nuss war im

frithen Mittelalter schon iiber ganz Mitteleuropa verbreitet, worauf die in verschiedenen



europiisch-indogermanischen Sprachen parallel, aber aus demselben Stamm gebildeten,

verschiedenen Bezeichnungen hinweisen.

1.9 Inhaltstoffe von Juglans regia

Bekannte Inhaltsstoffe von Juglans regia sind nach DAC 1986: in groBler Menge mit
einem Gehalt von 10% Gerbstoffe vom Typ der Ellagitannine und das schon erwiihnte
Juglon (5-Hydroxy-1.4-naphthochinon) und Hydrojuglon, fast ausschlieBlich in Form
der Monoglukoside [32, 116]. Die Blitter enthalten Galloylglycosen und Ellagitannine,
sowie das dimere Rosaceen-Ellagitannin Saguin-Hé6 [55]. Juglon kommt im Blattwachs
zu ca. 30% vor [96]; freies Juglon ist instabil und polymerisiert leicht zu braunen und
schwarzen Pigmenten, weshalb es in &lteren Bléttern und in der Droge nur in Spuren
vorliegt [1]. Juglon ist 1968 auch aus Juglans nigra reinisoliert worden [15, 29]. Der
Anteil von ca. 3,4% Flavonoiden [24] teilt sich auf das Quercitin, dessen —3-O-
galactosid (Hyperosid, 0,2-0,6%), -3-O-rhamnosid (Quercitrin) und 3-O-arabinosid, auf
das Kimpferol und sein —3-O-arabinosid. Als Phenolcarbonsiuren sind u.a. Kaffeestiu-
re, Ferulasiiure, p-Cumarstiure, p-Hydroxyphenylessigséure, Gallusiure, Salicylséure,
Chlorogensiiure und Neochlorogensiure [75, 114] enthalten. Es besteht zu etwa 0,01-
0.03% aus itherische Ole, mit Germacren D als Hauptkomponente; weiterhin wurden
Cryophyllen, (E)-B-Ocimen, B-Pinen und Limonen nachgewiesen [23, 114] Sabinen ,
Myrcen, Ocimen, Linalool, Borneol, Myrtenal, Carvon, Campher, Thymol und Cineol.
Es finden sich verschiedene Sesquiterpene; darunter reichlich beta-Eudesmol; das Di-
terpen lsophytol; geringe Mengen an Phenylpropans Eugenol; 23-Alkane und 21-
Fettsduren. Insgesamt handelt es sich um 11% freie und 13% gebundene Fettsiuren,
27% Alkane, und eigentliche dtherische Ole in der Terpenoid- und Phenylpropan-
Fraktion nur 45%. [114] Erwidhnenswert erscheint der 0,85-1%ige Gehalt von Ascor-
bins#ure in Walnussblittern [67].

1.10Wirkung des Chinons Juglon

In chemotaxonomischer Hinsicht von Bedeutung sind die Chinone mit dem schon
mehrmals erwihnten Vertreter Juglon, das fiir Angiospermen, Pilze und Fische toxische
Eigenschaften besitzt [7, 66, 74, 104]. Beim Juglon handelt es sich nicht um ein Herbi-



zid mit breitem Wirkspektrum, denn allgemein wiichst z.B. Gras unterhalb von Wal-
nussbdumen [103]. Walnussextrakte vermtigen Goldfische [7], Daphnia magna, Ratten,
Kaninchen, Flussbarsche und Frische zu sedieren [39, 113]. Juglon wirkt toxisch auf
Pilzbakterien und Hefen [66]. Der isolierte Inhaltsstoff Juglon besitzt bei intraperitonea-
ler Applikation an der Maus eine Hemmwirkung gegeniiber Tumoren (z.B. Ehrlich-
Ascites-Tumor) [14, 87]. Das Juglon scheint den Eintritt der Zellen in die Mitose zu
verhindern. AuBerdem bewirkt es die Entstehung von Metaphaseanomalien, wodurch
der Prozess der Zellteilung gestoppt wird. Die orale Gabe von Juglon wirkt geringer
zytotoxisch als die intraperitoneale und verringert die Menge an Ascites im genannten
Tumormodell, verlingert jedoch, genauso wenig wie eine i.p. Applikation, das Leben
der Versuchstiere nicht. Weitere Untersuchungen weisen ebenfalls auf eine tumorhem-
mende Wirkung der Juglans nigra hin. Die intraperitoneale Applikation von Ellagsiure,
Juglon, ,,starken™ und ,,schwachen®™ Séuren aus Schalen der Niisse und aus den Bliittern
von Juglans nigra iiber 9 bis 12 Tage bewirkte an Miusen mit verschiedenartig verur-
sachtem Tumorwachstum eine signifikante Reduktion des Tumorwachstums [14]. Ob-
wohl die Untersuchungen von E. Lagrange 1954 zeigten, dass ein wissriger Extrakt
frischer Walnussblitter, der frei von Juglon war, auf der einen Seite eine starke bakteri-
zide Wirkung aufwies, auf der anderen jedoch keinerlei Toxizitét gegeniiber Méusen
[73] wurde in diesem Gebiet nicht weiter geforscht.

1.11 Ziel der vorliegenden Arbeit

Aufgrund der hier zugrunde liegenden Idee hat die vorliegende Arbeit folgende Ziele:
1. Die Frage zu beantworten, ob die in Natura beobachtete Eigenschaft der Allelo-
pathie des Walnussbaumes sich in die Tumorbiologie iibertragen ldsst, ob also
ein wissriger, juglonfreier Extrakt eine wachstumshemmende Eigenschaft an

Tumorzellen aufweist.

2. Zu kldren, ob es sich um eine zytostatische oder um eine zytotoxische Eigen-
schaft handelt.

3. Bei Nachweis antiproliferativer bzw. antineoplastischer Eigenschaften sollte die
Extraktion der diese Eigenschaft vermittelnden Substanzen aus dem Walnuss-

laub optimiert werden.



. Es sollte eine optimale Trennstrategie entwickelt werden, mit deren Hilfe sich

solche Substanzen isolieren lieBen.

. Mit einer Aufreinigung zu beginnen, an deren Endpunkt die Darstellung einer

reinen Substanz stehen soll, die die antiproliferativen Eigenschaften besitzt.



2 Material und Methoden

2.1 Vorbemerkung

Aufgrund der Fiille der in der vorliegenden Arbeit angewandten und den fiir den jeweils
anstehenden niichsten Versuchsschritt durchgefiihrten Optimierungen und Anpassungen
finden in diesem Teil lediglich die Prinzipien der Methoden beschrieben. Dementspre-
chend folgen die von Fall zu Fall variierenden, speziellen Angaben der Ubersichtlich-
keit halber jeweils an dem korrespondierenden Ort im Ergebnisteil. So lag griBtes Au-
genmerk vor allem an der Erklirung der Separationsvorgiinge.

Ebenfalls im Sinne der Ubersichtlichkeit wurden die verwendeten Materialien nicht in
den Text eingearbeitet, sondern jeweils zu den einzelnen Methodenkapiteln passend
aufgeteilt, am Schluss dieses Abschnitts aufgezihlt.

2.2 Drogenmaterial, Extraktion und Probengewinnung

2.2.1 Drogenmaterial

Das Drogenmaterial stammte aus zwei Blitterernten eines Walnussbaumes (Juglans
regia) mit Standort in Miinster, NRW. Den Baum bestimmte Professor Albers im Insti-
tut fiir Botanik der Westfilischen Wilhelms- Universitit; ein Belegexemplar eines Blit-
terstandes ist im Institut fiir Botanik hinterlegt.

Beide Blitterernten erfolgten jeweils im Herbst in den Jahren 1997 und 1998, gegen
Mitte Oktober, zu einer Zeit, zu der der Baum das Laub schon abzuwerfen begann. Bei
der Ernte 1997 wurden 13,5 kg Blitter gepfliickt, die zum Schutz vor etwaigen Veriin-
derungen sofort bei -B0°C bis zu ihrer Weiterverarbeitung eingefroren wurden. In den
darauf folgenden Tagen schloss sich, nach Entfernung der Blattstiele, in einem Murser
unter Stickstoff die Zerreibung der Blitter zu einem Pulver sowie die Lagerung der
Droge bei ebenfalls -80°C an. Die Emte 1998 brachte 23,8 kg Blétter, mit analoger Prii-
paration. Die Droge des Jahres 1997, genannt JR1, diente zu Vorversuchen; das Haupt-
experiment erfolgte unter Verwendung der Droge des Jahres 1998, JR2.

12



2.2.2 Extraktion

Vier Kilogramm der Droge JR1 kamen zur Extraktgewinnung. In einem 20 | Becherglas
wurde die Droge zuniichst mit Wasser (ibergossen; die Aufschlemmung wurde dann mit
einem Ultra Turrax™ durchmischt und durch mehrere Tuchfilter abgenutscht. Der durch
diese Wirbelextraktion erhaltene olivgriine Extrakt, der nach einigen Stunden ins briun-
liche umschlug, wurde zur Entfernung von Schwebstoffen 10 min bei ca. 3 500 U/min
zentrifugiert, danach dekantiert, bis zum Aufireten einer Schaumbildung mittels Rotati-
onsverdampfer eingeengt und schlieBlich gefriergetrocknet. Auf diese Weise wurden
mit insgesamt 10 | Wasser in drei Durchgéingen schlieBlich 105 g Extrakt erhalten.

In einem zweiten Schritt erfolgte analog die Extraktion des hellgriinen Riickstandes der
Wasserextraktion mit insgesamt 9 | Methanol in drei Durchgéingen, wihrend derer die
Aufschlemmung fiir 10 Minuten mit dem Ultra Turrax® stattfand. Nach Einengung mit-
tels Rotationsverdampfer betrug das Trockengewicht dieses Extraktes 141 g.

SchlieBlich wurde der Riickstand der beiden vorhergegangenen Extraktionsschritte noch
mit insgesamt 16 | Dichlormethan (DCM) in vier Durchgéingen erschipfend extrahiert.
Nach der Einengung verblieben 318 g einer viskisen, schwiirzlichen Masse. Die insge-
samt 564 g schweren Extrakte blieben im Exsiccator unter Vakuum mit Blaugel. Das
Verhiltnis von Droge zu Extrakt betrug somit 7,1:1.

Die Droge JR2 wurde im nachfolgenden Jahr nur noch mit Methanol und DCM extra-
hiert, da sich der wiissrige Extrakt im Vergleich mit den beiden anderen als schwiicher
erwies. Nach Extraktion von 7 kg der Droge mit insgesamt 151 Methanol und 161
DCM wurden so 832 g Extrakt erhalten. Das Verhiltnis von Droge zu Extrakt betrug

somit 8.4:1.

2.2.3 Aufbewahrung und Lagerung von Extrakten und Fraktionen

Falls nicht anders angegeben verblieben die Extrakte und Fraktionen nach Trocknung
bei -80°C. LieBen sich Fraktionen im Luftstrom nicht ausreichend trocknen, oder ver-
hielten sich hygroskopisch geschah deren Aufbewahrung im Exsiccator in Anwesenheit

von Blaugel unter Vakuum.
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2.2.4 Probengewinnung fiir die Testung

Zur Testung der antiproliferativen Aktivititen kamen jeweils von den Extrakten, Frakti-
onen oder Reinsubstanzen zwei Proben mit 0,5% des Gesamtgewichtes. Dies geschah
nach der Wiigung der einzelnen Fraktionen und deren Wiederauflosen in organischen
Losungsmitteln durch Volumetrie. Die Trocknung der Proben erfolgte im Lufistrom.
Nachfolgendes Aufziehen eines Vakuums im Exsiccator mit Blaugel sicherte die voll-
stindige Entfernung der Lésungsmittel. Die Proben wurden in Aqua ad injectabilia wie-
der aufgeldst. Bei schwerlslichen Proben erfolgte erst ein Liseversuch mit Ultraschall,
als niichstes ein Versuch mit Ultraschall unter Warmezufuhr, und schlieBlich die An-
wendung von Dimethylsulfoxid (DMSO), auch in Verbindung mit Ultraschall. Die
Konzentration von DMSO iiberschritt dabei nie die Grenze von zwei Promille in der
Zellkultur. Der Wert von zwei Promille ergab sich aus Vorversuchen, und stellte fiir
beide verwendeten Zelllinien eine Konzentration dar, die das Wachstum nicht messbar
beeinflusst. War keine oder keine ausreichende Liisung der Stoffe zu erzielen, wurden

Suspensionen verwendet. Bei den Testungen betrug die Probenkonzentration 10 pg/ml.

2.3 Trennstrategie

2.3.1 Entwicklung einer chromatographischen Trennstrategie

Die Trennung der Extrakte und weitere Auftrennung der Fraktionen erfolgte unter dem
Einsatz beinahe simtlicher bekannter Prinzipien der Chromatographie, also verschiede-
ner Adsorptions-, Sieb- und Verteilungseffekte von Substanzen. Um méglichst auch
Substanzen noch nachweisen zu knnen, die nur in Spuren im Extrakt vorhanden waren,
kamen folgende Strategie fiir die Aufreinigung zur Anwendung, und zunichst bei der
Aufarbeitung der Droge JR1 auf Durchfilhrbarkeit untersucht:

Die Fraktionierung eines Extraktes oder einer Fraktion sollte in méglichst nur einem
Trennungsvorgang geschehen, um Vielfachfraktionierung mit nachfolgender Wieder-
vereinigung korrespondierender Fraktionen aus gleichen Trennungsgéngen derselben
Probe zu vermeiden, Dies erfolgt nicht nur zur Reduktion der bendtigten Zeit und aus
Kapazititsgriinden, sondern auch mit #uBerstem Augenmerk auf die zu erreichende
Trennschiirfe.
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Entscheidende Voraussetzung fiir den Beginn eines Trennungsganges bildet eine geeig-
nete Zusammensetzung des S#ulenmaterials mit erforderlicher Kapazitit. Daher war es
notwendig, besonders filr den Beginn des Trennganges, geeignetes Siulenmaterial zu
konstruieren. Der Trennungsgang verlief strikt aktivititsgeleitet nach dem Merkmal
.antiproliferative Aktivitidt" als Bioassay.

..Benachbarte** wirksame Fraktionen wurden wiedervereinigt. Dies stellte sicher, dass
eine einzige wirksame Substanz nicht auf zwei verschiedene Fraktionen verteilt werden
konnte. Fraktionen, die sich in der Testung als unwirksam erwiesen, jedoch im DC-
Verlauf ,,benachbarten”, wirksamen Fraktionen #hnelten- sich folglich als chemisch
dhnlich herausstellten, wurden den wirksamen Fraktionen jeweils wieder hinzugefithrt.
Die miglicherweise in diesen Fraktionen aufgrund ihrer chemischen Ahnlichkeit vor-
handenen Anteile einer gesuchten Substanz wurden somit nicht verworfen.

Der schlieBlich bis zu neunstufige Trennungsgang wurde in Vortrennungen, Anreiche-
rung der Aktivitit und in die weitere Feinaufreinigung aufgeteilt. Bei den Vortrennun-
gen wurden dafiir die unterschiedlichen Eigenschafien verschiedener Sorbentien, wie
der mikrokristallinen Cellulose, des Kieselgels und von Sephadex LH-20 genutzt. Um
jeweils in nur einem Schritt die ganze Probe aufzutrennen, wurden anfangs aufgrund
ihrer htheren miglichen Beladung vakuumgetriebene Sdulen verwendet, anschliefend
schwerkraftbetrichene. Es folgten Flilssiggegenstromchromatographien und Mit-
teldruckfliissigkeitschromatographie.

Allgemein wurde der Extrakt mittels eines der oben genannten chromatographischen
Verfahren getrennt, sodann unter DC-Kontrolle in Gruppen eingeteilt. Anschliefend
wurden die einzelnen Gruppen bzw. in einigen Fillen auch alle einzelnen Fraktionen
per Testverfahren in wirksame und nicht wirksame Fraktionen unterteilt. Nur die wirk-

samen Fraktionen wurden weiter nach obiger Methodik chromatographisch aufgetrennt.

2.4 Diinnschichtchromatographie

2.4.1 Analytische Diinnschichtchromatographie

Fiir die analytische Diinnschichtchromatographie (DC) wurden mit Kieselgel einer mitt-
leren Porenweite von 60 A in einer Dicke von 0,2 mm beschichtete Aluminiumfolien

verwendet, die einen bei einer Wellenléinge von 254 nm griin-gelb fluoreszierenden In-
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dikatorstoff enthielten. So konnte unter Ultraviolettlicht einer Wellenléinge von 254 nm
die auf der Platte anwesenden fluoreszenzldschenden Substanzen aufgefunden und mar-
kiert werden. Bei einem Licht der Wellenléinge 366 nm wurde die Eigenfluoreszenz von
Substanzen, beispielsweise von Aromaten, untersucht; ihre Lokalisation wiederum ein-
gezeichnet.

Zum Auftragen der Proben wurden Kapillarpipetten von 2 pl, 5 pl und 10 pl Volumen
benutzt. Zur Erhéhung der Nachweisempfindlichkeit wurden die Proben in kleinen Vo-
lumina strichférmig aufgetragen, im Luftstrom getrocknet und bis zu acht mal, je nach
Konzentration der enthaltenen Substanzen, an der selben Stelle wieder aufgetragen.
Damit wurde ein Verlaufen der Probe auf der Platte verhindert. Als FlieBmittel kamen
fiir unpolare Fraktionen relativ unpolare Gemische zum Einsatz, wie z.B. ein Gemisch
aus Hexan und Ethylacetat im Verhiltnis von 80:20 v:v, fiir polare Fraktionen je nach
den Erfordernissen relativ polare Gemische, wie z.B. ¢in Gemisch aus Chloroform, Me-
thanol und Wasser im Verhiiltnis von 80:19:1 v:v. Dabei wurde das DC-Trennsystem
sowohl als verteilungschromatographische Methode im Falle der Chromatographie sehr
polarer Substanzen mit einer polaren FlieBmittelkomponente wie Wasser, das sich gem
an das Kieselgel anlagert und auf diese Weise einen Teil der stationdren Phase bildet
[68, 105], als auch als rein adsorptionschromatographische Methode verwendet.

Die Entwicklung der Platten erfolgte jeweils in einer Kammer ohne Einstellung einer
Kammersiittigung mit dem FlieBmittel. Der Grund hierfiir lag darin, sowohl zeit- als
auch Kosten sparend zu arbeiten. So wurde das FlieBmittelsystem jeweils daraufhin
optimiert, eine bestmogliche Trennung des Gemisches zu erreichen, um im Sinne der
vorgestellten Trennstrategie mdglichst gut die Ahnlichkeit oder Uniihnlichkeit benach-
barter Fraktionen beurteilen zu kinnen. Hierbei wurde das Phiinomen der freiwerdenden
Adsorptionswirme durch Verdampfung bewusst dazu genutzt, die bei Kammersittigung
fiir eine Trennung niedrigeren Rf-Werte zu erhthen und doch noch eine Trennung an
Kieselgel zu erreichen, um nicht mit einer Umkehrphase ein zweites Sorptionsmittel
einsetzen zu milssen und die weit {iber 10 000 gebildeten Fraktionen ein zweites Mal
auftragen zu milssen.

Die Detektion erfolgte nach der Beurteilung unter Ultraviolettlicht durch Eintauchen in
Anisaldehydschwefelsiurereagenz in einer Zusammensetzung von Essigsdure zu Ani-

saldehyd zu rauchender Schwefelsiure von 100:1:2 viviv.



2.5 Herstellung und Befiillung der verwendeten Saulen

2.5.1 Siulenmaterial fiir die sdulenchromatographischen Verfahren

Das Siulenmaterial fiir die in der Arbeit verwendeten chromatographischen Verfahren
wurde den Erfordernissen entsprechend angefertigt. Die S#ulendimensionen sind der
Ubersichtlichkeit halber im Ergebnisteil jeweils der Beschreibung der einzelnen Trenn-
schritte zugefiigt. Im Folgenden wird auf die prinzipielle Bau und spezielle Funktions-
weise der angefertigten sog-, schwerkraft-, und druckbetriebenen S#ulen niher einge-

gangen.

2.5.2 Sogbetriebene Séulen

Die sogbetriebenen Siiulen, die fiir die Vakuumflilssigkeitschromatographie (vacuum
liquid chromatography: VLC) verwendet wurden, &hnelten in der Bauweise sehr den
schwerkraftbetriebenen Séulen. Da die Belastung hher war, waren sie aus einem Glas
mit einer dickeren Wandung gefertigt als die schwerkraftbetriebenen Sdulen. Im Unter-
schied zu diesen, war an der Unterseite kein Hahn angeflanscht, sondern ein Norm-
schliff 15/13. Hieriiber konnte die Séule mit einer angefertigten Vorrichtung verbunden
werden, die einerseits die Anlage des Vakuums an die Sdule, andererseits das Auffan-
gen des Eluates in einem Schliffkolben an der Unterseite dieses Vakuumzwischenstiicks

erlaubte. Der Durchmesser der Siulen betrug jeweils 4cm.

2.5.3 Schwerkraftbetriebene Siulen

Die verwendeten schwerkraftbetriebenen Siulen bestanden aus einem Siulenunterteil
mit einer gezogenen Spitze, in die ein Teflonhahn eingeltitet war; dariiber befand sich
eine Glasfritte der PorengriBe 3. Am oberen Ende war ein Normschliff eingelétet, mit
dessen Hilfe die Séule um ein weiteres Stiick verlingert werden konnte. Der Durchmes-

ser der Siulen betrug jeweils 4 cm.

2.5.4 Druckbetriebene Sdulen

Die druckbetriebenen Mitteldruckfliissigkeitschromatographiesiulen (mean pressure
liquid chromatography: MPLC) variierten im Durchmesser zwischen 0,8 em und 4 cm,

wie auch in der Liinge zwischen 30 cm und 55 cm. Allen Séulen war die Bauweise aus
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Glas gemein, um die Chromatographie beobachten zu kénnen. Bei der MPLC war der
Druck durch die Belastungsgrenzwerte des Teflonschlauchmaterials auf ca. 50 bar limi-
tiert. Der druckdichte Abschluss der Séulen wurde durch die Spreizung und damit das
Anpressen einer doppelt konisch gearbeiteten Teflonlamelle gegen die innere Wandung
erreicht. Der Grad des Anpressdruckes konnte durch ein Gewinde im Stempelkopf regu-
liert werden, so dass es mijglich war, trotz dichten Abschlusses den Stempel bei Bedarf
noch zu bewegen. Die Fixierung erfolgte entweder mittels einer Teflonkrampe, die un-
ter das umgekrempte SHulenende geklemmt mittels einer Siulenkopfhiilse den Stempel

hielt, oder durch das Einspannen der S#ule in eine Stahltrigerkonstruktion.
2.5.5 Fiillen der Siiulen und Besonderheiten der Elution

2.5.5.1 VLC-Siulen (sogbetriebene Siule)

Bei der VLC dienten iiber der Glasfritte zwei Membranfilter mit einer dazwischen lie-
genden Schicht von etwa 5 mm Seesand als unterer Abschluss der Saule. Um das Sor-
bens oder die Probe bei der Aufgabe des Elutionsmittels nicht hochzuwirbeln, bestand
der obere Abschluss der S#ule aus einem Filter und einer diinnen Schicht Watte, auf die
wiederum ca. 2 cm dick Seesand aufgestreut war. Das Elutionsmittel wurde nicht direkt
auf die Siule geschiittet, sondern auf einen iiber den Seesand gehaltenen Glasstempel.
Das Befiillen der Stiule erfolgte, um quer- oder lingsgerichtete Entmischungen des Ma-
terials durch Schiitteln zu verhindern, durch Einschlemmen einer methanolischen Sus-
pension des Sorbens. Sodann wurde die Sdule nach Prikonditionierung mit Ethanol zur
Vermittelung der Mischung der Lsemittel mit zwei Sdulenvolumina Hexan &qui-
libriert.
Fiir die Trennungen wurde in Anlehnung an Coll [27, 90] oben beschriebene Glasappa-
ratur konstruiert, die es erlaubte, durch Anschluss eines durch einen Hahn regulierbaren
Vakuums das Eluens beschleunigt durch die S#ulenpackung zu ziehen und direkt in
einem Schliffkolben aufzufangen. Dies allein wiire durch die Schwerkraft aufgrund der
Packungsdichte nicht mehr méglich gewesen. Die Besonderheiten im Unterschied zur
Literatur [97] bestanden in Folgenden:
1. Es wurde diejenige Packungshohe ermittelt, bei der mit einer Membranpumpe
das Losemittel der hiichsten Viskositiit, im gegebenen Falle Wasser, gerade noch
iiber die S#ule transportiert werden konnte. Die Sdulen, die anhand der erworbe-
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nen Kenntnisse neu konstruiert wurden, hatten daher erheblich gréBere AusmaBe
und erlaubten eine groBte Packhdhe von bis zu 100cm Cellulose, wodurch es bei
einem maximalen Durchmesser von 14 cm moglich war, bis zu 1,5kg Sorbens
Zu verwenden.

2. Im Gegensatz zur Literatur wurden die Sdulen auf der jeweils ersten Trennstufe
bis zu einem Verhiltnis Probe zu Sorbens von 1:2 iiberladen. Es wurde jedoch
darauf geachtet, die Séulen nicht zu tiberlasten. Im Sinne der oben vorgestellten
Trennstrategie waren jeweils so genannte Recyclingchromatographieschritte ini-
tial geplant, d.h. die Wiederholung der durchgefiihrten Chromatographie unter
denselben Bedingungen nach Aufgabe des als wirksam getesteten Teils des Elu-
ates. Auf dieses Vorgehen wurde jedoch verzichtet, da die erhaltenen Substanz-
peaks nicht nennenswert verbreitert waren und das Probengewicht um mehr als
vier Fiinftel verringert werden konnte. Der Recyclingchromatographie wurde
daher der Wechsel des Sorbens vorgezogen.

3. Die Proben wurden auf einen Anteil des Sorbens adsorbiert, der dann als oberste
Schicht nach Trocknung auf die &quilibrierte Siule aufgetragen wurde, dariiber
Filter und Seesand.

Die Elution erfolgte schrittweise unter Anwendung von Stufengradienten, wobei das
Elutionsvolumen der einzelnen Fraktionen durch die maximale KolbengriBe vorgege-

ben war, die dem anliegenden Vakuum noch standzuhalten schien.

2.5.5.2 Gelpermeationschromatographie (schwerkraftbetriebene Siule)

Bei der Gelchromatographie wurde das Sorbens, in der vorliegenden Arbeit
Sephadex LH-20, in einem groBen Messbecher mit der mobilen Phase Methanol : DCM
1:1 dquilibriert, und dann in die S#ule gefiilit.

2.5.5.3 MPLC-Siulen (druckbetriebene Siule)

MPLC-S#ulen wurden, um Sedimentationseffekte und damit die Entmischung von Par-
tikeln verschiedener Grife bei der SHulenpackung mdglichst gering zu halten, unter
Anwendung der so genannten Hochviskosititsmethode befiillt. Hierzu wurde das Sor-
bens mit einem organischen Losungsmittel, wie z.B. Isopropanol, aufgeschwemmt und

in die Siule ein geschlemmt. Eine miglichst dichte Packung wurde durch das sofortige
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VerschlieBen der Séule und Durchdriicken von Isopropanol unter der héchstmglichen,
durch die Haltbarkeit des Teflonmaterials drucklimitierten Flussrate erreicht. Der Vor-
gang wurde dann abgebrochen, wenn sich bei konstanter Durchflussrate der aufzuwen-
dende Pumpendruck nicht weiter erhthte und das Packungsvolumen sich nicht weiter
verringerte. Das durch den Pressvorgang freigewordene S#ulenvolumen wurde unter
Wiederholung der Prozedur ebenfalls gefiillt.

2.6 Vakuumfliissigkeitschromatographie

Die VLC wurde mit den oben nidher beschriebenen Sdulen ausschlieBlich als Nor-
malphasenchromatographie, d.h. unter Anwendung polarer Sorbentien, zur groben Vor-
trennung der groBen Extraktmengen benutzt. Sowohl zur Aufirennung des Extraktes
JR1 als auch zur Auftrennung des Extraktes JR2 wurde zunichst an mikrokristalliner
Cellulose, und im zweiten Schritt an Kieselgel 60, einem gebrochenen, asphirischen
Material einer KorngriBe zwischen 32-63 um und einer PorengriiBe von 60 A separiert.
Die Oberfliche dieses Kieselgels ist mit Silanogruppen (SiOH) bedeckt, tiber die mit
polaren Gruppen des zu trennenden Gemisches temporidr Wasserstoffbriicken bzw. Di-
pol-Dipol-Wechselwirkungen gebildet werden. Dies stellt den eigentlichen Adsorpti-
onsvorgang dar [27, 90].

An beiden Materialien wurde eine Stufengradientenelution durchgefiihrt, mit einer elu-
otropen Reihe, die von Hexan liber Diethylether, Ethanol, Methanol bis hin zum Wasser
reichte. Das Vakuum wurde mittels einer Membranpumpe hergestellt. Die zu trennen-
den Substanzgemische wurden als Verreibung mit dem Sorbens in Pulverform auf die
S#ule aufgestreut; Teile der eluierten Fraktionen konnten direkt ohne Aufkonzentrie-

rung zur Kontrolle auf die DC-Platten aufgetragen werden.

2.7 Molekularsiebchromatographie

Die einzige Anwendung der klassischen S&ulenchromatographie bestand in einer hydro-
statische S#ulenchromatographie: der Gelchromatographie. Anders als bei der Vertei-
lungschromatographie. die auf einem unterschiedlichen Lislichkeitsverhalten der zu
trennenden Substanzen beruht, oder bei der Absorptionschromatographie, das auf Pola-

rititsdifferenzen basiert, tritt bei diesem dritten Trennprinzip keinerlei Wechselwirkun-
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gen zu der stationfiren Phase auf. Vom physikalischen Standpunki aus betrachtet ist ei-
gentlich keine stationéire Phase vorhanden, obwohl die Siule mit einem portsen Fest-
stoff gefiillt ist. Denn diese auch Ausschlusschromatographie genannte Methode trennt
Molekiile nach ihrer GrisBe.

Die Gelchromatographie wurde von Jerker Porath und Per Flodin 1959 entwickelt [94].
Als Trennmaterial dienen polymere Gele, z.B. Dextrane oder andere Stoffe mit definier-
ten Porengriifien. Der Name Sephadex entstand aus Seperation, Pharmacia (pharmazeu-
tischer Firmenname, Uppsala, Schweden), Dextran.

Die Trennung beruht auf der unterschiedlichen Eindringmdéglichkeit und —dauer von
Probenmolekiilen unterschiedlicher GréBe in die Poren. So unterscheiden sich Molekii-
le, die in die Poren eindringen kiinnen, von Molekiilen, die zu groB sind, um in die Po-
ren einzudringen. Letztere Molekiile werden ausgeschlossen und treten als erste aus der
S#ule aus. Diejenigen Molekiile, die in die Poren des Gels eindringen, werden somit
zeitweise aus dem Eluentenstrom entfernt und bewegen sich innerhalb der Poren nur
mit Diffusionsgeschwindigkeit fort. Sie treten deshalb spéter aus der Siule aus als die
ausgeschlossenen Molekile. Je kleiner ein Molekill ist, desto tiefer kann es in die Poren
eindringen. Aus diesem Grund ist innerhalb der nicht ausgeschlossenen Molekiile eine
Klassifizierung nach MolekiilgroBen moglich, weshalb man die Chromatographie als
auf einem inversen Siebeffekt beruhend bezeichnet. Die sehr kleinen Molekiile des Elu-
tionsmittels kdnnen den Triiger vollstindig durchdringen und treten somit als letzte
Stoffgruppe aus der Séule aus. Ein Anbringen eines Vakuums ist bei diesem Tréger je-
doch nicht méglich, da dies sein Grundgeriist veriindern wiirde und somit seine Trenn-
leistung in Mitleidenschaft ztge. Daher ist seine Sdulendimension von der Schwerkraft
begrenzt.

Da sich in den beiden der Gelchromatographie vorgeschalteten Auftrennungsschritten
die aktiven Fraktionen als im Spektrum der angewendeten Elutionsmittel relativ unpola-
ren Bereich befindlich herausgestellt hatten, wurde anstelle eines hydrophilen Dextran-
gels, wie Sephadex G oder anstelle von Polyacrylamid, ein organophiles Material ge-
wiihlt, das so genannte Sephadex LH-20. Das genannte Material stellt ein gebrochenes
Dextran-Epichlorhydrinderivat dar, das durch Hydroxypropylierung verethert wurde.
Das zu trennende Substanzgemisch wurde jeweils als hochkonzentrierte FlieBmittell-
sung auf den Sdulenkopf aufgebracht. Um die Molekularsiebeigenschafien des Materi-

21



als besonders auszunutzen, wurde eine Mischung aus Methanol zu Dichlormethan 50:50
v:v gewihlt. Wasser enthaltende FlieBmittel adsorbieren an das Gel leichter als Metha-
nol und lassen so die Molekularsiebeigenschaften zugunsten von Verteilungsvorgiingen
in den Hintergrund treten. Noch weniger polare Lésungsmittel als polarere Komponente
des FlieBmittels wurden verworfen, da sich das Gemisch darin weniger gut ldste, Es
wurden Fraktionen zu jeweils 10 ml mit einem Endlosfraktionssammler aufgefangen.

Die Kontrolle erfolgte wie beschrieben per DC.

2.8 Verteilungschromatographische Methoden:
Fliissiggegenstromchromatographie

Die beiden in dieser Arbeit verwendeten Fliissigkeitsgegenstromchromatographie-
verfahren, die Trdpfchengegenstromchromatographie (droplet countercurrent chroma-
tography: DCCC), und die Hochgeschwindigkeitsgegenstromchromatographie (high
speed coil countercurrent chromatography: HSCCC), stellen rein verteilungschroma-
tographische Methoden dar. Diese Verfahren beruhen auf dem Prinzip der Verteilung
von Substanzen zwischen zwei, oder in komplizierteren Fillen auch drei nicht mischba-
ren Phasen, wie es im einfachsten Fall beim Ausschiitteln einer Substanz im Scheide-
trichter vorliegt. Wenn eine Substanz in einer Fliissigkeit besser loslich ist als in der
anderen, kommt eine Trennung dem Nemstschen Verteilungssatz folgend zustande:

o STt mit K temperaturabhiingig

C Substanz in Phase 11

Das AusmaB der Trennung héingt cinzig davon ab, wie hoch der so genannte Trennfak-
tor ist, der angibt, um wie viel besser oder schlechter eine Substanz sich in einer Phase
l6st als eine andere. Ist der Trennfaktor zu klein, um mit einer oder mehreren Ausschiit-
telungen eine adiquate Separation zu erreichen, knnen die Ausschiittelvorgéinge auto-
matisiert werden. Es liegt dann eine Extraktion einer Substanz aus einer Phase in eine
andere {iber viele Stufen vor.

Bei den in der vorliegenden Arbeit angewandten Verfahren handelt es sich um zwei
Apparaturen zur Durchfiihrung kontinuierlicher Verteilungschromatographien. In Vor-
versuchen wurden die fiir die gewiinschten Zwecke idealen Zweiphasensysteme ermit-

telt. Sie sollten:
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. mibglichst gleiche Anteile von Unter- und Oberphase ergeben, um bei einem zu

grofien Ungleichgewicht nicht zu viel Lésungsmittel zu verbrauchen;

. sich nach dem Schiltteln méglichst rasch wieder entmischen, um eine mbglichst

rasche Vorbereitung der Versuche zu ermbglichen;

3. mdglichst wenig giftig sein,

und fiir die Trennungen noch komplexer Substanzgemische méglichst gleiche
Anteile der Substanzen der Probe in Ober- und Unterphase |Gsen.

Dieser Punkt widerspricht auf den ersten Blick dem Prinzip der effektiven Trennung mit

der vorliegenden Methode, da dem Anschein nach bei gleicher Loslichkeit in beiden

Phasen keine Trennung erreicht wird. Allerdings waren zwei verschiedene Ausgangssi-

tuationen zu beriicksichtigen:

1.

Die Methode wurde als Feintrennungsmethode angewendet, bei der lediglich
wenige Substanzen voneinander getrennt werden sollten, so wurde darauf geach-
tet, dass der Trennfaktor méglichst hoch war. Dies wurde per DC ermittelt.

Auflerdem wurde die Methode angewendet, um noch relativ komplexe Gemi-
sche voneinander zu trennen. Hierbei sollten vor Beginn der Ausschiittelung
gleich viel der Substanzen in Ober- und Unterphase gelGst sein, um nicht nur
wenige Substanzen mit einem viel htheren bzw. niedrigeren Trennfaktor von
der Hauptmasse abzutrennen, sondern alle Substanzen iiber eine moglichst grofle

Strecke méglichst weit voneinander zu separieren.

Um den im letzten Punkt beschriebenen Effekt zu erreichen, wurden verschiedene

Zweiphasensysteme hergestellt und die zu trennende Fraktion im Scheidetrichter in bei-

den Phasen geldst. Die Einschitzung der Verteilung auf Unter- und Oberphase erfolgte

anhand DC-Kontrollen. Es wurden folgende FlieBmittel getestet:

a)
b)
c)
d)
e)
f

g)
h)

Dichlormethan/Methanol/n-Propanol/Wasser im Verhiltnis von 9:12:1:8 viviviv
Benzol/Chloroform/Methanol/Wasser im Verhiltnis von 5:5:7:2 viviviy
Toluol/Chloroform/Methanol/Wasser im Verhiiltnis von 5:5:7:2 viviviv
Hexan/Diethylether/n-Propanol/Ethanol/Wasser im Verhiltnis von 4:8:3:5:4 viviviviy
Hexan/Ethylacetat/n-Propanol/Ethanol/Wasser im Verhiiltnis von 4:8:3:5:4 vivivivey
Hexan/Ethylacetat/Nitromethan/Methanol im Verhiltnis von 8:2:2:3 viviviv
Heptan/Aceton/Methanol im Verhiiltnis von 5:1:4 vaviy
Heptan/Dichlormethan/Acetonitril im Verhiltnis von 10:3:7 viviv
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Letztlich verwendet wurden dann die folgenden FlieBmittel (FM):
e FM A n-Heptan — Aceton — Methanol; 5:1:4
e« FMB n-Heptan — Dichlormethan — Acetonitril; 10:3:7
e FMC Toluol - Methanol — Chloroform — Wasser; 5:7:5:2
¢« FMD Benzol - Chloroform - Methanol — Wasser; 5:5:7:2

Die beiden letztgenannten FlieBmittel kamen trotz ihrer extrem hohen Toxizitét in vier
Fillen zum Einsatz, da sie im fraglichen Fall im Gegensatz zu den anderen getesteten

Zweiphasensystemen nahezu ideale Trenneigenschaften boten.

2.8.1 Tripfchengegenstromchromatographie

Das Prinzip dieser Methode besteht darin, eine mobile, fliissige Phase durch eine mit
stationirer fliissiger, mit der mobilen Phase nicht mischbaren Phase gefiillten Glassiule
zu pumpen, ohne dass die in der S#ule befindliche Phase vor der zu pumpenden Fliis-
sigkeit hergeschoben wird. Dieser Effekt entsteht dadurch, dass sich innerhalb der Glas-
siiule am Einlass kleine Trispfchen bilden, die in der stationiiren Phase aufsteigen, wenn
sie leichter als diese sind, oder herunterfallen, falls sie schwerer sind. Damit die mobile
Phase also im erstgenannten Fall nicht auf der stationdren bzw. im letztgenannten unter-
halb der stationiiren Phase liegen bleibt, und nicht die stationfire Phase jeweils am ande-
ren Ende, also entweder oben, oder unten, aus der Séule treibt, muss eine leichtere Pha-
se von unten, und eine schwerere Phase von oben eingelassen werden. Auf diese Weise
bleibt die stationiire Phase in der S#ule, und die mobile Phase kann im erstgenannten
Fall in Form von Tripfchen wie viele kleine Ballons aufsteigen, im letztgenannten wie
Regentropfen herabfallen. An der Oberfliiche der Tripfchen findet die Verteilung statt
[62, 63, 86].

Im vorliegenden Fall wurden die Trennungen mit einem DCC Chromatographen 670
der Firma Biichi durchgefiihrt. Dieses Gerit ist mit 288 hintereinandergeschalteten ver-
tikal angeordneten Borosilikat-GlasrShrchen, die in sechs Rahmen aufgehéingt sind,
ausgestattet. Das untere Ende einer Séule ist jeweils iiber einen Teflonschlauch mit dem
oberen Ende der vorhergehenden Siiule verbunden. Die Probenaufgabe erfolgte iiber ein
10 ml fassendes senkrechtes Schaurohr am Siulenbeginn, das um 180° gekippt werden
kann. Diese Kippvorrichtung ermiglicht das Arbeiten im auf- oder absteigenden Mo-
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dus. Im Falle des aufsteigenden Modus wurde das Schaurohr so gekippt, dass der Aus-
gang nach oben zeigt und dieser zum unteren Ende der ersten Séule filhrte. Wurde im
absteigenden Modus gearbeitet so wurde das Schaurohr um 180° gekippt, der Ausgang
erfolgte nun nach unten und filhrte zum oberen Ende der letzten Siule. Gleichfalls er-
méglichte das Schaurohr, dass schon vor Beginn der Chromatographie iiber eine Pro-
benschleife die Probe auf die Séule gegeben werden konnte, ohne dass sie schon in die
S#ule transportiert wurde. Als Pumpe fiir den Transport der mobilen Phase durch das
Geriit kam eine Knauer HPLC-Pumpe zum Einsatz; tiblicherweise betrug das Fraktions-

volumen 4 ml, die Flussrate 0.4 ml/min.

2.8.2 Hochgeschwindigkeitsfliissiggegenstromchromatographie

Das Verfahren dieser Chromatographiemethode besteht wie bei der DCCC darin, eine
fliissige mobile durch eine fliissige stationiire Phase zu pumpen, ohne dass diese ausge-
trichen wird. Die Apparatur besteht aus zwei beweglichen Achsen, einer inneren und
einer duBeren. Letztere ist Giber eine Stange mit der inneren verbunden. Die Siule ist
dabei als Spule auf der &uleren Achse horizontal aufgewickelt, um die sie sich, iiber ein
Planetengetriebe angetrieben, gegenlfufig zu der Richtung dreht, in die sie sich insge-
samt um die innere Achse dreht. Bild. Dies ist einfacher beschrieben eine Konstruktion,
die mit einem Krakenkarussell vergleichbar ist. Die stationdre Phase verbleibt aufgrund
der Einwirkung der Zentripetalkraft im Gerdit, da sie immer wieder in der einzelnen
Spulenwindung nach auBen gedriingt wird. Dies gewdhrt ein Austarieren der Spule
durch ein Gegengewicht. Durch die Drehung entstehen Momente, in denen Schwerelo-
sigkeit auftritt, und die mobile mit der stationéiren Phase ,vermischt” wird; im nichsten
Moment treten hohe Schwerkriifte auf, die die beiden Phasen wieder ,entmischen® las-
sen, da die schwerere wie beschrieben in die Spulenwindung nach auBen gedriickt wird,
und die leichtere in Richtung der inneren Achse flotiert. Da die mobile Phase in eine
Richtung gepumpt wird, flotiert sic im Stadium der ,Entmischung” bevorzugt in die
andere Richtung, wo sie dann am Ausgang wieder fraktioniert aufgefangen wird. Auf-
grund der Feinheit der Tropfchen in der diinnen Trennsiule ist die Verteilungsoberfli-
che gréBer als bei der DCCC, weshalb mit dieser Methode effizientere Trennungen
durchgefiihrt werden. Allerdings gilt auch hier, wie allgemein, je feiner die Trennleis-
tung desto limitierte die Kapazitit [101].
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In der vorliegenden Arbeit erfolgten die Trennungen an einem Ito Multilayer Coil Sepe-
rator-Extractor der Firma PC Incorporated, ausgestattet mit einer 300 ml fassenden Tef-
lonsfiule mit einem Innendurchmesser von 1,6 mm. Die Trennungen wurden wiederum
sowohl im aufsteigenden als auch im absteigenden Modus durchgefiihrt; als Pumpe kam
eine HPLC-Pumpe der Firma Waters zum Einsatz. Die Pumpgeschwindigkeit betrug
0,8 ml/min; tiblicherweise wurden Fraktionen eines Volumens von 5 ml aufgefangen.
Die Probenaufgabe erfolgte mit Hilfe der oben beschriebenen Probenschleife, nach A-
quilibrieren des Geriites durch Pumpen des dreifachen SHulenvolumens an mobiler Pha-
s€.

2.9 Adsorptionschromatographische Methoden

Als adsorptionschromatographische Methode wurde die Mitteldruckfliissigkeits-
chromatographie (MPLC) angewendet. Diese Form der Séulenchromatographie, bei der
die mobile Phase mittels Druck von 1 040 bar befirdert wird, wurde vornehmlich als
Adsorptionschromatographie, aber auch iiberlappt von Verteilungs- und Gelchroma-
tographiceffekten eingesetzt. Sie kam ab der fiinften Trennstufe zur Anwendung, teil-
weise abwechselnd mit gegenstromchromatographischen Methoden. Da die Trennleis-
tung von der Trennstufenhhe direkt abhéingig ist, wurden, van Deemter folgend, die
nach genannten Optimierungen vorgenommen.

Wie oben erwiihnt, erfolgte die Probenaufgabe meist direkt in etwas Eluens gelst auf
den getffneten Siulenkopf, Die Losung wurde dann im Sdulenkopf im Lufistrom abge-
dampfi, bevor die Siule wieder geschlossen wurde. Auf diese Weise wurden wesentlich
schmalere Banden erzielt als unter dem Einsatz der Probenschleife, da die Substanzen
der Probe sich schon vor der Adsorptionschromatographie sukzessive ihrer Loslichkeit
nach im iiber den S#ulenkopf laufenden Eluensgradienten verteilten.

Als Sorbentien wurden wesentlich feinere und kleinporigere Materialien verwendet als
bei den Vortrennungen in der VLC. Somit wird die Trennstufenh&he vermindert und die
Trennleistung erhiht. Um eine mdglichst dichte Packung des Sorbens in der S#ule zu
erzielen, wurde es als Aufschlemmung, wie oben beschrieben, mit dem hdchstmégli-
chen erreichbaren Druck in die Séule gepresst.

Vor dem endgiiltigen Einsatz der gepackten Sdulen wurden jeweils Vorversuche durch-

gefithrt, anhand derer die bei hiichster zu erreichender Packungsdichte hiichstmiigliche
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Fiillhéthe ermittelt wurde, bei der unter den bendtigten Bedingungen der MPLC noch
gerade eine Elution des viskdsesten der verwendeten Lisemittel méglich war. Die Lon-
gitudinaldiffusion der Teilchen, d.h. die Geschwindigkeitsvektoren der Partikel entlang
der Lingsachse, welche nach van Deemter zur unerwiinschten Bandenverbreiterung
beitragen, konnte aufgrund der vernachldssigbar geringen Liinge der eingesetzten Sku-
len ignoriert werden. Im Gegenteil, obgleich eine Steigerung der Flussgeschwindigkeit
diesen Faktor entscheidend zum Positiven verbessert, konnte sie so niedrig gewiihlt
werden, wie es mit den zur Verfligung stehenden Geriiten iiberhaupt miglich war.
Die niedrigen FlieBgeschwindigkeiten wurden gewihlt, um die Stagnation von zu tren-
nenden Massen an den Oberflichen der mobilen Phase, und die Stagnation von Masse
in den Poren des Materials, also durch den in diesem Falle unerwilnschten Molekular-
siebeffekt, midglichst gering zu halten. Die beiden hier genannten Effekte liberwiegen
bei kurzen Sdulenlingen die negativen Auswirkungen der durch die niedrigen FlieBge-
schwindigkeiten erhihten Longitudinaldiffusion.
Da die unterschiedlichen in der jeweiligen Fraktion vorhandenen Substanzen je nach
Polaritéit und Lislichkeit meist unterschiedlich stark adsorbiert und desorbiert werden,
ktinnen sie voneinander getrennt werden. Es wurde jeweils ein FlieBmittel mit mg-
lichst geringer Viskositéit gewdhlt, um den schnellen Ablauf der Adsorptions- und De-
sorptionsvorgiinge an das und von dem Material zu gewihrleisten.
Es wurde sowohl isokratisch als auch mittels Gradienten eluiert. In den Fillen, in denen
zuniichst isokratisch gearbeitet wurde, schloss sich jedoch immer ein Gradient hin zu
dem Elutionsmittel mit der hiichsten Elutionskraft an, um sicherzustellen, dass kein
Riickstand der Probe auf der S&ule verblieb. Es kamen sowohl Mormal- als auch Um-
kehrphasen zum Einsatz. Letztere besitzen durch ihre an der Kieselgeloberfliche ge-
bundenen Alkylreste hydrophobe Eigenschaften. So wurden Gradienten von beispiels-
weise Hexan zu Isopropanol fiir die Normalphasenchromatographie und Gradienten von
Wasser hin zu Diethylether bzw. Acetonitril fiir die Umkehrphasenchromatographie
gebraucht. Anwendung fanden folgenden Sorbentien:

s Umkehrphase: LiChroprep RP-18, 15-25 ym

e Normalphase: LiChroprep Si 60, 15-25 um, 60 A

e Cyanophase: LiChrospher CN 100, 10 pm
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Hierbei kamen Umkehrphasen trotz ihrer im Vergleich zu Normalphasen geringeren
Beladungskapazitiit zur groben Aufreinigung komplexerer Gemische auf der flinfien
Fraktionierungsebene zum Einsatz. Die Normalphasen wurden ab der siebten Trennstu-
fe wieder verwendet. Bei LiChrospher CN 100 handelt es sich um durch Einfithrung
von Cyanogruppen oberflichenmodifiziertes Kieselgel. Es stellte sich als das fiir die
Feinaufirennung geeigneteste Material heraus und wurde, seinen im Vergleich zu Nor-
mal- und Umkehrphasen mittleren Polaritiitsgrad beriicksichtigend, jeweils wie eine
Normalphase mit einem Gradienten von Hexan nach Isopropanol, in manchen Fillen
weiter zum Methanol, eluiert. Obgleich sowohl Ethanol als auch Methanol in Bezug auf
Viskositiit und Elutionskraft geeigneter als Isopropanol gewesen wiiren, wurde auf E-
thanol aus Kostengriinden haufig verzichtet und Methanol deswegen nicht verwendet,
weil es die meisten eingesetzten Trennphasen partiell selbst 1oste.

Als Pumpen kamen zwei HPLC-Pumpen der Bauart 510 von der Firma Waters zum
Einsatz, die iiber einen Computer angesteuert wurden. Die Gradientenmischung erfolgte
dabei auf der Hochdruckseite der Pumpen. Die UV-Detektion erfolgte bei einer Wellen-
ldnge von A =210 nm mit einem Detektor der Firma Knauer die Aufzeichnung der Gra-
dienten und der UV-Absorption mit einem 2-Kanal-Schreiber 7130 der Firma Hewlett
Packard. Die Fraktionen wurden mit einem Endlosfraktionssammler aufgefangen; bei
Bedarf erfolgte die Peaktrennung anhand der UV-Absorptionsdaten per Hand.

2.10Spektroskopische Methoden

2.10.1 Gaschromatographie/Massenspektroskopie

Die Gaschromatographie (GC)/Massenspektroskopie (MS) wurde ausschlieBlich bei der
Strukturaufkldrung der isolierten Substanzen verwendet. Aliquots der zu messenden
Substanzen wurden, um sie siulengingig zu machen, silyliert. Diese Derivatisierung
erfolgte, indem die im Exsiccator getrocknete Probe, Gblicherweise | mg-5 mg, mit
90 pl Bistrimethylsilyltrifluoressigséiureacetamid (BSTFA), 30 pl TMCS und 30 pl Py-
ridin zun#ichst vermischt, und dann fiir 30 Minuten bei 120°C erhitzt wurde.

Die Messungen wurden mit einem GC-Q Geriét der Firma Finnigan MAT 8230 mit ei-
nem vorgeschalteten GC-Geriit Varian 3400 ausgefithrt. Dieses Geriit war mit einer Typ
DB-5 GC-S#ule ausgestattet. Die Probeneinfithrung erfolgte iber die GC/MS Kopp-
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lung, Triigergas war Helium; es wurde jeweils 1 pl der Probe ohne Split injiziert. Die
lonisation erfolgte mittels Elektrospraymethode; die Polaritiit der lonen war positiv. Die
Beschleunigungsspannung betrug 70 keV:; Der Scanmodus war 100-] 000 m/z. Das
Temperaturprogramm startete bei 100°C, blieb dort fiir eine Minute und steigerte die
Temperatur in Schritten von 8°C bis zur Endtemperatur von 280°C, die fiir 20 Minuten
gehalten wurde, um dann zur néichsten Probe iberzugehen.

2.10.2Kernresonanz-Spektroskopie

Die Kernresonanz-Spektroskopie (Nuclear Magnetic Resonance, NMR) wurde eben-
falls zur Strukturaufklirung der isolierten Fraktionen verwendet [41]. Zur Vorbereitung
der Proben wurden die verwendeten Pasteurpipetten und NMR-Réhrchen zuniichst mit
etwas deuteriertem L&sungsmittel gespiilt und dann fiir zwei Tage im Vakuumtrocken-
schrank getrocknet. Sofort nach Entnahme erfolgte die Aufbewahrung in einen Exsicca-
tor. Ebenso wurde mit der Watte verfahren, durch die die Proben filtriert werden sollten.
Die Proben selbst wurden, bevor sie in einen Exsiccator mit Blaugel unter Vakuum be-
lassen wurden, unter einem Lufistrom abermals getrocknet. Nach Entnahme wurden die
Proben in deuteriertem Methanol oder deuteriertem Chloroform gelst, mit einer Pas-
teurpipette aufgenommen und durch die Watte zur Filtration in die 5 mm-NMR-
Rohrchen gefiillt. Das Volumen betrug jeweils 0,4 ml. Die Angabe der chemischen Ver-
schiebungen, der so genannten &-Werte, erfolgt in der vorliegenden Arbeit in ppm und
die Angabe der Kopplungskonstanten, der so genannten J-Werte, in Hertz, nach An-
wendung der von [58] beschriebenen Methode der Verwendung der L&semitielpeaks als
internem Standard.

Die Aufnahme der Spektren erfolgte in der NMR-Abteilung des Institutes fiir Organi-
sche Chemie der Westfiilischen Wilhelms-Universitit unter der Leitung von Dr. Ber-
gander, an einem Bruker AM 360 Geriit, einem Bruker AMX 400 Geriit und einem Va-
rian Unity 600 Geriit. Die | H-Spektren wurden bei 360 MHz und 600 MHz vermessen,
die 13 C-Spektren bei 90 MHz und 150 MHz [16, 17, 70].

Zusiitzlich wurden, falls erforderlich, noch zweidimensionale Spektren aufgenommen,
um die Interpretation der eindimensionalen Daten zu erleichtern [11, 12, 77]. Die in

Puls-Fourier-Transform-Technik [117] aufgezeichneten Signale und so erhaltenen Da-
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ten {iber den Freien Induktionsabfall (Free Induction Decay, FID) wurden offline mit

der entsprechenden Software ausgewertet.

2.11Biologische Testmethoden und Zellkultur

2.11.1 Zellkultur

Die Testungen der antiproliferativen und zytotoxischen Aktivititen der gewonnenen
Fraktionen und Extrakte aus Juglans regia im Sinne der aktivitéitsgeleiteten Fraktionie-
rung wurden an immortalen Zellen durchgefiihrt, die aus einem Adenokarzinom des
Dickdarmes und einer Metastase eines malignen Melanoms gewonnen worden waren.
Die Anschaffung von humanen Kolon-Adenokarzinomzellen der Zelllinie CaCo-2 er-
folgte tiber den Vertrieb der . ,Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-
turen® in Braunschweig. Das Auftauen, die Haltung und die Weiterzucht der Zellen ge-
schahen geméB deren Instruktionen. Die Zellen dieses Stammes wurden von einem Pri-
mirtumor des Kolons eines 72-jihrigen Mannes kaukasischer Abstammung 1974 ge-
wonnen und als Zellkultur etabliert. Im Jahr 1983 hinterlegte Professor Bacher, TU
Miinchen, als Erstbeschreiber, die Zellen fiir weitere Forschungen bei der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen [8, 35, 91, 99].

Ebenfalls bezogen wir die Zellen der Zelllinie des malignen Melanoms MelHO von der
..Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen®, Diese von einer Metas-
tase eines malignen Melanoms stammende Zellkultur zeichnet sich durch ihre auBeror-
dentlich hohe Verdopplungsrate, und damit niedrige Verdopplungszeit aus. Die Zellen
dieses Stammes wurden von einem Primértumor des malignen Melanoms einer Frau
1976 gewonnen und exprimieren m-RNA des Onkogens c-myc [61]. Erstbeschreiber
war Dr. H. W. L. Ziegler-Heitbrock, Institut der Immunologie, Universitit Miinchen.
Zum Auftauen und anschlieBender Anzucht der gelieferten Zellen wurden sie in Zell-
kulturmedium aufgenommen und bei 800 g fiinf Minuten lang zentrifugiert. Zum Ge-
frieren der Zellen bendtigte man DMSO. Durch wiederholtes Dekantieren des DMSO
enthaltenden Uberstandes wurde sichergestellt, dass die aufgetauten Zellen kein DMSO
mehr enthielten. Das Zellpellet wurde nach der Zentrifugation im Falle der Zellen des
Dickdarmkarzinoms in 2 ml 10000 IU /ml Penicillin, 10 000 pg Streptomycin und
20% fetales Kiilberserum enthaltendem Medium 199, im Falle der Zellen des malignen
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Melanoms MelHO in die gleichen Zusiitze, allerdings nur 10% FKS, enthaltendem Me-
dium RPMI 1699 suspendiert und jeweils in einem Schilchen mit einer Fliche von
9 cm” bis zur Konfluenz geziichtet. Der Mediumwechsel erfolgte dreimal pro Woche,
alle zwei bis drei Tage. Bei Erreichen von Konfluenz alle fiinf bis sieben Tage folgte
nach dem Ablsen der Zellen, der so genannten Trypsinierung mit einer 0.04-
prozentigen Trypsin/EDTA-Lbsung, die weitere Subkultivierung in Kulturflaschen.
Die Haltung der Zellen geschah bei 37°C und 4% CO; und 96% Luftfeuchtigkeit im
Brutschrank. Das Einfrieren einiger Zellkulturproben zu Beginn ermdglichte immer mit
Zellen zu arbeiten, die sich zwischen der sechsten und etwa vierzigsten Generation be-
fanden. Zur Durchfilhrung der Versuche wurden die Zellen nach Bedarf jeweils direkt
auf 96-well Mikrotiterplatten, auf Platten mit 24 Vertiefungen und zur Zellziihlung auch
auf Schalchen von 9 cm? Fliicheninhalt ausgesit.

2.11.2 Bestimmung der DNA-Syntheserate
per Tritiumthymidin-Einbaumethode

Die Untersuchung der Proliferation anhand der Bestimmung der DNA-Syntheserate
erfolgte nach Nemecek et al. [84]. Das Prinzip besteht darin, dass den Zellen wihrend
der Wachstumsphase ['H]-markierte Thymidinbasen zum Einbau in die DNA angeboten
werden; dieser Einbau kann dann anhand der gemessenen Radioaktivitiit der Zellen
quantifiziert werden. Die Strahlung ist bei diploiden Zellen der Zellteilungsrate, und
damit der Vermehrungsrate der Tumorzellen, direkt proportional.

Ein diinnes Aussiien der Tumorzellen auf 96-well-Mikrotiterplatten gab den Zellen ge-
niigend Platz, um weiter wachsen zu kdnnen. Sie wurden iiber Nacht im Brutschrank bei
37°C und 4% CO, inkubiert.

Am folgenden Tag wird bei Versuchen, bei denen die Beeinflussung stimulierten
Wachstums untersucht werden soll, das Vollmedium durch ein so genanntes serumfreies
Hungermedium, Dulbecco’s Minimal Essential Medium + HAM’s F10 (1:1 v:v) ersetzt.
Nach einer vierstiindigen ,,Hunger*-Periode werden die Zellen mit den zu untersuchen-
den Substanzen stimuliert und fiir 20 Stunden im Brutschrank inkubiert. Fiir eine weite-
re, abschlieBende Periode von vier Stunden werden zwei pCi ["H]-markierter Thymi-
dinbase pro well hinzugefligt.
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Dieses Vorgehen wurde in der vorliegenden Arbeit insofern abgewandelt, als dass keine
das Wachstum stimulierenden Substanzen untersucht werden sollten, sondern der Test
zur Untersuchung der Wachstumshemmung Einsatz fand. Da die Zellen im vorliegen-
den Fall sowieso, ohne Stimulation, wie gewiinscht, in starker Proliferation begriffen
waren, wurden die zu untersuchenden Fraktionen und Extrakte direkt ohne vorheriges
..Hungern* der Zellen und nachfolgende Wachstumsstimulation appliziert. Somit konnte
die Wachstumshemmung direkt untersucht werden, mit unstimuliertem Tumorwachs-
tum zum Vergleich.
Die [*H]-Thymidineinbaureaktion wurde, wie bei Nemecek et al. [84] beschrieben,
durch Absaugen des Mediums und Waschen der Zellen mit

e Phosphatpuffer (PBS),

s Trichloressigsiiure zur endgilltigen Entfernung iiberschiissigen Tritiums und

e einem Ethanol/Ethergemisch (1:1 v:v) zur Fixierung beendet.
Die Lyse der Zellen und somit die Extraktion des in die DNA eingebauten [*H]-
Thymidins erfolgte mit 250 pl 0.5 M NaOH pro Vertiefung. Zur Messung der [*H]-
Thymidin-Einbaurate wurden 100 pl der NaOH-L&sung mit 5 ml Szintillationsfliissig-
keit (Ultima Gold) gemischt und die Anzahl der radicaktiven Ereignisse pro Minute in
einem Szintillationszihler bestimmt. Die [JE-]]-ThyTnidin-Einbaumte wird hier bezogen
auf die Zellzahl als Standard angegeben.

2.11.3Bestimmung der DNA-Syntheserate
mit Hilfe der Bromodeoxyuridineinbau-methode

(5-Bromo-2’-deoxyuridin)

Die Bromodeoxyuridineinbaumethode (BrdU) ist ein weiteres Testverfahren zur Quan-
tifizierung der Zellproliferation. Dieses nicht-radioaktive Verfahren bestimmt die Zell-
teilungsrate, indem die Menge an BrdU, einem Pyrimidinanalogon des Thymidins, das
anstelle von Thymidin in die DNA proliferierender Zellen eingebaut wird, mittels eines
Antiktrpers detektieri. Analog zur Bestimmung der Tritiumthymidin-Einbaurate gilt
auch hier, dass mit der Methode nur dann ein genaues Ergebnis erzielbar ist, wenn die
DNA-Syntheserate wie bei diploiden Zellen proportional zur Vermehrungsrate ist. Nach
dem Vergleich dieser Methode mit der Zellzahlbestimmung im Vorversuch lieB sich die
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vorgenannte Bedingung fiir die gesamte aktivitiitsgeleitete Fraktionierung als gegeben
annchmen.

Die BrdU-Einbaumethode, ein auf der Beschreibung von Porstmann et al. [95] beruhen-
der und sukzessive optimierter [57, 64, 76, 80] Immunoassay der Firma Boehringer er-
laubte in der vorliegenden Arbeit die Bestimmung der DNA-Syntheserate. Die Stimula-
tion der Zellen erfolgte wie oben bereits beschrieben. AnschlieBend fand eine Inkubati-
on der Zellen fiir 30 Minuten mit 10 pl/well BrdU und eine Fixation statt. SchlieBlich
markierte durch eine 90 miniitige Inkubation ein monoklonaler peroxidasegekoppelter
Maus-Anti-BrdU-Antikdrper (Klon BMG 6 H 8) das bis zu diesem Zeitpunkt eingebau-
te BrdU. Nach Entfernen des Oberschilssigen Antik&rpers durch dreimaliges Waschen
mit einem Waschpuffer wurde Tetramethylbenzidin als Substrat fiir die Peroxidase hin-
zugefligt, welches dann in einen blauen Farbstoff umgesetzt und mittels eines Elisa-
Reader quantifiziert werden konnte. Die Menge des gebildeten Farbstoffes verhilt sich
proportional zur Proliferationsrate. Innerhalb der Vorversuche bewihrte sich diese Me-
thode, um sie als ,Bioassay* fiir die ..Bioassay Guided Fractionation® zu verwenden.
Die Griinde hierfiir werden im Teil Vier diskutiert.

2.11. 4 Zytotoxizititstestung

mit Hilfe des Laktatdehydrogenase-Freisetzungstests

Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein zytoplasmatisches Enzym, das unter physiolo-
gischen Bedingungen nahezu ausschlieBlich intrazellulir vorkommt. Bei einer Schiidi-
gung der Zellmembran gelangt es in die Umgebung. Tritt also ein Membranschaden
durch die Einwirkung einer toxischen Substanz auf, wird die Konzentration der freige-
setzten LDH als Korrelat fiir das AusmaB der vorliegenden Schiidigung herangezogen.
Da das LDH in groBen Mengen nur nach dem Tod einer Zelle freigesetzt wird, stellt es
ein indirektes MaB fiir die Anzahl nekrotischer Zellen in einer abgeschlossenen Zellpo-
pulation dar. Die Tumorzellen wurden hierzu auf 96-well-Mikrotiterplatten gleichmiiBig
ausgesit, liber Nacht im Brutschrank bei 37°C und 4% CO; belassen, das Medium er-
setzt, mit den zu untersuchenden Substanzen stimuliert und fiir 19 Stunden inkubiert.
Nach Mischen von 100 pl des nach sanftem Schiitteln abgenommenen Uberstandes mit
100 pl Farbstoffreagenz und einer weiteren Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raum-

temperatur unter Lichtschutz erfolgte die Quantifizierung des durch die Einwirkung der
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LDH auf das zugegebene Tetrazolinsalz entstandenen roten Formazansalzes mittels
Absorptionsmessung bei 490 nm gegen einen Referenzfilter bei 630 nm. Das Prinzip
der Methode ist in der Abb. 2 dargestellt [102].

intrazaellular

Laktat ——— Pyruvat
LDH

P o
NAD"* NADH+H?*

Farbstoff «+—— Farbstoff-
reagenz

Abb. 2:
Veranschaulichung der Zytotoxizitiitstestung mittels LDH-Freisetzungstests.

Die Angabe der Zytotoxizitéit erfolgt hier anhand folgender Formel:

(exp. Wert — negative Kontrolle )
(positive Kontrolle — negative Kontrolle)

Zytotoxizitdt in % =

2.11.5Zellzahlbestimmung mittels der Trypanblau-Methode

Das Prinzip der Tod- und Lebendzellzahlbestimmung mit dem Farbstoff Trypanblau
beruht auf der Blaufiirbung toter Zellen. Die nekrotischen Zellen kisnnen somit licht-
mikroskopisch von den vitalen, gelblich erscheinenden Zellen unterschieden werden.
Die Zellziihlung erfolgte mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zihlkammer. Diese Kammer
ist wie folgt aufgebaut: sie ist 2 mm tief; ein Raster aus Quadraten erster Ordnung mit
einer Kantenllinge von einem mm ist wiederum eingeteilt in 16 Quadrate zweiter Ord-
nung, und jedes davon in 16 Quadrate dritter Ordnung.

Die Stimulation der Zellen erfolgte auch bei dieser Methode wie oben beschrieben.
Nach dem Ablisen der an den Boden der Mikrotiterplatten adhiirenten Zellen durch
Trypsinierung, Uberfithren derselben in Spitzrohrchen und Zentrifugation bei 1 500 g
fiir 10 min wurde der Uberstand dekantiert und die verbliebene Fliissigkeit ausgeschla-
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gen. Exakt 100 pl Medium nahmen die Zellpellets auf. Kurz vor der Zihlung der Zellen
kamen 20 pl einer 0.5%-igen Trypanblau-Lsung hinzu. Die Zellzihlung geschah mit-
tels Ausziihlung von jeweils zwei Quadraten zweiter Ordnung in Dreifachbestimmung
unter dem Mikroskop; teilweise fand eine Auswertung spéiter anhand von Photos statt.
Die Bestimmung der Zellzahl resultierte aus folgender Formel:

Zellzahl _ Zellzahl * » 2500000120

ml 160100
Zellzahl/ml = Zellzahl (Quadrat zweiter Ordnung) x 250000 x 120/ 16 x100
120 = eingesetztes Zellsuspensions-Volumen (100 pl) + Trypanblau-Volumen (20 pl)
16 = Anzahl der ausgezihlten C-Felder
100 = eingesetztes Zellsuspensions-Volumen in pl

250000 = Konstante (Fuchs-Rosenthalzihlkammer)

2.12Verwendete Software und
statistische Auswertung der Daten

Die entwickelten DC-Platten wurden mit der Hilfe eines Flachbrettscanners einges-
cannt, und mit Adobe Photoshop als Datei im tif-Format bzw. jpeg-Format archiviert.
Ubersichtsbildern entstanden mittels Microsoft Power Point, schematische Zeichnungen
mit Hilfe von Corel Draw der Firma Corel. Die Auswertung der aus dem Plattenlesege-
riit direkt in Microsoft Excel eingegeben Daten erfolgte per Diagrammerstellung mit
Excel bzw. mit dem Programm Graph Pad Prism der Firma Graph Pad.

Die NMR-Daten-Auswertung gelang offline mit der NUTS NMR Data Processing
Software der Firma Acorn NMR, Fremont, Kanada.

Die Beurteilung der massenspekiroskopischen Daten resultierte aus der GCQ-Data Pro-
cessing Software der Finnigan Corporation, Bremen. Die Daten wurden mit den Eintra-
gungen der NIST-Substanzbibliothek verglichen.

Eine statistische Auswertung der Daten erfolgte, um das Vorliegen einer wachstums-
hemmenden Substanz in einer oder mehreren Fraktionen zu sichern per Durchfiihrung
des nichtparametrischen Mann-Whitney U-Test flir unverbundene Stichproben. Als
Kontrollstichprobe diente stets eine Serie unbehandelter Zellpopulationen. Ein p < 0,05
wurde als statistisch signifikant angesehen. Die Berechnungen entstanden mit Hilfe der
Graph Pad Prism Software der Firma Graph Pad, San Diego, USA.

35



Material

2.13Extraktion

Ultra Turrax™ Janke und Kunkel KG Typ T 45 N (nach Prof. Willems)
Rotationsverdampfer Rotavapor RE 120, Leitungswassergekiihlt,

Firma Biichi, Flawil, Schweiz
Vakuumpumpe Vakuubrandt MZ 2 C/2.4, Vakuubrandt GmbH, Wertheim
Gefriertrocknungsanlage | Heraeus-Christ Alpha I-5 und Beta 1-16, Osterode

2.14L6sungsmittel/Chemikalien

Wasser

Wasserreinigungsanlage Water
Purification System Milli-Q,
Waters-Millipore, Eschborn

Ethanol 96%

AHK Handelskontor, Lippstadt

Aceton, Chloroform, Dichlormethan,
Dieethylether, Hexan, Methanol,

Qualitit ,,reinst” von den Firmen Merck,

Darmstadt und Riedel-de Haen, Seelze

Chloroform, Dichlormethan,
Dieethylether, Ethanol, Ethylacetat,
Heptan, Hexan, Isopropanol, Methanol

Qualitiit _,fiir die HPLC* (ChromAr®
Qualitit), Firma Promochem, Wesel

Acetonitril, Benzol, Nitromethan, Toluol

Qualitit ., fiir die HPLC* Merck,
Darmstadt

Anisaldehydschwefelsiurereagenz

Essigsiure: Anisaldehyd:rauchende
Schwefelsiure im Verhiltnis von 100:1:2

Anisaldehyd

4 Methroxybenzaldehyd Art.Nr. 822314,
Firma Merck, Darmstadt

2.15Diinnschichtchromatographie

DC Aluminiumfolien, 20 x 20 em

Kieselgel 60 F 254, 0,2 mm Schichtdicke,
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Art.Nr. 1.05554, Firma Merck, Darmstadt

DC-Platten-Entwicklungskammer Firma Desaga. Heidelberg

UV-Lampe Camg-UV-Lampe, Firma Camag, Berlin

2.16 Sdulenmaterial/Glasmaterial

S#ulenmaterial Schott Rshren,
in der Glasbléserei bearbeitet
Glasmaterialien in verschiedenen Qualitiiten und Stirken,
Firma Schott, Mainz
Siulendimensionen: 50 mm/200 mm bzw. 300 mm;
Innendurchmesser/Linge 60 mm/1 000 mm; 94 mm/300 mm;
140 mm/450 mm
MPLC-Séulen 8 mm/550 mm, 9 mm/260 mm bzw.
420 mm:; 50 mm/500 mm
Teflonmaterialien Firma CS-Chromatographie-Service
Rundkolben, Standzylinder Schott Duran, Mainz
Rundfilter S & S Rundfilter Typ 604,
Firma Schleicher und Schiill, Dassel
Membranfilter SM 13400, Firma Schleicher und Schiill,
Dassel
Seesand 27-473-9 —50+70 mesh, Aldrich
2.17 Sorbentien
Mikrokristalline Cellulose Avicel” PH-101, Fluka, Ulm
Kieselgel 60 KorngriBe: 32-63 pm, 60 A,
Art.-Nr:02827, ICN Silica
Sephadex LH-20 25-100 pm, Art.-Nr: 84952, Fluka, Ulm
Normalphase LiChroprep Si 60, 15-25 um, 60 A,
Art-Nr. 9390, Firma Merck
Umkehrphase LiChroprep RP-18, 15-25 pm, Art.-Nr:
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13901, Firma Merck, Darmstadt

Cyanophase

LiChrospher CN 100, 10 pm, Cat.-Nr:
1.19631.0010, Firma Merck. Darmstadt

HSCCC

Ito Multilayer Coil Separator-Extractor,
300 ml Teflons#iule, Innendurchmesser
1,6 mm, P.C. Incorporated, Potomac,
Maryland, USA,

DCCC

DCC-Chromatograph 670,
Firma Biichi, Schweiz

Pumpen

HPLC-Pumpe 64, Knauer, Berlin,
bei VLC: Membranpumpe Art.-Nr 16010,
Vakuubrandt, Wertheim

MPLC

2 HPLC-Pumpen, Bauart 510,
Firma Waters, angesteuert iiber Computer,

Waters Solvent Delivery System

UV-Detektor

Firma Knauer, Berlin; die Aufzeichnung
der Gradienten und der UV-Absorption: 2-
Kanal-Schreiber 7130, Firma Hewlett Pa-
ckard, USA

Vakuumtrockenschrank

TRIVAC, Typ D4B,
Firma Heraeus-Christ, Osterode

Trockenschrank

Typ 1 5028, Heraeus, Osterode

Fraktionssammler

LKB SuperFrac, Pharmacia, Uppsala,
Schweden

Fraktionssammler

Ultrovac I1 2070, Firma LKB Biotech

Analysenwaagen Sartorius MC I, Sartorius RC 250 S, Sar-
torius 2442, Mikrowaage Sartorius 4401,
Firma Sartorius, Gottingen

Ultraschallbdider Sonorex Super RK 106 und RK255, Ban-
delin Elektronik, Berlin

Zentrifugen UJ M1 E, Heraeus Christ, Osterode 5412,

Eppendorf Geréitebau, Netheler und Hinz,
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Hamburg

Gaschromatograph

GC-Q Geriit MAT 8230, GC-Gerit Varian
3400, ausgestattet mit einer Typ DB-5
GC-Séule, Firma Finnigan, Bremen

Bruker AM 360, Bruker AMX 400,
Varian Unity 600, Firma Finnigan,

Bremen

NMR-R&hrchen

5 mm-NMR-Réhrchen, XR-55 RB Thin-
wall, Firma Norell, Mays Landing, NJ,
USA

2.18Biologische Testmethoden und Zellkultur

Membranfilter Porengriife 22 pm, Millipore
Fetales Kiilberserum, Streptomycin Boehringer Mannheim

(10 000 1U/ml), Penicillin (10 000 IU/mI)

Kulturgefifie, -flaschen, -schiilchen, Nunc

Zentrifugenrhrchen, Einmalpipetten

Zellmedien

RPMI 1699, Medium 199, PBS-Puffer,
Gibco

Zelllinien:

MelHO/CaCo 2, Deutsche Sammlung von
Mikrooranismen und Zellkulturen,

Braunschweig

Trypsin-EDTA Solution (1 X)

Cat-Nr. 45 300-27, Life Technologies,
Gibco

BrDU-Kit, LDH-Kit

Boehringer, Mannheim

Trypanblau

Solution 0.4%, T-8154, Sigma

Zihlkammer

Fuchs-Rosenthal
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3 Ergebnisse

3.1 Vorversuche und ihre methodischen Konsequenzen fiir die
aktivitdtsgeleitete Fraktionierung des Extraktes JR2

3.1.1 Zum Einfluss eines wissrigen Extraktes auf die Zahl humaner
Melanom- und Dickdarmkarzinomzellen nach 48-stiindigem

Wachstum mittels der Trypanblau-Methode

%‘ m] Kontrolle 0,005 mg/m
S a{Eg—=N
g ;
Nt Dﬂ!ﬂ'lz-"rrﬂ
: 1
B ' 0,5 mg/ml 5 mg/ml
A A
21 - © ~5
= F =t - L W
Diagramm 1:

Ergebnisse der Zihlung mit verschiedenen Konzentrationen eines wiissrigen Extraktes behandelter und
mit Trypanblau geflirbier Zellen der Linie MelHO. Die Anzahl vitaler Zellen ist durch die gestrichelten
Stiulen, die der nekrotischen durch helle Balken dargestellt. Rechts neben denen der Kontrollexperi-
mente sind die Ergebnisse fiir die Konzentrationen 0,005 mg /0,05 mg /0,5 mg und 5 mg Extrakt dar-
gestellt. Zu sehen ist der wachstumshemmende Effekt des Extraktes, ohne Ansteigen der Zahl nekroti-
scher Zellen (n=11).

Fiir diesen ersten Vorversuch im Herbst 1997 wurde zun#ichst eine kleine Menge eines
wiissrigen Extrakies aus den Bléttern von Juglans regia hergestellt. Dieser Extrakt wur-
de mittels der Trypanblau-Methode an Zellen des malignen Melanoms, MelHO, und
humanen Kolonkarzinoms, Caco-2, auf Zytotoxizitit und wachstumshemmende Eigen-
schaften untersucht. Das Diagramm |: zeigt die Anzahl der Zellen pro Milliliter Kul-
turmedium nach 48-stiindiger Einwirkung von 0,005 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,5 mg/ml und
5 mg/ml des Extrakts im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle.
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Die Anzahl der nekrotischen Zellen belief sich nach der Einwirkung aller untersuchten
Konzentrationen, bezogen auf die Anzahl der vitalen Zellen, etwa gleich hoch wie die
Zahl der nekrotischen Zellen in den Kontrollexperimenten (jeweils p = 0,05). Die leicht
erhsthte Anzahl nekrotischer Zellen nach der Gabe von 5 mg/ml des Extraktes erwies
sich im Vergleich zu den Kontrollexperimenten weder im Falle des malignen Melanoms
noch im Falle des Kolonkarzinoms statistisch signifikant (jeweils p > 0,05), deutete aber
dennoch auf die Miglichkeit einer zytotoxischen Wirkung hoher Dosierungen des Ex-
traktes hin.

Der Extrakt in den drei hiichsten Dosierungen hingegen hemmte das Tumorwachstum
beider Zelllinien deutlich. Wahrend bei der Linie MelHO nach der Einwirkung von
0,005 mg/ml des Extraktes noch 96.7 £6,7% der Zellen der Kontrollgruppe gezihlt
wurden, und somit kein Effekt auf das Proliferationsverhalten der Linie nachweisbar
war (p>0,05), wurden nach Einwirkung der drei h&heren Dosierungen nur noch
44,7 £10,1%, 11,8 £3,9 respektive 10,8 £0,6% der vitalen Zellen der Kontrollgruppe
geziihlt. Diese dosisabhiingige Hemmung der Tumorproliferation war jeweils mit einem
p von p=0,0001 fiir die drei Konzentrationen, verglichen mit den Werten der Kontroll-
gruppe, statistisch signifikant. Sie war bei der Zelllinie MelHO ausgeprégter als bei der
Linie Caco-2.

Aufgrund der giinstigen antiproliferativen Wirkung des Extraktes schien eine Isolierung
der wirksamen Komponente(n) aussichtsreich. Hierbei blieben sowohl die geeigneten
biologischen Testmethoden zur aktivitédtsgeleiteten Fraktionierung als auch das optimale
Extraktionsmittel zur Gewinnung des Wirkprinzips aus dem Walnuss-Laub zu

ermitteln.

3.1.2 Optimierung der Anwendung der Fraktionen

Der erste wiissrige Extrakt, dessen Wirkung oben dargestellt wurde, war aus einer Reihe
gleichartig hergestellter Extrakte ausgewdhlt worden, weil er nach einer Woche Lage-
rung weiterhin steril blieb. Da nicht steril extrahiert werden konnte, waren die meisten
Extrakte und Fraktionen unsteril, und damit nicht in der Zellkultur anwendbar. Die
Miglichkeiten der Sterilisation durch Sterilfiltration, Ultrazentrifugation oder Bestrah-
lung wurden verworfen. Umgangen wurde diese experimentelle Schwierigkeit schlieB-

lich, indem die Stimulationszeit auf 20 Stunden gesenkt wurde, die Zeit, in der eine
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Bakterienkultur noch nicht in eine exponentielle Wachstumsphase eingetreten ist, und
so noch keinen Effekt auf die Ergebnisse hat. Das genannte Vorgehen geschah auf Kos-
ten der Sensitivitiit der Methoden, eine Wachstumshemmung zu detektieren.

Wie spiter gezeigt werden wird, war eine effektive Detektion der gesuchten Substanzen
durch die biologischen Tests aufgrund ihrer hohen Wirkung dennoch moglich. Hinzu
kam, dass im Vorfeld schon zwei Kulturen ausgewihlt worden waren, die eine extrem
hohe Zellteilungsrate aufwiesen.

3.1.3 Auswahl von Verfahren zur Messung von Zytotoxizitit und

Wachstumshemmung

Zur Untersuchung der Zytotoxizitit wurde die Zahlung nekrotischer Zellen mit Hilfe
der Trypanblau-Methode und die Messung der aus nekrotischen Zellen freiwerdenden
Laktatdehydrogenase im Uberstand, zur Untersuchung der Wachstumshemmung die
Bestimmung des [’H]-Thymidineinbaus in die DNA, die Bestimmung des BrdU-
Einbaus in die DNA mittels photometrischer Detektion oder Durchflusszytometer und
die Lebendzellzahlbestimmung mit Hilfe der Trypanblau-Methode in Betracht gezogen.
Trotzdem die Anwendung des Durchflusszytometers simultan zur Toxizitéts- oder Pro-
liferationstestung die Mdglichkeit zur Durchfiihrung erster mechanistischer Untersu-
chungen, wie z.B. der Untersuchung apoptotischer Vorgiinge geboten hiitte, wurde sie
aus folgenden Griinden verworfen: Da sie neben der Durchfiihrung der bei den anderen
Verfahren ebenfalls notwendigen Firbeschritte Trypsinierungs- und Uberfilhrungs-
schritte erfordert hiitte, war sie fiir die Bewiiltigung mehrerer hundert Tests an einem
Tage ungeeignet. Aufgrund der Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins verschiedener,
und mechanistisch betrachtet sicher unterschiedlich wirkender Substanzen wurde gene-
rell auf die Beriicksichtigung der Untersuchung zum Wirkmechanismus in der aktivi-
titsgeleiteten Fraktionierung verzichtet. Sie hiitten die Zahl der durchzufilhrenden Tests
potenziert und so die eigentliche Arbeit unmoglich gemacht. Ebenso blieb die mbgliche
Beeinflussung von spezielleren Wachstumsvorgiingen der Zellen durch die Extrakte
oder Fraktionen auller acht, wie etwa die Beeinflussung von Kernteilungsraten oder die
Proteinbiosynthese. Anhand der verbliebenen Methoden wurden nun verschiedene Ex-
traktionsmittel auf ihre Fihigkeit zur Herausldsung des aktiven Prinzips und der oben
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beschriebenen, bekannten toxischen Inhaltsstoffe der Walnuss aus dem Drogenmaterial
hin untersucht.

3.1.4 Antiproliferativititspriifung der drei Extrakte mittels Zellzahl-
bestimmung durch die Trypanblau-Methode

Zur Herauslsung der aktiven Substanzen aus dem Drogenmaterial dienten erschiipfen-
de Wirbelextraktionen mit DCM, Methanol und Wasser. Die Herstellung des methano-
lischen Extraktes sollte den Wasserextrakt ersetzen, da er erheblich leichter zu handha-
ben ist. DCM wurde als Standardextraktionsmittel auch fiir weniger polare Verbindun-
gen eingesetzL.

Zum Vergleich der antiproliferativen Wirkung wurden alle drei Extrakte an beiden Zell-
linien untersucht. Das Diagramm 2 zeigt die Effekte der Extrakte auf das maligne Mela-
nom, MelHO.
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Diagramm 2:

Ergebnisse der Zihlung mit verschiedenen Konzentrationen von wiissrigen (gestrichelte S#ulen), me-
thanolischen (weiBe Siulen) und DCM- (unterbrochen gestrichelte Séiulen) behandelter und mit Try-
panblau gefiirbter Zellen der Linie MelHO. Darstellung der vitalen Zellen, Die Wirkpotenz nimmt vom
wiissrigen {iber den methanolischen zum dichlormethanolischen Extrakt hin zu, dosisabhiingige Wir-
kung (n=9).

Die Zellzahl nach zwanzigstiindiger Extrakt-Exposition ist jeweils auf der Ordinate, die
Extraktkonzentration auf der Abszisse aufgetragen. Im Falle der Zelllinie MelHO sind
die ICse-Werte fiir den Wasser-, Methanol- und DCM-Extrakt 98,2 £12,2 pg/ml,
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33,6 £8 pug/ml respektive 20 £6,1 pg/ml. Somit erweist sich der DCM-Extrakt als wirk-
samer im Vergleich zum Methanolextrakt. Bei einer Konzentration von 0,064 mg/ml
ergibt sich kein signifikanter Unterschied. Jedoch weisen beide Extrakte eine erheblich
hithere Wirksamkeit auf als der Wasserextrakt; diese Unterschiede sind fiir eine Kon-
zentration von 0,064 mg/ml mit einem p von jeweils p < 0,005 statistisch signifikant.

Im Falle der Zelllinie Caco-2 beliefen sich die ermittelten 1Csp-Werte fiir den Wasser-,
Methanol- und DCM-Extrakt 14284319 pg/ml, 55.9£13,2 pg/ml respektive
48.2 £14.5 pg/ml. Auch hier erweist sich der DCM-Extrakt wirksamer als der Metha-
nolextrakt; wihrend dieser Unterschied bei einer Konzentration von 0,064 mg/ml eben-
falls statistisch nicht signifikant bleibt (p > 0.05), weisen jedoch beide Extrakte eine
erheblich hhere antiproliferative Wirkung auf als der Wasserextrakt; diese Unterschie-
de zeigen mit einem p von jeweils p < 0,005 statistische Signifikanz.

Insgesamt erweisen sich die drei Extrakte auch in diesem Versuch am malignen Mela-
nom wirksamer als an der Zelllinie des Kolonkarzinoms; die Unterschiede erreichen

beim Vergleich der drei Gruppen der 1Cs;-Werte statistische Signifikanz (p < 0,005).

3.1.5 Zytotoxizititvergleich der drei Extrakte mittels Zellzahlbestim-
mung durch die Trypanblau-Methode

Die Zahl nekrotischer Zellen wurde analog zur Lebendzellzahl ermittelt. Das Diagramm
3 zeigt die Effekte aller drei Extrakte auf das maligne Melanom, MelHO. Die Zellzahl
ist jeweils auf der Ordinate, die Konzentration der Extrakte auf der Abszisse aufgetra-
gen. Bei niedrigen Konzentrationen aller drei Extrakte lag der Anteil der nekrotischen
Zellen konstant bei etwa 5-15% aller Zellen. Wie in dem Experiment mit dem urspriing-
lichen Wasserextrakt nahm auch hier die Zahl der nekrotischen Zellen mit zunehmender
Konzentration der Extrakte absolut ab, und stieg bei hSheren Konzentrationen, mit Aus-
nahme des wiissrigen Extraktes, wieder an Diagramm 3.

Dieser Effekt trat beim methanolischen Extrakt ab einer Konzentration von 0,25 mg/ml,
beim DCM-Extrakt ab einer Konzentration von 0.5 mg/ml deutlich hervor. Als Folge
erhishte sich der Anteil der nekrotischen Zellen an der Gesamtzahl der Zellen auf Werte
bis zu 29%. Prozentual, bezogen auf die Anzahl der vitalen Zellen in der jeweiligen
Probe war dieser Effekt sowohl im Falle des Methanolextraktes mit 28,6 +16,6% als
auch im Falle des DCM-Extraktes mit 20,6 £15,8% im Mittel fiir die héchste Konzent-

44



ration, verglichen mit dem Anteil nekrotischer Zellen an der Gesamtzahl von 4,7 3%
respektive 6,6 £4,3% im Mittel fiir die niedrigste Konzentration mit einem p von jeweils
p < 0,005 statistisch signifikant. Bei den Kolonkarzinomzellen, Caco-2, lagen die Ver-
hiiltnisse dhnlich.
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Diagramm 3:

Ergebnisse der Zdhlung mit verschiedenen Konzentrationen von wissrigen (gestrichelte Sdulen), me-
thanolischen (weibe SHulen) und DCM (unterbrochen gestrichelte Sfulen) behandelter und mit Try-
panblau gefirbter Zellen der Linie MelHO. Darstellung der nekrotischen Zellen. Dic absolute An-
zahl der nekrotischen Zellen nimmt insgesamt bei hitheren Konzentrationen ab, jedoch weisen hithere
Konzentrationen der methanolischen und DCM-Extrakte ansteigende Toxizitlit auf (n=9).

Damit war nun deutlich, dass die wirksameren DCM- und Methanolextrakte in htheren
als zur antiproliferativen Wirkung notwendigen Konzentrationen eine zytotoxische
Wirkung aufwiesen. Der beschriebene Riickgang der absoluten Zahl nekrotischer Zellen
mit zunehmender Konzentration der Extrakte wurde auf den Rilckgang der absoluten
Zellzahl zuriickgefithrt: Die ,Mortalitétsrate™ blieb dabei konstant. Durch die relativ
und auch absolut wieder ansteigende ,.Mortalitéitsrate”, die durch Gabe hichster Kon-
zentrationen der mit organischen Lésemitteln, ansatzweise auch mit Wasser gewonne-
nen Extrakte verursacht wurde, spiegeln sich zytotoxische Eigenschaften der Extrakte

wieder.
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3.1.6 Einfluss von DCM-, Methanol-, und Wasserextrakten auf die In-
korporation von [:'HI-Thymidin in die DNA der Tumorzelllinien
An beiden Zelllinien wurde der Einfluss der drei Extrakte auf das [‘H]-
Thymidininkorporationsverhalten untersucht. Im Gegensatz zu den schon beschriebenen
Versuchen wurden aufgrund der hohen Sensitivitiit der Methode mit 1 pg/ml, 10 pg/ml

und 100 pg/ml geringere Dosierungen der Extrakte verwendet. Das Diagramm 4 zeigt
die dosisabhiingige Wirkung der drei Extrakte.
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Diagramm 4:

['H]-Thymidineinbau an Zellen der Linie MelHO, behandelt mit verschiedenen Konzentrationen von
wiissrigen (gestrichelte S#ulen), methanolischen (weille Sulen) und DCM- {unterbrochen gestrichelte
S#ulen) Extrakien. Rechts neben der Kontrolle sind die Ergebnisse fiir die Konzentrationen 1 pg,
10 pg und 100 pg Extrakt pro Milliliter aufgetragen. Deutliche Wirkungen der Extrakie schon bei
Konzentrationen von 1 pg/ml (n = 12).

Auf der Abszisse sind jeweils die applizierten Extraktkonzentrationen in mg/ml ange-
geben, auf der Ordinate der [3H}-T11}rmidincinbau in Ereignissen pro Minute pro
100 000 eingesetzter Zellen. Die 1Cso-Werte betrugen im Falle der Zelllinie des malig-
nen Melanoms fiir den Wasserextrakt 44,9 %72 pg/ml, fiir den Methanolextrakt
6,8 £1,5 pg/ml und fiir den DCM-Extrakt 4,0 £1,2 pg/ml; im Falle der Kolonkarzinom-
zelllinie Caco-2 betrugen sie fiir den Wasserextrakt 48,3 £11,3 pg/ml, fiir den Metha-
nolextrakt 11,1 £3.6 pg/ml und fiir den DCM-Extrakt 8,9 2 4 pg/ml. Der wirksamste
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Extrakt war somit der DCM-Extrakt, der wenig wirksamer war als der Methanolextrakt.
Beide jedoch waren erheblich wirksamer als der wiissrige Extrakt.

Im Falle des malignen Melanoms unterschieden sich die Wirkstirken des methanoli-
schen und des DCM-Extraktes bei der Konzentration von 10 pg/ml statistisch mit einem
p > 0,05 nicht signifikant, jedoch war sowohl die Wirkstirke des DCM-Extraktes, als
auch die des Methanolextraktes jeweils mit einem p < 0,05 verglichen mit der Wirkstéir-
ke des Wasserextraktes statistisch signifikant griBer. Die Ergebnisse bei der Zelllinie

des Kolonkarzinoms, Caco-2, waren dhnlich.

3.1.7 Einfluss von DCM-, Methanol-, und Wasserextrakten
auf die Inkorporation von Bromodesoxyuridin in die DNA der

Tumorzelllinien

An beiden Zelllinien wurde, analog zu dem [*H]-Thymidin-Einbau, der Einfluss der drei
Extrakte auf das BrdU-Inkorporationsverhalten untersucht. Das Diagramm 5 zeigt die
dosisabhiingige Wirkung der drei Extrakte. Auf der Ordinate ist der BrdU-Einbau als
Funktion der Absorption des Lichtes bei 405 nm iiber der Abszisse aufgetragen, auf der
rechts neben der Kontrolle die drei Konzentrationen angegeben sind. Die 1Csp-Werte
betrugen im Falle der Zelllinie des malignen Melanoms flir den Wasserextraki
96,4 +18,2 pg/ml, fiir den Methanolextrakt 37 +15,3 pg/ml und fiir den DCM-Extrakt
35,9 £12,2 pg/ml. Im Falle des Kolonkarzinoms Caco-2 betrugen die Werte fiir den
Wasserextrakt 135,5 27,8 pg/ml, fiir den Methanolextrakt 50,1 £17,1 pg/ml und fiir
den DCM-Extrakt 44,2 £10,3 pg/ml. Auch in diesen Versuchen verhielt sich der DCM-
Extrakt als der wirksamste Extrakt, der sich als etwas effektiver als der Methanolextrakt
zeigte; beide jedoch die Wirkstiirke des wiissrigen Extraktes erheblich iibertrafen. Die
Ergebnisse der statistischen Tests zum Vergleich der Wirkstérken der Extrakte bei den
Extraktkonzentrationen von 100 pg/ml emtsprachen denen der Tests aus dem Triti-
umthymidin-Einbauexperiment. Die Wirkstiirken des Dichlormethan- und des Metha-
nolextraktes unterschieden sich mit einem p von jeweils p > 0,05 nicht, iibertrafen je-
doch die des Wasserextraktes jeweils statistisch signifikant (p < 0,05).
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Diagramm 5:

Bromodesoxyuridineinbaustudie an Zellen der Linie MelHO, behandelt mit verschiedenen Konzentra-
tionen von wissrigen (gestrichelte SHulen), methanolischen (weilie S#ulen) und DCM- (unterbrochen
gestrichelte Sulen) Extrakten. Rechts neben der Kontrolle sind die Ergebnisse fiir die Konzentratio-
nen | pg, 10 pg und 100 pg Extrakt pro Milliliter aufgetragen. Im Vergleich zum Tritiumthymidinex-
periment eine um den Faktor von etwa 10-20 geringere Sensitivitiit (n = 12)

3.1.8 Toxizititsvergleich der drei Extrakte
anhand des LDH-Freisetzungstests

Zur Beurteilung der zytotoxischen Eigenschaften der drei Extrakie wurde die Laktatde-
hydrogenasefreisetzung an beiden Zelllinien untersucht. Diagramm 6 zeigt die dosisab-
hingigen Effekte aller drei Extrakte auf die Linie MelHO. Die Freisetzung von LDH,
ausgedriickt als relative Absorption des Lichtes, bezogen auf eine Kontrolle mit Tween
20 in Prozent nach zwanzigstiindiger Exposition mit den Extrakten ist auf der Ordinate
iiber den Konzentrationen der Extrakte auf der Abszisse aufgetragen.

Im Falle der Zelllinie MelHO war die Gabe niedriger Extraktkonzentrationen von
1 pg/ml und 10 pg/ml mit keinerlei Freisetzung von LDH verbunden. Lediglich fiir die
hischsten Konzentrationen der mit organischen Phasen gewonnenen Extrakte von
100 pg/ml konnte eine Zytotoxizitit beobachtet werden, die mit einer auf Tween bezo-
genen Freisetzung von 47,8 £6,3% beim methanolischen Extrakt hoher war als die des
DCM-Extraktes mit 27,1 £21,1%. Diese Unterschiede waren mit einem p von jeweils
p < 0,05 gegeniiber den Ergebnissen der Kontrollen statistisch signifikant.

48



10

g
{ -
2
= 100 pg/ml
§ e ——
& |
= Kontrolle 1 ug/mi 10 pg/ml ".':i-_
Diagramm 6:

LDH-Freisetzungstest an Zellen der Linie MelHO, behandelt mit verschiedenen Konzentrationen von
wiissrigen (gestrichelte Siulen), methanolischen (weille Sfiulen) und DCM- (unterbrochen gestrichelte
S#ulen) Extrakten. Rechis neben der Kontrolle sind die Ergebnisse filr die Konzentrationen 1 pg,

10 pg und 100 pg Extrakt pro Milliliter aufgetragen. Deutlich erkennbare Toxizitit hoher Konzentrati-
onen der mit Hilfe organischer Phasen gewonnenen Extrakte (n = 12).

Auch bei der Zelllinie Caco-2 konnte nur nach Applikation der hiichsten Konzentratio-
nen des DCM- und des Methanolextraktes von 100 pg/ml eine Zytotoxizitit beobachtet
werden, die ebenfalls mit einer auf Tween bezogenen Freisetzung von 42,3 £16% beim
methanolischen Extrakt stiirker ausgepriigt war als beim DCM-Extrakt mit 30,4 £24,8%.
Auch diese Unterschiede waren verglichen mit den Kontrollen statistisch signifikant.

3.1.9 Vergleich der antiproliferativen und zytotoxischen Aktivitit des
DCM-Extraktes mit der des bekannten Walnussinhaltsstoffes
Juglon anhand der Zellzahlbestimmung nach Fiérbung mit Try-

panblau.

Anhand der Zellzahlbestimmung nach Férbung mit Trypanblau wurden die proliferati-
onshemmenden und zytotoxischen Eigenschaften des DCM-Extraktes, der der wirk-
samste Extrakt war, mit denen des bekannten, die allelopathischen Eigenschafien der
Walnuss vermittelnden Juglons verglichen. Es fand sich bei der Konzentration von
20 pg/ml des Extraktes eine starke Hemmung der Proliferation sowohl von Melanom-,
als auch von Kolonkarzinomzellen. So wurden im Vergleich zu den Kontrollexperimen-
ten nach 20-stiindiger Exposition von Zellen der Linie MelHO mit der angegebenen
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Konzentration des DCM-Extraktes nur 13,5 £2,9% der Zellen gezihlt. Von diesen Zel-
len lag der Anteil vitaler Zellen bei 77,5 £21,2%, der Anteil der nekrotischen Zellen bei
22.5 +24 6%. Nach zwanzigstiindiger Exposition mit 20 pg/ml Juglon betrug die Zell-
zahl insgesamt, vergleichbar mit dem Effekt des DCM-Extraktes, 13,2 £9,8% der Kon-
trolle, der Anteil nekrotischer Zellen lag aber bei 91,2 £65,5%, und der der vitalen bei
8.8 £26,2%. Den Vergleich der Wirkungen von jeweils 20 pg/ml DCM-Extrakt und
Juglon zeigt das Diagramm 7 am Beispiel der Zelllinie MelHO:

ZellandMillliter in Mio,
Zeler/Milliter in %
| L

Ergebnisse der Zellzahlbestimmung nach Firbung mit Trypanblau. Teil A: Anzahl der MelHO Zellen:
Gestrichelte Siulen: Kontrolle, weiBe Stulen: Zellen mit 20 pg/ml Juglon versetzt und unterbrochen
gestrichelte Saulen: mit 20 pg/ml DCM-Extrakt versetzt, Teil B-D spiegelt den relativer Anteil der vi-
talen Zellen (weiBer Balken und der nekrotischen Zellen (unterbrochen gestrichelter Balken) an der

Gesamtzahl der Zellen (gestrichelter Balken) wieder: Kontrolle = Teil B, Juglon = Teil C und DCM
Extrakt = Teil D.

ZelenMilliiter in %

a n n @ & E B AN

ZaBar/Millilitar i %
¥

Diagramm 7:

Teil A des Diagramms zeigt rechts neben der Kontrolle, dargestellt durch einen gestri-
chelten Balken, die Anzahl der Zellen nach Gabe von 20 pg/ml Juglon, dargestellt durch
einen weiBen Balken, und von 20 pg/ml DCM-Extrakt, dargestellt durch einen unter-
brochen gestrichelten Balken. Teil B zeigt die relativen Anteile der vitalen (weiBer Bal-
ken) und der nekrotischen (unterbrochen gestrichelter Balken) Zellen an den Zellen der
Kontrolle, Teil C die relativen Anteile der vitalen (weiller Balken) und der nekrotischen
(unterbrochen gestrichelter Balken) Zellen an den Zellen der mit Juglon behandelten
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Kulturen, und Teil D die relativen Anteile der vitalen (weiBer Balken) und der nekroti-
schen (unterbrochen gestrichelter Balken) Zellen an den Zellen der mit DCM-Extrakt
behandelten Kulturen.

Aus dem Diagramm wird deutlich, dass der Inhaltsstoff der Walnuss Juglon zwar die
Tumorproliferation ebenfalls zu stoppen vermag, jedoch lediglich aufgrund seiner toxi-
schen Effekte. Die gleiche Hemmung der Proliferation kann durch die Gabe eines
DCM-Extraktes erreicht werden, jedoch sind die meisten der vorhandenen Zellen nach
der Behandlung damit noch vital. Der statistische Vergleich der prozentualen Anteile
der lebenden Zellen an der Gesamtzahl der Zellen nach Behandlung mit dem Extrakt
oder der Substanz ergab mit einem p von p < 0,05 einen signifikanten Unterschied.
Noch augenfiilliger ist dieser Unterschied in der Abb. 3 die das mikroskopische Bild

von Zihlkammern aus A einem Kontrollexperiment, B einem Experiment, in dem
50 pg/ml Juglon und C einem Experiment, in dem 50 pg/ml des DCM-Extraktes gege-

ben worden waren, zeigt.

Abb. 3:

Mlustration der Wirkung von 50 pg/ml Juglon (B) und von 50 pg/ml DCM-Extrakt (C) im Vergleich
zur Kontrolle (A) anhand der Abbildung dreier Zihlkammem aus einem Zellzihlungsexperiment. In A
(Kontrolle) Markierung dreier nekrotischer Zellen, in B (Juglon) Markierung der 12 verbliebenen,
noch vitalen, unter massenhaft nekrotischer Zellen, in C (DCM-Extrakt) Markierung der drei nekroti-
schen unter 34 vitalen Zellen. Extreme Zytotoxizitit des Juglons. Durch das Juglon gebildete Polymere
sind durch Pfeile gekennzeichnet.

In A (Kontrolle) wurden beispielhaft drei nekrotische Zellen markiert, in B (Juglon)
wurden die 11 unter massenhaft nekrotischen Zellen noch verbliebenen vitalen Zellen,
und in C (DCM-Extrakt) wurden die drei nekrotischen unter 34 vitalen Zellen markiert.
Zwar handelt es sich bei den Bildern natiirlich um giinstig abzubildende Beispiele - die
extreme Zytotoxizitiit des Juglons tritt durch diese Auswahl jedoch sehr deutlich hervor.
Durch das Juglon gebildete Polymere sind durch Pfeile gekennzeichnet.
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3.1.10Methodische Konsequenzen der bisher dargestellten Ergebnisse
fiir die weiteren Vorversuche und die aktivititsgeleitete Fraktio-
nierung des Extraktes JR2

Bisher wurde gezeigt. dass die verschiedenen Extrakte proliferationshemmend aktiv,
jedoch nicht in gleicher Stirke zytotoxisch sind. Der wirksamste Extrakt ist der DCM-
Extrakt, der schwiichste Extrakt der wiissrige. In der Annahme, dass mit Methanol die
gleichen Inhaltsstoffe extrahiert wurden wie durch Wasser, wurde fiir die aktivititsge-
leitete Fraktionierung von JR2 der wiissrige Extrakt weggelassen.

Da im Hinblick auf das Ziel der Arbeit, néimlich die Aufreinigung wachstumshemmen-
der Substanzen, an dieser Stelle hinreichend gezeigt worden ist, dass die proliferations-
hemmende Eigenschaft der Extrakte nicht auf bloBer Toxizitiit beruht, sind die Toxizi-
titstests flir die weitere Isolierung nicht mehr angewendet worden. Der Einwand, die
proliferationshemmende Aktivitdt der Extrakte beruhe auf der Aktivitdt von Juglon,
konnte anhand des Vergleiches der Wirkung eines Extraktes mit derjenigen des Juglons
eindrucksvoll widerlegt werden.

Auf die Sterilisation von Extraki- bzw. Fraktionsproben wurde verzichtet; dafiir wurde
die Expositionszeit angepasst. Moglich war dies aufgrund der hohen Wirksamkeit der
untersuchten Extrakte und Fraktionen.

Als Methode fiir die aktivititsgeleitete Fraktionierung wurde die BrdU-Einbaumethode
gewihlt. Sie bot im Vergleich zu der als hiichst verlédsslich angesehenen Tritiumthymi-
din-Einbaumethode die Vorteile des geringeren Aufwandes zur Erreichung reliabler

Resultate, mit dem einzigen Nachteil einer relativ geringeren Sensitivitit.

3.2 Fraktionierung JR1TWMD
3.2.1 Fraktionierungsebene 1

3.2.1.1 Separierung an mikrokristalliner Cellulose durch VLC

Fiir die erste Auftrennung wurden zuniichst die wiissrigen, methanolischen und DCM-
Extrakte vereinigt. Dieser Gesamtextrakt erhielt den Namen JRIWMD. JR fiir Juglans
regia, | dafiir, dass es sich um den ersten Extrakt aus dem Jahre 1997 handelte und
WMD fiir die drei Extraktionsmittel Wasser, Methanol und DCM, deren Trockenriick-
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stiinde vereinigt wurden. Die Trennung wurde auf Vakuumsiulen durchgefiihrt, gefiillt
mit mikrokristalliner Cellulose.

Die 558.6 g des Extraktes wurden mit 175 g Cellulose verrieben und in diesem Vorver-
such, im Gegensatz zu den Grundsiitzen der spéiter konsequent verfolgten Trennstrate-
gie, auf zwei Parallelsiulen aufgetragen. Beide S#ulen hatten einen Innendurchmesser
von jeweils 50 mm, und eine Lénge von 200 mm bzw. 300 mm. Auf die kleinere Siule
entfielen 2/5 der Probenmasse, auf die griilere 3/5. Die Elution erfolgte iiber Polaritéits-
gradienten, ausgefilhrt jeweils als Stufengradienten, von Hexan (iber Ethylacetat und
Methanol hin zu Wasser. Beide Séulen wurden parallel nach demselben Schema eluiert,
wodurch 37 Fraktionen gewonnen werden konnten. Die DC-Untersuchung der Fraktio-
nen beider Siulen ergab, dass die Trennungen vom zeitlichen Ablauf her weitgehend
miteinander dbereinstimmten. Als FlieBmittelsysteme kamen im hier gezeigten Fall bei
den unpolaren Anfangsfraktionen, die mit Hexan oder Ethylacetat eluiert worden waren,
ein Gemisch aus Chloroform, Methanol und Wasser im Verhiiltnis 80:19:1 v:v:v, und
fiir die Auftrennung der spéter mit Methanol oder Wasser eluierten Fraktionen ein Ge-
misch aus Etylacetat, Methanol und Wasser im Verhiltnis von 72:20:8 v:v:v zum Ein-
satz.

Anhand der Erfahrungen aus diesem Experiment wurde eine neue VLC-S&ule fiir das
Hauptexperiment, die Trennung des Extraktes aus dem Jahre 1998 angefertigt, die es
erlaubte, eine Probe eines so hohen Gewichtes in einem Trenngang zu separieren. Das
vorliegende Experiment zeigte, dass die Siulen zwar liberladen, aber nicht iiberlastet
gewesen sind: Es kamen trotz eines Verhiltnisses von Extrakt zu Sorbens von 1 zu 2,1
(JRIWMD) und 1 zu 2.4 (JRZMD) scharfe Trennungen zustande.

Vor der Aktivitiitstestung mit Hilfe des BrdU-Einbautests wurden die Fraktionen nach
DC-Gesichtspunkten zu sechs Sammelfraktionen zusammengefasst: Es waren die Frak-
tionen 1-4. 5-10, 11-19, 20-26, 27-32 und 33-37. Die Aktivitit fand sich in der Sammel-
fraktion 20-26 wieder. Dieses Material wurde weiterverarbeitet und aufgetrennt.

3.2.2 Fraktionierungsebene 2

3.2.2.1 Separierung an Kieselgel mittels VLC

Die im ersten Fraktionierungsschritt erhaltene, wirksame 155,6 g schwere Sammelfrak-

tion 20-26 wurde mit 50 g Kieselgel einer KorngréiBe von 32-63 um und einer Poren-
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groBe von 60 A verrieben. Zur Chromatographie wurde eine Siule mit einem Innen-
durchmesser von 60 mm und einer Hhe von 300 mm verwendet, die 260 g Kieselgel
als Sorbens enthielt. Die Elution erfolgte wieder {iber einen Polaritétsgradienten, ausge-
fiihrt als Stufengradient mit je 500 ml als Volumen; dieses Mal von Hexan iiber Ethyl-
acetat, Ethanol und Methanol hin zu Wasser. Es wurden 39 Fraktionen gewonnen und
zu Sammelfraktionen zusammengefasst. Anhand der Erfahrungen aus diesem Experi-
ment konnte neben anderen Parametern nun die maximal mogliche Packungshéhe, der
mindestens notwendige Sdulendurchmesser, das minimale Eluensvolumen fiir die Bear-
beitung des Hauptexperimentes, der Fraktionierung von JR2, abgeschiitzt werden.

Auf eine Testung der Aktivitiit wurde im Hinblick auf die aktivititsgeleitete Fraktionie-
rung des Extraktes JR2 verzichtet. Rein arbitriir wurde die Sammelfraktion 13-19 aus
den 39 erhaltenen Fraktionen zur Weiterverarbeitung ausgewéhlt, um die HSCCC und
die MPLC als Methoden zu etablieren. Um die Anzahl und das Durchschnittsgewicht
der Substanzen im Extrakt und damit die zur Aufarbeitung benétigte Drogenmenge ab-
schiitzen zu knnen, musste darilber hinaus eine Fraktionierung in die Tiefe stattfinden.
Dies war notwendig, um der Gefahr zu entgehen, von einer Substanz spiiter zu wenig

Masse fiir eine Strukturaufklirung zur Verfilgung zu haben.
3.2.3 Fraktionierungsebene 3

3.2.3.1 Hochgeschwindigkeitsfliissiggegenstromchromatographie

Die arbitriir ausgewiihlte Sammelfraktion 13-19 aus der vorhergegangenen Vakuumch-
romatographie wurde per HSCCC weiterverarbeitet. Es mussten Erfahrungswerte ge-
sammelt werden, unter welchen Bedingungen die Séule iiberladen oder liberlastet wer-
den konnte, um derartige Umstiinde im spiiteren Hauptexperiment zu vermeiden. Dar-
iiber hinaus wurden Fliefmittelsysteme entwickelt, und ideale Rotationsgeschwindig-
keiten sowie Flussraten austariert. Im vorliegenden Fall wurde zur Trennung von
1400 mg Material ein FlieBmittelgemisch von DCM-Methanol-Isopropanol-Wasser im
Verhiltnis von 9—12—1-8 gewihlt. Die Probe wurde in 6 ml Unter- und 1 ml Oberphase
gelost und dann unter Drehung im Uhrzeigersinn bei 830 U/min mit einer Pumpge-
schwindigkeit der mobilen Oberphase von | ml/min getrennt. Die Fraktionierung fand
im finfminiitigen Wechsel statt. Es wurden 230 Fraktionen gewonnen und anhand der
DC-Kontrolle in 28 Sammelfraktionen unterteilt. Sechs dieser Sammelfraktionen wur-
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den durch MPLC weiter aufgetrennt. Dabei handelte es sich um die Sammelfraktionen
bestehend aus der Fraktion 4, den Fraktionen 11-13, 18-20, 23-25, 30-32 und 33-40.

3.2.4 Fraktionierungsebene 4

3.2.4.1 MPLC der Fraktion 4 aus der Fraktionierungsebene 3

In dieser ersten Mitteldruckflilssigkeitschromatographie (MPLC) wurde die Fraktion 4,
die aus der Fraktionierungsebene 3 stammte, weiter aufgetrennt. Die mit 5,5 ml/min
hohe FlieBgeschwindigkeit war durch den Einsatz einer relativ kurzen S#ule méglich,
die eine Hohe von 26 cm hatte, und einen Innendurchmesser von 9 mm aufwies. Sie war
mit 24 g RP-18 Material geflillt. Mit einem Gradienten von Wasser zu Methanol, frakti-
oniert in zweiminiitigen Schritten, wurde mit den Fraktionen 25-28 eine ritlich erschei-
nende Substanz eluiert. In deuteriertem Chloroform wurden damit 1 H- und 13 C-
Experimente durchgefiihrt, die noch durch gCOSY, gHSQC und gQMBC-Experimente
bei 600 MHz ergiinzt wurden. Auf diese Weise konnten die 24,8 mg dieser Substanz als

Procyanidin B 3 identifiziert werden.

[}
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Abb. 4:

Strukturformel des isolierten Proyanidin B3, wie sie aus den NMR-Daten (nicht gezeigt) entwickelt
wurde, neben dem Massenspekirogramm der Substanz. Auf der Ordinate ist die relative Intensitit des
lonenstromes in Prozenl, bezogen auf das Signal der Substanz (Basispeak) Uber der Masse (m) pro
Radikal-Kation (z) filr Werte zwischen 200 m/z und 2000 m/z auf der x-Achse aufgetragen. Die Pfeile
markieren die charakteristischen Peaks fiir das Procyanidin-Monomer, das Dimer und das Trimer.

Abb. 4 zeigt ein Massenspektrum, aufgenommen zwischen 150 m/z und 2000 m/z, mit
einem charakteristischen Molpeak bei 578 m/z, neben hohen Molpeaks fiir ein ebenfalls
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vorhandenes Dimer, und ein Trimer dieser Substanz. Die ermittelte Struktur der Sub-
stanz ist ebenfalls der Abbildung zu entnehmen.

3.2.4.2 Mitteldruckfliissigkeitschromatographie der Fraktion 11-13

Die Sammelfraktion 11-13 aus der Fraktionierungsebene 3 wurde per MPLC unter Ghn-
lichen wie den eben beschriebenen Bedingungen weiter aufgetrennt, lediglich die Fluss-
geschwindigkeit war mit 5 ml/min niedriger. In diesem Falle konnte als Hauptbestand-
teil 172 mg einer briunlichroten Substanz isoliert werden, die sich als trans-Catechin
identifizieren lieB. Hierzu wurden ebenfalls in deuteriertem Chloroform 'H- und "C-
Experimente, neben massenspekrometrischen Untersuchungen durchgefiihrt. Da die
Substanz zwar keinen bisher bekannten Inhaltsstoff von Juglans regia darstellt, jedoch
ubiquitéir im Pflanzenreich vorkommt, und eher ihr Fehlen im Walnussbaum als Beson-
derheit anzunehmen wiire, wird nicht zuletzt mit Augenmerk auf die Fragestellung der

Arbeit auf die Darstellung des Datenmaterials verzichtet.

3.2.4.3 Mitteldruckfliissigkeitschromatographie der Fraktion 18-20

Die Sammelfraktion 18-20 aus der Fraktionierungsebene 3 wurde mittels MPLC unter
den obigen Bedingungen weiter aufgetrennt. Mittels "H- und *C-Experimenten sowie
Massenspektrometrie wurde eine in den Fraktionen 34-38 befindliche Substanz mit ei-
ner ockergelben Farbe und einem Gewicht von 111 mg als ein Taxifolinarabinofurano-

sid identifiziert.

3.2.4.4 Mitteldruckfliissigkeitschromatographie der Sammelfraktion 30-32

Die Sammelfraktion 30-32 aus der Fraktionierungsebene 3 wurde ebenfalls unter den-
selben Bedingungen weiter aufgetrennt. In den Unterfraktionen 44-47 befanden sich
12,9mg einer gelblich erscheinenden Substanz. In deuteriertem Chloroform wurden
auch in diesem Falle 'H- und "C-Experimente durchgefiihrt, die durch die Mas-
senspekrometrie ergéinzt wurden. Die Substanz konnte eindeutig als Quercetin benannt
werden. Das charakteristische Massenspektrum mit m/z von 150 bis 2 000, gezeigt in
Abb. 5, weist auch hier, wie im Falle des Procyanidin B 3. eindrucksvolle Peaks fiir das
Dimere und das Trimere der Substanz auf.
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Abb. 5:

Strukturformel des isolierten Quercetin, wie sie aus den NMR-Daten (nicht gezeigt) entwickelt wurde,
neben dem Massenspekirogramm der Substanz. Auf der Ordinate ist die relative Intensitit des lonen-
stromes in Prozent, bezogen auf das Signal der Substanz (Basispeak) liber der Masse (m) pro Radikal-
Kation (z) filr Werte 2wischen 200 m/z und 2000 m/z auf der x-Achse aufgetragen. Die Pfeile markie-
ren die charakteristischen Peaks fiir das Quercetin-Monomer, das Dimer und das Trimer,

3.2.4.5 Mitteldruckfliissigkeitschromatographie der Fraktion 33-40

Wiederum unter denselben Bedingungen, wurde in einer weiteren MPLC aus den Un-
terfraktionen 51-54 durch Eindampfen 2,2 mg einer orangegelben Substanz isoliert und
als Aromadendrin identifiziert. Hierflir wurden neben der Massenspektrometrie eindi-

mensionale 'H und “C-Experimente durchgefiihrt.
3.2.5 Fraktionierungsebene 5

3.2.5.1 MPLC der Fraktion 41-50 aus der vorhergegangenen MPLC

In einer weiteren MPLC auf einer weiteren Ebene wurden aus den Fraktionen 41-50 der
vorhergegangenen MPLC 4,1 mg einer violetten Substanz isoliert. Es wurde im Sinne

der Fragestellung kein Versuch unternommen, diese Substanz weiter aufzukliiren.

3.2.6 Abschiitzung der Komplexitiit des Extraktes und der notwendi-
gen Drogenmenge des Extraktes JR2

Die Abschiitzung der Komplexitiit des Extraktes geschah, indem auf jeder Trennebene

die Zahl der auf den DC-Kontrollen sichtbaren verschiedenen Substanzareale mit der

Anzahl von Substanzen aus ,.Schwesterfraktionen®, die nicht weiter aufgetrennt wurden,

multipliziert wurde, und dann die Ergebnisse fiir jede Trennebene zusammengezogen
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wurden. Den Schwesterfraktionen wurde unterstellt, jeweils genauso viele Substanzen
zu enthalten wie die aufgetrennten Fraktionen, deren Substanzzahl bekannt war. Der
dadurch entstehende migliche Fehler, dass eine Substanz vielleicht deswegen nicht de-
tektiert wurde, weil sie in zu niedriger Konzentration vorhanden war, wurde ignoriert.
Konkret betrug die Anzahl der in der MPLC der Ebene 5 detektierten Substanzen sie-
ben. Diese Fraktion hatte sieben Schwesterfraktionen in der Ebene 4, Jeder dieser
Schwesterfraktionen wurde eine Anzahl von 7 enthaltenen Substanzen unterstellt. Da-
mit war die Anzahl der enthaltenen Substanzen insgesamt 49,

Die Sammelfraktion 33-40 der Ebene 4 wiederum hatte, wie beschrieben, 27 Schwester-
fraktionen, die aus der HSCCC eine Generation hiher stammten. Jeder dieser Fraktio-
nen eine Anzahl von 49 enthaltenen Substanzen unterstellt, betrug die Zahl der Substan-
zen somit geschitzte 1 323.

Die in der HSCCC verarbeitete Sammelfraktion 13-19 der Ebene 3, die aus der Kiesel-
gelchromatographie der Ebene 2 stammte, hatte wiederum 11 Schwesterfraktionen, so
dass sich die Anzahl der geschiitzten Substanzen auf 14 553 summierte. Die in der Kie-
selgelchromatographie verarbeitete Fraktion wiederum hatte 5 Schwesterfraktionen, die
verworfen worden waren. Somit ergibt sich eine geschitzte Anzahl von 72 765 enthal-
tenen Substanzen.

Bezogen auf das Extraktgewicht von 559 g ergab sich somit ein durchschnittlich zu er-
wartendes Substanzgewicht pro theoretisch zu isolierender Substanz von 7,6 mg. Unter
der Annahme einer Normalverteilung der tatsiichlichen Gewichte um das Gewicht
7,6 mg als Mittelpunkt, und Beriicksichtigung der Tatsache, dass schon isolierte Sub-
stanzen, wie das Quercetin dieses Durchschnittsgewicht erheblich unterschritten, wurde
das eingesetzte Extraktgewicht fiir JR2 erhht. Notwendig war dies, da fiir die Struktur-
aufklirung einer Substanz mindestens 1-2 mg bendtigt werden. Auf den bei dieser
MaBnahme limitierenden Faktor des Vorhandenseins von Grenzen fiir Siiulendimensio-
nen, die physikalisch nicht iiberschritten werden knnen wird in der Diskussion niher
cingegangen werden.

Alle gewonnenen Erfahrungen beriicksichtigend, wurden nun im Hauptversuch 832 g
Extrakt JR2 streng aktivitiitsgeleitet aufgetrennt.
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3.3 Fraktionierung des Extraktes aus dem Jahre1998, JRZMD

Das Hauptexperiment stellt die aktivitiitsgeleitete Fraktionierung der vereinigten Me-
thanol- und DCM-Extrakte aus dem Herbst des Jahres 1998 dar. Es wurde begonnen,
nachdem anhand der Vorarbeiten sowohl die Mengen und Skalierungen von Extrakt und
Geriitschaften festgelegt als auch die Chromatographiebedingungen und anzuwenden-
den Tests ausgewiihlt worden waren.

Obwohl die BrdU-Proliferationstests zum Zwecke der Reliabilititspriifung jeweils so-
wohl an Kolonkarzinom- als auch an Melanomzellen durchgefiihrt worden sind, werden
der Ubersichtlichkeit halber nur letztere Versuche gezeigt, da die Ergebnisse in keinem
Fall voneinander abwichen.

Um einen guten Uberblick zu ermdglichen, sind die einzelnen Trennschritte an mehre-
ren Stellen als Flussdiagramm dargestellt. Diese sind, ausgehend von JR2ZMD, wie
Stammbéume aufgebaut. Im Text sind alle Trennungen einer Trennstufe, wie bei der
Beschreibung der Auftrennung von JR1, gemeinsam beschrieben.

Als Uberblick tiber die im Folgenden dargestellten Trennungsstringe dienen die Abbil-
dungen: Abb. 43, Abb. 44, Abb. 45, Abb. 46, Abb. 47 und Abb. 48 (Siche Anhang, Sei-
te 145 - 150), die die ,,Abstammungsverhiltnisse” in diesen Stringen auseinander her-
vorgegangener Fraktionen in Form von Stammbiumen erkliren. Bei diesen Striingen,
oder angelehnt an taxonomische Ausdriicke, bei diesen ,Familien* handelt es sich um
die Familien 1 bis 5. Alle der einzelnen Familie zugehdrigen Separationsgénge sind im
Text hinter der Beschreibung des Fraktionsnamens an dem Vermerk ,,Familie® zu er-

kennen.
3.3.1 Fraktionierungsebene 1

3.3.1.1 Separierung an mikrokristalliner Cellulose durch VLC
(Alle Familien)

Die durch Wirbelextraktion gewonnenen Methanol- und DCM-Extrakte wurden zu-
niichst vereinigt: Folglich erhielt der Gesamtextrakt die Bezeichnung JR2 fiir Juglans
regia, Ernte zwei aus dem Jahre 1998, und MD fiir die beiden Extraktionsmittel, deren
Trockenriickstand vereinigt wurde. Das Gewicht von JRZMD betrug 831,8 g. Analog
zum Vorgehen bei der Trennung des Extraktes JR1 wurde er zunéichst mit 611,7 g Cel-
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lulose in einem Mdorser verrieben, und dann durch ein Sieb einer Porengriibe von
0,8 mm auf eine Siule mit einem Innendurchmesser von 14 cm und einer Hhe von
38 cm aufgetragen, die zuvor mit 925 g Cellulose befiillt worden war; das Verhiltnis
von Sorbens zu Extrakt betrug somit 2,4 zu 1. Die Elution erfolgte iiber einen Polari-
titsgradienten, ausgefithrt als Stufengradient mit 67 Stufen, von Hexan iiber Ethylacetat,
Ethanol, Methanol hin zu Wasser. Die genauen Volumina der verwendeten Lisemittel
gibt die Tabelle | wieder.

Tabelle 1: Volumina der fir die Elution der Siule gebrauchten Lisemittel Hexan, Ethylacetat,
Ethanol, Methanol und Wasser in mi
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Die DC-Untersuchungen der 67 gewonnenen Fraktionen sind in der Abb. 6 dargestellt:
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Abb, 6:

DC-Kontrolle der Fraktionen aus der VLC von JR2ZMD. Die zehn Fraktionsgruppen sind durch senk-
rechte Striche gekennzeichnet. Naheres siehe Text.

Im oberen Teil der Abbildung finden sich aneinandergereiht die mit dem FlieBmittel zur
Auftrennung unpolarer Substanzen entwickelten Platten, im unteren Teil die mit dem
FlieBmittel zur Aufirennung polarer Substanzen entwickelten Platten. Als FlieBmittel-
systeme kam fiir eine optimale Trennung der unpolaren Anfangsfraktionen, die mit He-
xan oder Ethylacetat eluiert worden waren, wie bei JRI1, ein Gemisch von Chloroform,
Methanol und Wasser im Verhiltnis 80:19:1 v:v:v, und fiir eine optimale Aufirennung
der spiiter mit Methanol oder Wasser eluierten Fraktionen ein Gemisch aus Ethylacetat,
Methanol und Wasser im Verhéltnis von 72:20:8 v:v:v zum Einsatz. Am unteren Rand
der einzelnen DC-Platten wurde, links auf der ersten Platte mit der ersten Fraktion be-
ginnend, je eine 60 pl Probe der 67 Fraktionen aufgetragen, und dann eindimensional
nach oben hin entwickelt. Somit reprisentiert eine Bahn jeweils eine Fraktion aus der
VLC, ein weiteres Mal aufgetrennt. Die senkrechten Striche in der Abbildung zeigen die
Grenzen der 10 Sammelfraktionen, den Gruppen, zu denen die 67 Fraktionen aufgrund
DC-Ahnlichkeiten zusammengestellt wurden: Fraktionen 1-3, 4-14, 15-19, 20-27, 28-
34, 35-46, 47-58, 59-61, 62-63 und 64-67. Aus jeder dieser Gruppen wurde eine Probe
zur Untersuchung der antiproliferativen Aktivitit mittels der BrdU-Einbaumethode ge-
nommen.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigt die Diagramm 8:
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Relative Absorption in %

Diagramm 8:

BrdU-Einbaustudie zur Testung der antiproliferativen Aktivitit der VLC-Fraktionen aus JR2ZMD: Auf
der Ordinate ist die relative Absorption bei 402 nm in Prozent der Kontrolle, auf der Abszisse sind die
Fraktionen aufgetragen. Die Sammelfraktionen 4-34 waren wirksam und wurden weiterverarbeitet.

Die Ordinate zeigt hierbei den Einbau von BrdU in die DNA der Melanomzellen als
relative Absorption des Lichtes bei 402 nm wiihrend die Abszisse rechts neben der Kon-
trolle die einzelnen Fraktionen aufzeigt. Die Konzentration der Frakiionen betrug hier-
bei, -wie bei allen weiteren Proliferationstestungen- je 10 pg/ml. Verglichen mit der
Kontrolle, deren Wert auf 100% Wachstum festgesetzt wurde, erreichten die mit den
Sammelfraktionen 4-14, 15-19, 20-27 und 28-34 behandelten Zellkulturen lediglich
etwa ein Drittel bis ein Viertel der Proliferationsgeschwindigkeit. Diese Unterschiede
waren mit p-Werten von p<0,0001 (n=09) statistisch jeweils signifikant. Die vier
Sammelfraktionen wurden zu einer Fraktionsgruppe 4-34 wiedervereinigt, die zur Wei-
terverarbeitung vorbereitet wurde.

Der hier sehr eingehend beschriebene Ablauf von der Vorbereitung der Probe bis zur
Entscheidung, welche Fraktionen zur Weiterverarbeitung verwendet wurden, gilt im
Prinzip fiir jede Fraktionierung auf jeder Trennstufe.
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3.3.2 Fraktionierungsebene 2

3.3.2.1 VLC-Trennung der Sammelfraktion VC4-34 an Kieselgel
(Alle Familien)

Die im ersten Fraktionierungsschritt erhaltene wirksame Sammelfraktion 4-34 wies ein
Trockengewicht von 84,4 g auf. Sie wurde mit 30 g Kieselgel verrieben und durch ein
Sieb auf eine Séule mit einem Innendurchmesser von ebenfalls 14 cm und einer Hohe
von 38 cm aufgetragen. Diese Sdule war zuvor mit 2200 g Kieselgel befiillt worden, so
dass das Verhilinis Sorbens zu Extrakt 1 zu 27,5 betrug. Die Elution erfolgte {iber einen
Polaritétsgradienten, ausgefiihrt als Stufengradient mit je einem Liter als Volumen, von
Hexan {iber Diethylether und Methanol zu Wasser. Die genaue Zusammensetzung der

fiir die einzelnen Fraktionen verwendeten Volumina geht aus der Tabelle 2 hervor.

Tabelle 2: Volumina der fir die Elution der Siule gebrauchten Losemittel Hexan, Diethylether,
Methanol und Wasser in ml
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Es wurden 50 Fraktionen gewonnen. Die DC-Kontrollen zeigt die Abb. 7: Um eine
mijglichst optimale Bandentrennung in den verschiedenen Polarititsstufen zu gewdhr-
leisten, wurde fiir die apolaren Fraktionen 1-24, in der oberen Reihe dargestellt, als
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FlieBmittel ein Gemisch aus Hexan und Ethylacetat im Verhéltnis von 80:20 v:v, fiir die
apolaren Fraktionen 13-36, in der mittleren Reihe dargestellt, eines aus Hexan und E-
thylacetat im Verhilinis von 60:40 v:v, und fiir die polaren Fraktionen > 25, in der unte-
ren Reihe dargestellt, aus Chloroform, Methanol und Wasser im Verhiiltnis 80:19:1
viviv gewithit.

Hexan/Eshylacetat 50:20

=3 = et
» v

. =4
Pl e gttt

e mm———
" e
. "“'Iﬂ Hexan Ethylacetst 60:40

ChiloraformMethanol Wasser 80: 19:1

Abb. 7:

DC-Kontrolle der VLC-Fraktionen von JR2ZMD.VC4-34. Die Grenzen der vier gebildeten Fraktions-
gruppen sind durch senkrechie Striche gekennzeichnet. Niheres siche Text.

Die Ergebnisse der Proliferationstests sind in Diagramm 9: dargestellt: Auf der Ordinate
ist der Einbau von BrdU in die DNA der Melanomzellen als relative Absorption des
Lichtes bei 402 nm aufgetragen, auf der Abszisse stehen rechts neben der Kontrolle,
deren Wert als 100% festgelegt wurde, die 50 Fraktionen als Balken. Wie aus dem Dia-
gramm hervorgeht, erwiesen sich die Fraktionen 1-25 als unwirksam, die Fraktionen 26-
19 als ausgesprochen wirksam, die Fraktionen 40-43 als diskret, und die Fraktionen 44-
50 wieder als stirker wirksam. Die Unterschiede zwischen der Kontrolle und den ein-
zelnen Fraktionen waren mit einem p von jeweils p < 0,0001 (n = 12) statistisch signifi-
kant. Die wirksamen Fraktionen 26-39 wurden wiedervereinigt und gelchroma-
tographisch weiter fraktioniert.
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Diagramm 9:

Relative Absorption In %

BrdU-Testung der antiproliferativen Aktivitit der VLC-Fraktionen aus JRIZMD.VC4-34: Auf der Or-
dinate ist die relative Absorption bei 402 nm in Prozent der Kontrolle, auf der Abszisse sind die

Fraktionen aufgetragen. Die Sammelfraktion 26-39 erwies sich als wirksam und wurde weiterverar-
beitet.

3.3.3 Fraktionierungsebene 3

3.3.3.1 Molekularsiebchromatographie der Sammelfraktion 26-39 an
Sephadex LH-20 (Alle Familien)

An dieser Stelle kam die Gelchromatographie zum Einsatz, eine Methode, die nicht Ge-
genstand der Vorversuche gewesen war. Zwar war zu diesem Zeitpunkt schon eine her-
vorragende Trennung nach Polarititseigenschaften erfolgt, jedoch war zu erwarten, dass
die erhaltene Fraktion JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39 als Gemisch Substanzen enthielt, die
noch das gesamte Spektrum von im Extrakt vorhandenen MolekiilgréBen représentier-
ten. Um nach den MolekiilgriiBen zu trennen, wurde die Methode unter Einhaltung der
folgenden experimentellen Bedingungen gewihit.

Eine Séule mit einer Linge von 100 cm und einem Innendurchmesser von 6 cm wurde
nach 24-stiindigem Vorquellen des Materials mit 800 g Sephadex LH-20 gefiillt und

iiber drei Tage mit dem FlieBmittelgemisch aus DCM und Methanol im Verhiiltnis 1:1
v:v Hquilibriert.
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Zur Beladung der Siule wurde die in 25 ml des FlieBmittelgemisches gelste, 15 g
schwere Fraktion JR2ZMD.VC4-34.VC26-39 mit einer Pipette so auf die Sdule aufge-
tropft, dass das Gelbett nicht beschiidigt wurde. Wihrend dieser Zeit wurde der Fluss
fiir eine kurze Zeit unterbrochen, danach solange wiederhergestellt, bis der Fliissig-
keitsmeniskus gerade in das Gelbett einsank. Sodann wurde etwas Ldsemittelgemisch
nachgefiillt, und das Ldsemittelreservoir wieder aufgesetzt, das so beschaffen war, dass
es automatisch den Flilssigkeitsspiegel {iber der Sdule konstant auf einer Hihe hielt. Bei
einer Flussrate von lmm/min wurde in 15-miniitigen Abstiinden fraktioniert, bis in den
DC-Kontrollen der Fraktionen keine Substanz mehr detektiert wurde. Insgesamt wurden

in einer Zeit von knapp filnf Tagen 338 Fraktionen gewonnen:

= """
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Abb. 8:

DC-Kontrolle der S-Fraktionen von JRZMD.VC4-34.VC26-39: Die Grenzen der neun gebildeten
Fraktionsgruppen sind, soweit sie abgebildet sind, durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Nitheres
siehe Text.

Abb. 8 zeigt die DC-Kontrolle der Fraktionen. Die Platten wurden jeweils mit einem
FlieBmittelgemisch aus Hexan und Ethylacetat im Verhiltnis von 60:40 v:v entwickelt.
Da die Fraktionen 1-35 das Totraumvolumen der Siule darstellten, ist die erste auf die
Platten aufgetragene Fraktion die Fraktion 35. Folglich ist die erste Bahn in Zeile 1 die
Aufirennung der Fraktion 35, die letzte Bahn in Zeile 3 unten rechts die Auftrennung
der Fraktion 221; nicht dargestellt sind die leeren Fraktionen 267 bis 338, der so ge-
nannte Nachlauf.

Dementsprechend wurde bei der Untersuchung der antiproliferativen Aktivitit nur in
einem Kernbereich von der Fraktion 90 bis zur Fraktion 170 jede Fraktion getestet; da-
vor und danach lediglich jede zweite bzw. jede dritte oder am Beginn und am Ende bei
Fraktionen mit einer Positionszahl griBer als 300 nur jede vierte. Das Ergebnis ist in
Diagramm 10 in Giblicher Weise dargestellt.
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Relative Absorption in %

Diagramm 10z

BrdU-Testung der Proliferation der S-Fraktionen aus JRZMD.VC4-34.VC26-3%: Auf der Ordinate ist
die relative Absorption bei 402 nm in Prozent der Kontrolle, auf der Abszisse sind die Fraktionen auf-
getragen. Die markierien Fraktionsgruppen 106-122 und 123-154 wurden per Fllssiggegenstromch-
romatographie weiterverarbeitet.

Alle Fraktionen wurden jeweils in einem einzigen Durchgang getestet, um angesichts
der groBen Zahl von Proben zufillige Fehler durch Verwendung verschiedener Chargen
von Reagenzien oder Zellkulturgenerationen zu vermeiden. Dieses Vorgehen bedingte
aufgrund des Arbeitsaufwandes in diesem Fall eine sehr kurze Inkubationszeit von nur
12 Stunden und eine Drift zu immer hheren Werten bei spiteren Fraktionen. Denn in
der Zeitperiode, in der die mit den ersten Fraktionen behandelten Zellkulturen schon
weiter bearbeitet wurden, hatten die weiter hinten gelegenen Zeit weiter zu proliferie-
ren. Dennoch ist sehr deutlich zu erkennen, dass sich die Aktivitiit in den Fraktionen
106-122 befand. Die Tatsache, dass dieser Effekt schon nach 12 Stunden detektierbar
war, spricht fiir die auBerordentlich hohe wachstumshemmende Potenz der in den Frak-
tionen 106-122 enthaltenden Substanz. So war das Resultat der Proliferationshemmung
auf 38,5 +£11,3% der Proliferation unbehandelter Kontrollen beispielsweise durch die
Fraktion 111 mit einem p = 0,0022 statistisch signifikant: dies galt auch fiir die {ibrigen
wirksamen Fraktionen.

Unter Beriicksichtigung der DC-Ergebnisse wurden somit die Sammelfraktionen 1-68,
69-82, 83-105, 106-122, 123-154, 155-191, 192-234, 235-337, und 338 gebildet. Da die
Fraktionen 123-154 zwar keine antiproliferative Aktivitdt aufwiesen, jedoch die be-
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schriebene Drift zu verhindern schienen, wurden sie ebenfalls, wie die Sammelfraktion
106-122, fir die Weiterverarbeitung in der Flissiggegenstromchromatographie vorbe-

reitet.
3.3.4 Fraktionierungsebene 4

3.3.4.1 HSCCC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122
(Familien 1, 2 und 3)

Aufgrund des hohen Gewichts der Fraktion JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122 von
7,84 g konnte sie weder auf dem vorhandenen DCCC - noch auf dem HSCCC-Gerit in
einem Durchgang weiter aufgetrennt werden. Da es nicht sinnvoll war, die Molekular-
siebchromatographie zu wiederholen, wurde entschieden, die Probe in drei Liufen auf
der HSCCC zu trennen. Die alternative Recyclingchromatographie an Kieselgel wurde
verworfen, da ein Polaritiitsgradient zur Trennung schon zweimal zur Anwendung ge-
kommen war.

Die hochwirksame Fraktion wurde in drei Chargen von jeweils etwa 2,5 g Gewicht auf-
geteilt. Als Zweiphasensystem kam ein Gemisch aus n-Heptan, Dichlormethan und A-
cetonitril im Verhiltnis von 10: 3: 7 v:viv zum Einsatz. Die Probe wurde in jeweils
10 ml Oberphase, die als mobile Phase diente, geltst, und nach Aquilibrierung des
Zweiphasensystems im Geriit in die Siule injiziert.

Die Trennung fand unter Drehung im Uhrzeigersinn bei 830 U/min und einer Pumpge-
schwindigkeit der mobilen Oberphase von zunéchst 1 ml/min statt, die Fraktionierung
im zweiminiitigen Wechsel. Bei Fraktion 100 wurde die Pumpgeschwindigkeit auf
1,3 ml/min erhht und die Fraktionierung auf einen flinfminiitigen Wechsel verlang-
samt. Wihrend im ersten Lauf 340 Fraktionen gewonnen wurden, fanden die beiden
anderen Liufe bei einer Flussrate von 1 ml/min und einer Fraktionierung im flinfmini-
tigen Wechsel statt, weshalb sich die Anzahl der Fraktionen in Lauf B auf 204, und in
Lauf C auf 191 Fraktionen belief. Die DC-Kontrolle des Laufes A mit einem FlieBmit-
telsystem aus Hexan und Ethylacetat 60:40 v:v. zeigt die Abb. 9:.
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Abh. 9:

DC-Kontrolle der HSCCC-Fraktionen (Lauf A) von JRZMD.VC4-34.VIC26-39.5106-122: senkrechte
Striche kennzeichnen die Grenzen der fiinf gebildeten Fraktionsgruppen. Niheres siehe Text.

Ebenfalls beispielhaft anhand der Darstellung der Ergebnisse des Laufes A, zeigt das
Diagramm 11 die BrdU-Testung in der oben dargestellten Weise. Wie hier ersichtlich,
fand sich eine starke antiproliferative Aktivitit in den Fraktionen 101-130 und in den
Fraktionen 287-340.
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Diagramm 11:

BrdU-Tesung der antiproliferativen Aktivitit der Fraktionen aus dem ersten Lauf der Trennungen
JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122: Auf der Ordinate ist die relative Absorption bei 402 nm in Pro-
zent der Kontrolle, auf der Abszisse sind die Fraktionen aufgetragen. Die Fraktionsgruppen 101-130,
202-286 und 287-340 waren wirksam und wurden, wie im Text beschrieben, weiterverarbeitet.

Bei den letztgenannten Fraktionen handelte es sich um die nach vollzogener Trennung

aus der Siule gedriickte Unterphase. Die Unterschiede verglichen mit den Werten der
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Kontrollen waren mit einem p von p < 0,0001 (n = 9) fiir die beispielhaft aus den Frak-
tionen 101-130 herausgegriffene Fraktion 120 bezichungsweise einem p < 0,0001
(n=29) fiir die ebenfalls beispielhaft getestete Fraktion 300 jeweils statistisch signifi-
kant.

Anhand dieser Ergebnisse wurden die fiinf Sammelfraktionen 1-100, 101-130, 131-201,
202-286 und 287-340 gebildet. Die Morphologie der Verteilung der proliferationshem-
menden Aktivitiiten auf die Fraktionen der Liufe B und C dhnelte jeweils der des Lau-
fes A, und simtliche in den DC-Kontrollen gefundenen Banden konnten den entspre-
chenden Banden aus Lauf A zugeordnet werden. So wurden die Fraktionen der Liufe B
und C ebenfalls in fiinf Sammelfraktionen eingeteilt, die mit der jeweils korrespondie-
renden Sammelfraktion aus Lauf A wiedervereinigt wurden. Die fiinf Sammelfraktionen
wurden neu benannt, nimlich als HS fiir High Speed (Countercurrentchromatography)
1 bis 5. Die wirksamen Sammelfraktionen HS2 und die vereinigten abgepumpten Un-
terphasen, HS5 genannt, wurden in MPLC an Umkehrphase, HS4, in der eine schwache
Aktivitit weit {iber alle Fraktionen verschmiert zu sein erschien, in einer DCCC auf der
Fraktionierungsebene 5 weiter aufgetrennt.

Bei diesem Experiment auf der Ebene 4 wurde erstmals die Aktivitiit selbst in mindes-
tens zwei Entitiiten, eine oberphasen- und eine unterphasenlsliche aufgeteilt. Daher
war nun klar, dass es sich bei dem die antiproliferative Aktivitit tragenden Substrat um
mehrere verschiedene Substanzen oder Substanzgruppen handeln musste.

3.3.4.2 DCCC von JRZMD.VC4-34.V(C26-39.5123-154
(Familien 4 und 5)

Die Auftrennung dieser zweiten Sammelfraktion geschah mit Hilfe der DCCC. Es er-
folgte eine Aufteilung der 4,12 g schweren Fraktion auf zwei Durchgiinge, deren kor-
respondierende Fraktionen wie bei der HSCCC anhand der Ergebnisse der BrdU-
Testungen und der DC-Kontrollen wieder zusammengefiigt wurden. Als Zweiphasen-
system wurde dieses Mal ein Gemisch aus n-Heptan, Aceton und Methanol in einem
Verhiiltnis von 5:1:4 v:v:v gewihlt. Die Unterphase diente als mobile Phase. Bei einer
Flussrate von 0,3 ml/min und einer Fraktionierungsfrequenz von 2 Glas pro Stunde

wurden im ersten Lauf 152 und im zweiten Lauf 138 Fraktionen gewonnen.
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Die in der Abb. 10: in der oberen Zeile aneinandergelegten DC-Platten zeigen die Frak-
tionskontrolle des Laufes A, die Platten in der unteren Zeile die Fraktionskontrolle des
Laufes B. Als FlieBmittel diente ein Gemisch aus Chloroform und Methanol im Ver-
héltnis von 9:1 viv.

Abb. 10:
DC-Kontrolle der DCCC-Fraktionen aus den beiden Liufen A und B von JRZMD.VC4-34.VC26-
39.5123-154 (Lauf A ist oben, Lauf B unten abgebildet): Die Grenzen der jeweils acht komrespondie-
renden Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Niheres siehe Text.

Das Ergebnis der Untersuchung der antiproliferativen Aktivitit der bei diesen beiden
Liufen gewonnenen Fraktionen zeigt die Abbildung Diagramm 12:.
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BrdU-Tesiung der antiproliferativen Aktivitit der DCCC-Fraktionen aus dem ersten Lauf wvon
JR2MD.VC4-34.VC26-39.5123-154: Auf der Ordinate ist die relative Absorption bei 402nm in Pro-
zent der Kontrolle, auf der Abszisse sind die Fraktionen aufgetragen. Die Fraktionsgruppen 6-15 und
16-24 waren wirksam; aufgrund DC-Ahnlichkeiten wurde die Fraktion 25-33 ebenfalls weiterverarbei-
tet. Die Darstellung beginnt mit Fraktion & rechts neben der Kontrolle.

Diagramm 12:
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Der Ubersichtlichkeit halber sind die Ergebnisse des Laufes B weggelassen worden. Die
Aktivitiit fand sich in den ersten eluierten Fraktionen wieder. Aus den Fraktionen beider
Liufe wurden jeweils acht Sammelfraktionen gebildet. Dies waren in Lauf A die Frak-
tionen 1-5, 6-15, 16-24, 25-33, 34-46, 47-68, 69-102 und 103-158, in Lauf B die Frakti-
onen 1-5, 6-16, 17-31, 32-43, 44-50, 51-80, 81-107 und 108-138. Sowohl alle Fraktio-
nen der Sammelfraktionen zwei als auch drei jedes der beiden Liufe senkten die Proli-
feration von Zellen des malignen Melanoms im Vergleich zu der Kontrollgruppe statis-
tisch signifikant (jeweils n = 9): wie in den folgenden vier Beispielen mit einem p von
jeweils p < 0,0001 fiir Fraktionen 10 und 20 des ersten Laufes, respektive p < 0,0001 fiir
Fraktionen 10 und 20 des zweiten Laufes auf 61.3 £13,9% und 12 +£1.4% respektive
73,2 £11,7 und 14,2 £15,5% des Wachstums der Kontrollen gezeigt.

Hierbei wiesen die Fraktionen der jeweils zweiten Sammelfraktion eine schwiichere
Wirksamkeit auf als die der jeweils dritten Sammelfraktion. Dennoch folgte aufgrund
der Ahnlichkeit der DC-Verliufe dieser beiden wirksamen Sammelfraktionen der Ent-
schluss, eine Wiedervereinigung vorzunchmen und sie gemeinsam in einer weiteren
DCCC zu verarbeiten. Die Fraktion vier wurde ebenfalls per DCCC weiter aufgetrennt,
da zwar im BrdU-Test eine scharfe Grenze zwischen den Sammelfraktionen drei und
vier vorlag, jedoch diinnschichtchromatographisch mehrere Substanzen, die in der Frak-
tion drei enthalten waren, sich ebenfalls in der Fraktion vier fanden.

3.3.5 Fraktionierungsebene 5

3.3.5.1 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.5106-122.HS2 (Familie 1)

In dieser ersten MPLC wurde die Sammelfraktion 2 aus der HSCCC der Fraktionie-
rungsebene 4 mit einem Gewicht von 360 mg weiter aufgetrennt. Es kam eine Séule mit
einem 0,9 cm Innendurchmesser und einer Hhe von 26 cm, gefiillt mit 24 g RP-18 Ma-
terial zum Einsatz. Mit einem Gradienten von Wasser zu Methanol, fraktioniert in
zweiminiitigen Schritten, wurde die Probe in 144 Fraktionen eluiert.

Die in Abb. 11 gezeigte DC-Kontrolle erfolgte mit einem Gemisch aus Chloroform und
Methanol in einem Verhiltnis von 90:10 v:v - die Proliferationsergebnisse zeigt das
Diagramm 13:.
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Abb. 11:

DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS2: Die Grenzen der
gebildeten Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Die erste Fraktionsgruppe
links sowie die vier letzten sind zum Teil abgeschnitten. Niheres siche Text

Die Einteilung erfolgte bei den ersten neun Sammelfraktionen per DC-Kriterien, bei den
letzten drei anhand der fiir das Waschen der Sdule nacheinander angewendeten Lise-
mittel Ethanol, Hexan und 0,1%iger Trifluoressigstiure. Die Grenzen der Fraktionen 1-
35, 36-48, 49-55, 55-60, 61-65, 66-71, 72-94, 95-103, 104-127, 128-141, 142, 143 und
144 sind als senkrechte Striche gekennzeichnet.

4D +

L . MC36-48, 40-55, 5560, 61-65, 66-71

A
- ~

Relative Absorption in %

Diagramm 13:

BrdU-Testung der antiproliferativen Aktivitit der Fraktionen der MPLC-Trennung von JRZMD.VC4-
34.VC26-39.8106-122.H52: Auf der Ordinate ist die relative Absorption bei 402nm in Prozent der
Kontrolle, auf der Abszisse sind rechis neben der Kontrolle die Fraktionen aufgetragen. Die Fraktions-
gruppen 36-48, 49-55, 55-60, 61-65 und 66-71 waren mit einem p von jeweils p < 0,0001 (n = 39)
wirksam, Naheres siehe Text.

In der 11,4 mg schweren Fraktion 66-71 fand sich ein Gemisch von Ursolséiure, einem
Triterpen, und dem Weichmacher ,,Kodaflex Fest“. Der Ubersichtlichkeit halber wer-
den die aufgenommenen NMR-Spektren hier nicht gezeigt. Festzuhalten ist lediglich,
dass diese wirksame Fraktion HS2 sowohl Triterpene, die im Prinzip antiproliferativ
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wirksam sind, als auch Weichmacher enthalten. Die Weichmacher sind vermutlich als
Verunreinigung {iber die Lésemittel eingeschleppt worden. Aufgrund der teilweise ge-
ringen Gewichte der Fraktionen und einem Uberschneiden der enthaltenen Substanzen
wurden die Fraktionen 36-65 schlieBlich wiedervereinigt, um die in ihnen enthaltenen
vier Substanzen zunéichst rein zu erhalten, dann in ihrer Struktur aufzukliren und
schlieBlich auf ihre Wirksamkeit zu untersuchen. Eine weitere Auftrennung erfolgte
mittels HSCCC. Die Sammelfraktion 95-103 wurde per MPLC weiter aufgetrennt.

3.3.5.2 DCCC von JRZMD.VC4-34.VC26-39.S106-122.HS4 (Familie 2)

Die Trennung dieser Sammelfraktion mit einem Gewicht von 134.9 mg erfolgte mittels
DCCC in reiner Unterphase des Zweiphasensystems aus n-Heptan, Aceton und Metha-
nol in einem Verhiltnis von 5:1:4 viviv gelist, auf die S#ule gegeben und bei einer Ge-
schwindigkeit von 0,3ml/min und einer halbstiindigen Fraktionierungsfrequenz im ab-
steigenden Modus getrennt. Anhand der DC-Kontrollen (Abb. 12) wurden die 104 ge-

wonnenen Fraktionen in 12 Sammelfraktionen unterteilt.

Abb. 12:

DC-Kontrolle der DCCC-Fraktionen von JRZMD. VC4-34.V(C26-39.5106-122 HS4: Die Grenzen der
gebildeten Fraktionsgruppen 1-8, 9-11, 12-15, 16-19, 20-24, 25-28, 29-33, 34-44, 45-49, 60-71, 72-84
und &5-103 sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Niheres siehe Text.

Wie in das Diagramm 14: in der iiblichen Weise dargestellt, erwiesen sich alle Fraktio-
nen auBer den Fraktionen eins und acht mit einem p von jeweils p=0,0011 (n=46) im
Vergleich zu den Kontrollen wirksam. Sie wurden daher in MPLC an Normalphase wei-

ter aufgetrennt.
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Diagramm 14:

BrdU-Testung der DCCC-Fraktionen von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS4: Auf der Ordinate
ist die relative Absorption bei 402 nm in Prozent der Kontrolle, auf der Abszisse sind rechits neben der
Kontrolle die Fraktionsgruppen aufgetragen. Aufgrund ihrer Wirksamkeit wurden alle bis auf die
Gruppen eins und acht weiterverarbeitet.

3.3.5.3 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.S106-122.HS5 (Familie 3)

Diese 3516 mg schwere Fraktion wurde in einem Durchgang per MPLC an einer Um-
kehrphase getrennt. Die S#ule mit einer Lénge von 50 ¢cm und einem Innendurchmesser
von 5 cm enthielt 400 g RP-18 Material und wurde mit einer Flussgeschwindigkeit von
5 ml/min betrieben. Fraktioniert wurde in zweiminiltigen Intervallen.

Mit einem Gradienten von Wasser zu Methanol und einem Nachlauf aus einem Liter
Hexan, einem Liter Dichlormethan und anschlieBend einem halben Liter 0,5%iger
Trifluoressigsiiure in einem Gemisch aus Methanol und Dichlormethan, 1:1 viv wurde
die Probe in 629 Fraktionen getrennt:
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Abb. 13:

DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JRIZMD.VC4-34.V(C26-39.5106-122.HS5: Die Grenzen der
Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Nur jede vierte Fraktion wurde auf
die Platten aufgetragen. Nitheres siche Text.

Diese wurden aus Kapazititsgriinden nicht einzeln getestet, sondern zunichst, wie in
der Abb. 13: der DC-Kontrolle gezeigt, in die Sammelfraktionen 1-169, 170-202, 203-
247, 248-280, 281-331, 332-551, 552-627, 628-629 und den Nachlauf eingeteilt. Als
FlieBmittel diente in der oberen Zeile ein Gemisch aus Hexan und Ethylacetat im Ver-
héltnis von 6:4 v:v, und in der unteren Zeile ein Gemisch aus Chloroform und Methanol
im Verhdltnis von 9:1 viv.

140 -

120

100 -
B 4
&0 4
40
20
0-

Diagramm 15:

Relative Absorption in %

.- MC281-331, 332-551, 552-627
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BrdU-Testung der antiproliferativen Aktivitit der MPLC-Fraktionen von JR2ZMD.VC4-34.VC26-
39.5106-122.HS5: Auf der Ordinate ist die relative Absorption bei 402Znm in Prozent der Kontrolle,
auf der Abszisse sind die Fraktionsgruppen rechis neben der Kontrolle aufgetragen.

Wie aus der Darstellung der Ergebnisse der BrdU-Einbaumethode im Diagramm 15:
hervorgeht, wirkten die Sammelfraktionen 281-331, 332-551 und 552-627 antiprolifera-
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tiv; sie senkten die Proliferationsraten im Vergleich zur Kontrolle auf bis zu 20%. Diese
Unterschiede erwiesen sich mit p-Werten von jeweils p <0,0001 (n = 39) als statistisch
signifikant. Die Fraktionen wurden in der sechsten Fraktionierungsebene jeweils per
DCCC weiter getrennt.

3.3.5.4 DCCC von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC2+3 (Familie 4)

Die Trennung dieser wiederzusammengefiigie Fraktion mit einem Gewicht von 3,512 g
erfolgte mittels einer DCCC. Die Probe wurde zur Vorbereitung im absteigenden Mo-
dus in {iblicher Weise in 10ml Unterphase des Zweiphasensystems aus Toluol, Metha-
nol, Chloroform und Wasser im Mischungsverhiilinis von 5:7:5:2 viviviv geliist, und
sodann bei einer Flussrate von 0,3ml/min und einer Fraktionierungsfrequenz von einer
Fraktion /45 min in 209 Fraktionen aufgetrennt, die. wie in der Abb. 14:, der Darstel-
lung der DC-Kontrolle gezeigt, in die 16 Sammelfraktionen 1-2, 3-10, 11-17, 18-25, 26-
37. 38-43, 44-54, 55-66, 67-76, 77-87, 88-98, 99-112, 113-132, 133-187, 188-208 und
209 eingeteilt wurden,

Abhb. 14:

DC-Kontrolle der DCCC-Fraktionen von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC2+3: Die Grenzen
der Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Nicht jede Fraktion wurde auf die
Platten aufgetragen. Niheres siehe Text.

Wie im Diagramm 16: dargestellt, erwiesen sich alle aus den Fraktionen 1-76 gebildeten
Fraktionsgruppen mit einer Hemmung des Wachstums der Melanomzellen auf bis zu
10% des Wachstums der Kontrollen als hochgradig aktiv:
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Diagramm 16:

BrdU-Tesung der DCCC-Fraktionen von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC2+3: Auf der Ordi-
nate ist die relative Absorption bei 402 nm in Prozent der Kontrolle, auf der Abszisse sind rechts ne-
ben der Kontrolle die Fraktionen aufgetragen. Niheres siehe Text.

Diese Unterschiede zeigten sich mit einem p von jeweils p = 0.0009 (n = 6) als statis-
tisch signifikant. Darliber hinaus hemmten die Sammelfraktionen 113-132 das Wachs-
tum im Vergleich zur Kontrolle statistisch signifikant auf 22,5 £5% (p = 0,0009; n = 6)
und 188-208 ebenfalls statistisch signifikant auf 39,1 6% des Wachstums der Kontrolle
(p=0092; n=6). In diesem Experiment konnte daher abermals eine Aufteilung der
Aktivitit auf verschiedene Fraktionen beobachtet werden. Aufgrund der Diversitét der
Banden in den DC und besonders der Unterschiede zwischen den einzelnen Sammel-
fraktionen kamen die wirksamen Fraktionen auf der Trennebene sechs jeweils separat
per MPLC zur Weiterverarbeitung.

3.3.5.5 DCCC von JR2ZMD.V(C4-34.VC26-39.5123-154.DC4 (Familie5)

Aufgrund der Verwandtschaft mit den eben behandelten Sammelfraktionen 2 und 3 der
Ebene 4 erfolgte die Trennung dieser unwirksamen, 954 mg schweren Sammelfraktion
analog zu der der Sammelfraktion DC 2+3 in einer DCCC, die in 138 Fraktionen resul-
tierte. Die Grenzen der 11 gebildeten Fraktionsgruppen 1-13, 14-19, 20-36, 37-43, 44-
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48, 49-62, 63-85, B86-95, 96-101, 102-137 und 138 sind in der Abb. 15 der DC-
Kontrollen des Laufes eingezeichnet.

Abb. 15:

DC-Kontrolle der DCCC-Fraktionen von JEIMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4: Die Grenzen
der gebildeten 11 Fraktionsgruppen sind durch senkrechie Striche gekennzeichnet. Die beiden letzten
Gruppen sind rechis abgeschnitten. Naheres siche Text.

Obwohl die Gesamtfraktion sich als unwirksam herausstellte, zeigte sich in der Vertei-
lung, ebenfalls analog zu den Eigenschaften der Unterfraktionen von DC2 + 3 (darge-
stellt in der Abb. 14), dass alle aus den Fraktionen 1-85 gebildeten Fraktionsgruppen
mit einer Hemmung des Wachstums der Melanomzellen auf bis zu 10% des Wachstums
der Kontrollen hochgradig aktiv waren (Diagramm 17): Diese Unterschiede waren mit
einem p von jeweils p=0,0011 (n=6) statistisch signifikant. Dariiber hinaus erwies
sich die Sammelfraktion 138 mit einer im Vergleich zur Kontrolle mit einem p = 0,0011
(n = 6) statistisch signifikanten Hemmung des Wachstums auf 11,1 £2,6% des Wachs-
tums der Kontrolle als auBerordentlich aktiv.

|

Relative Absorption In %
&
ﬁ%

Diagramm 17:
BrdU-Testung der DCCC-Fraktionen von JR2ZMD,VC4-34 VC26-39.5123-154 DC4: Auf der Ordinate

ist die relative Absorption bei 402nm in Prozent der Kontrolle, auf der Abszisse sind die Fraktionen
rechts neben der Kontrolle aufgetragen. MNiheres sehe Text.
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Es zeigte sich hier also abermals eine Aufteilung der Aktivitit. Die wirksamen Fraktio-
nen wurden jeweils separat per MPLC weiterverarbeitet.

3.3.6 Fraktionierungsebene 6

3.3.6.1 HSCCC von JR2ZMD.V(C4-34.VC26-39.5106-122.HS2.MC36-65
(Familie 1)

Diese Sammelfraktion mit einem Gewicht von 13,8 mg wurde per HSCCC getrennt, um
die vier Hauptkomponenten, die einander teilweise Uiberlappten, voneinander zu separie-
ren. Hierzu wurde die Probe in 5 ml Unterphase des Zweiphasensystems, bestehend aus
Benzol, Chloroform, Methanol und Wasser im Verhéltnis von 5:5:7:2 v:viviv geldst und
nach Injektion bei einer Pumprate von 0.8 ml/min in finfminiitigen Abstiinden in
209 Fraktionen separiert.

Abb. 16 zeigt im unteren Teil die DC-Kontrolle, entwickelt mit einem Gemisch aus
Chloroform und Methanol im Verhiltnis von 9:1 v:v: Die erhaltenen Substanzen sind
mit Buchstaben benannt, die eine Zuordnung zu ihrer Position im Chromatogramm der

vorhergegangenen MPLC, im oberen Teil der Abbildung zu sehen, erleichtern.

B ——

Abb. 16:

DC-Kontrolle der HSCCC-Fraktionen von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122. HS2.MC36-65: Die
Darstellungen der MPLC- in der oberen Zeile und der HSCCC-Kontrolle in der unteren sind jeweils
rechts abgeschnitten. Die Neuverteilung der vier Hauptkomponenten, E*, F*, ,J* und ,L* ist durch
Pfeile angedeutet. Niheres siche Text.

Es fand zwar eine Trennung der beiden Hauptkomponenten E und J statt, beide von F
und L getrennt, jedoch {iberschnitten sich nun die beiden vormals separierten Kompo-
nenten F und L. Es wurden daher zundchst die 13 Sammelfraktionen 1-24, 23-29, 30-37,
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38-42, 43-46, 47-53, 54-59, 60-63, 64-67, 68-76, 77-82, 83-208 und 209 gebildet, um
spiter die Sammelfraktionen 1-24, 25-29, 30-37, 38-42 und 47-53 jeweils separat aber-
mals einer MPLC zu unterziehen, und so insbesondere die schon auf Ebene 5 erreichte,
aber wieder aufgehobene Trennung der Substanzen F und L ereut durch zu fithren. Auf
eine Testung wurde abermals im Sinne einer spéteren Testung der vier Reinsubstanzen
verzichtet; es sollte zuniichst die gesamte vorhandene Masse der Substanzen fiir die
Strukturaufklirung zur Verfiigung stehen.

3.3.6.2 Aufarbeitung der DCCC-Fraktionen aus
JR2MD.VC4-34.VC26-39.5106-122,HS4. (Familie 2)

Jeder einzelne Trenngang aus der Gruppe der folgenden MPLC geschah an derselben
SHule unter identischen Bedingungen. Es handelte sich um eine 55 cm lange S#ule mit
einem Innendurchmesser von 8 mm, gefiillt mit 22 g asphirischen Kieselgels einer Po-
rengrofle von 60 A und einer KorngrisBe von 15-25 um. Es wurde jeweils mit einem
Gradienten von Hexan zu Isopropanol eluiert: Begonnen wurde mit reinem Hexan, um
dann innerhalb von 655 Minuten jeweils ein Gemisch von 50:50 zu erreichen, und in
einer Stufe auf reines lsopropanol umzustellen. Die Flussrate betrug 0,9 ml/min, die
Fraktionierung erfolgte in 12 - miniitigen Abstéinden, detektiert bei einer Wellenldnge
von A =210 nm. Die DC-Kontrollen wurden mit einem Gemisch aus Chloroform und
Methanol in einem Verhiiltnis von 96:4 v:v entwickelt. Die Zusammenstellung zu
Sammelfraktionen entstand rein nach DC-Gesichtspunkten; getestet wurde nur dann,
wenn genligend Gewicht der Fraktion vorhanden war, anderenfalls verschob sich die
Testung der Substanzen auf einen Zeitpunkt nach deren Strukturaufklirung.

Uberblick tiber diese Familie 2 verschafft Abb. 44 (siche Anhang, Seite 146)

3.3.6.2.1 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.5106-122.HS4.DC12-15
(Familie 2)

Die MPLC dieser Fraktion ergab 40 Fraktionen, die zu 8 Sammelfraktionen zusammen-
gestellt wurden. Die DC-Kontrolle zeigt die Abb. 17:
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Abb. 17:

DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS4.DC12-15: Die
Grenzen der gebildeten 8 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Eine kleine
Menge der Probe erschien an der Gradientenfront; ein Anzeichen fiir eine leichte Uberlastung der Stiu-
le. Miheres siche Text.

Lediglich die letzte Fraktion wurde einer Testung unterzogen; im Vergleich zur Kon-
trolle war die durch sie verursachte Senkung auf 59,2 +4,2% der Proliferation statistisch
mit einem p = 0,0022 (n = 6) signifikant.

3.3.6.2.2 MPLC von JRZMD.V(C4-34.V(C26-39.5106-122.HS4.DC16-19
(Familie 2)

Die MPLC dieser 17,7 mg schweren Fraktion ergab 52 Fraktionen, die zu den
11 Sammelfraktionen 1-7, 8-14, 15-17, 18-20, 21-22, 23-25, 26-29, 30-32, 33-39, 40-51
und 52 zusammengestellt wurden. Die DC-Kontrolle zeigt die Abb. 18.

IR Fid- 30 O
Abb. 18:

DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.5106-122 HS4.DC16-19: Die
Grenzen der gebildeten 11 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Das gelb-
orangene Substanzareal (schwarzer Pfeil) in der filnfien Sammelfraktion stellt Progesteron dar. Nihe-
res siche Text.

Lediglich die Fraktion 8-14 kam zur Testung: Sie verursachte eine im Vergleich zur
Kontrolle statistisch mit einem p =0,0022 signifikante Senkung der Proliferationsrate
des malignen Melanoms auf 22,2 £2,1%. In Fraktion 21-22 befanden sich 2,6 mg einer
im DC orange erscheinenden Substanz mit einem RF-Wert von 0,79. Nach Derivatisati-
on wurden GCMS-Experimente sowie in deuteriertem Chloroform verschiedene 'H-
und "C-NMR-Experimente zur Aufklirung der Struktur dieser Substanz durchgefiihrt,
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Die gefundenen Kopplungskonstanten in Herz, die Multiplizititen der 'H-Signale, die

Werte der chemischen Shifts im "*C und '"H Experiment sowie die Zuordnungen der

Signale zu den einzelnen Atomen geht aus folgender Tabelle hervor:

Tabelle 3: Werte der chemischen Shifts im " C und 'H Experiment sowie die Zuordnungen der
Signale zu den einzelnen Atomen der im DC orange erscheinenden Substanz(en)

Positian Chemischer Shift” Multiplizis Juy" (Kopplungskonstanien in Hertz)
Illc IH Ilc IH
1 Tn=eq 2380 1083 v a WD
b= nx 1380 -1.72 e NI
2 In=mx! 3470 248 ddd 5.4 (La), 147 (1b),17.0 (2h)
Ih = oq! 34.70 1250 Al 11 (4), 3.2 {1a), 4.4 (1b), 170 (2a)
3 . 196,53 . A
4 4 109 1707 ddd/m' 0.6 (6kY, 1.1 {Zb), 1.9 (6a)'
] 175,00 2 "
6 fin = ax! 3387 2487 dddd 2.0 (41, 5.4 (Ta), 13.9(Th), 14.7 (6b)
&b = eql 3387 2307 deldded 0.5 (4), 2.5 (Ta), 4.2 (Tb), 14,7 (6a)
7 Ta=eg 3321 1889 dddd 2.5 (6b), 3.6 (81, 3.4 (6n), 12.8(Th}
Th = ax 3321 1,073 dddd 42 (6b), 117 (8), 128 (Ta), 139 (6a)
] £ 346,82 1637 dddd 3.6 (Teq), 107 (93, 1077y, LLE (14)
] q 55,14 1,035 ddd 4.0( 1 leg), 107 (8), 12.0(1 lax)
10 . 3987 . -
1 1la=eq 114 1.675° ND KD
b= ax 2214 (L] dddd 1.6 (12a), 020 (%), 120 (12X 131 (1)
12 12a=eq 3073 20834 NI WD
12b=ax 7 150 ddd = di 3000 0a), 121 (12a), 130 (11b)
13 - 45.08 . .
14 1 5720 1.235 ddd 6.7 (15a) 11.E(8), 12.3{15%)
1% 1%a = alph 4351 1.739 dddd 0.3 (16a), 6.7 (143, 114 (16bL 1.4 {15h)
15b = beta 3531 1287 dddd S8 (16b), 6.5 (16a), 114 (15a), 12.3{14)
11 168 = heta 3677 2145 m{ddlﬂ,} E.S[Iiuj.ﬁ.!r{tﬁ].?.z-[l‘i‘].]I.1|I15h]
16k = akph 3677 L&7% m {dddd) 5.8 (1500, S0 (17), 104 {15a), 11,7 (16a)
17 1 Talpha 54 24 didday 0.3 (200 05 { 18), 9.0 {16b), 9.2 { 16a)
1% 18 1364 0669 dd 008 (170 005 {1 2a)
19 % 1768 1230 d 0.7(4)
20 . 202,48 . -
21 21 315 Lil6 d 03017

* In berug i den Loseminclsignalen bei 3 300 und 4900 ppam

¥ Boohschiet im | D Spektram und in ciner 5

¥

"Dhe

I sngenhen
Sdgnale; H-16b evhalten durch 1D selektive TOCSY-Experimente
* lochrone Signale
“ NDx: Micht bestimmmt

J-Wene

&r Heradd
I!l:rn__ T

g mach 0,63/1,07/1, 88 Herte betragen

Auf die Darstellung des eindimensionalen 'H-Spektrums, aufgenommen bei 600 Mhz

und des Massenspektrogrammes wurde hier verzichtet. Die ermittelte Stereochemie der
Substanz zeigt die Abb. 19. Es handelt sich um Progesteron.
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Abb. 19:

Veranschaulichung der Stereochemie des Progesterons aus Juglams regia. Komplette Trans-
Konfiguration des B, C und D-Ringes im Lsemittel. Der Magnetisierungstransfer zum A-Ring durch
die allylische Kopplung “Jy s, ist bei luy = 15ms nahezu blockiert. Die komplette trans-diaxiale Konfi-
guration der Protonen H-6a(!)/7a/8/9/14 konnte so durch Doppeleinstrahlung der nahe beicinander Re-
sonanz zeigenden Protonen H-Tb and H-9 etabliert werden.

3.3.6.2.3 MPLC von JRZMD.VC4-34.V(C26-39.5106-122.HS4.DC20-24
(Familie 2)

Diese Fraktion mit einem Gewicht von 17,4 mg wurde in sieben Sammelfraktionen auf-

geteilt wie aus der Abb. 20 der DC-Kontrolle hervorgeht. Die Sammelfraktion 26-30

war mittelstark, die Sammelfraktion 31-45 sehr stark, und die Fraktion 62 wieder nur

mittelstark wirksam. Die Hemmung der Proliferationsrate auf 22,7 £2,6% der Kontrolle
nach Applikation der Fraktion 31-45 war statistisch mit einem p = 0,0022 signifikant,

die Hemmungen durch die weniger stark wirksamen Fraktionen waren ebenfalls mit
einem von jeweils p < 0,05 statistisch signifikant.

Abb, 20:

DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122 HS4.DC20-24: Die
Grenzen der gebildeten 6 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Niheres
siehe Text.

3.3.6.2.4 MPLC von JR2MD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS4.DC25-28
(Familie 2)

Die 9,7 mg dieser Fraktion wurden in 50 Fraktionen und schlieBlich acht Sammelfrakti-
onen unterteilt. Noch keine dieser Fraktionen wurde getestet.
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3.3.6.2.5 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS4.DC29-33
(Familie 2)

Diese Fraktion mit einem Gewicht von 26,3 mg wurde in 55 Fraktionen und schlieBlich
die neun Sammelfraktionen 1-12, 13-16, 17-18, 19-20, 21-24, 25-32, 33-38, 39-54 und
55 aufgeteilt (Abb. 21). Zwei dieser Fraktionen wurden bisher getestet; die Sammelfrak-
tion 13-16, eine fast reine Substanz, verminderte das Wachstum des malignen Mela-
noms im Vergleich zur Kontrolle mit einem p = 0,0022 (n = 6) statistisch signifikant auf
12,5 +0,4% der unbeeinflussten Proliferation. Die Sammelfraktion neun war unwirk-
sam.

-

e - T R
...................

Abb. 21:

DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JRZMD.VC4-34.V(C26-39.5106-122.H54.DC29-33: Die
Grenzen der gebildeten 8 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Die beiden
letzten Gruppen sind rechis abgeschnitten. Niheres siche Text.

3.3.6.2.6 MPLC von JRZMD.V(C4-34.VC26-39.5106-122.HS4.DC34-44
(Familie 2)

Die 61,4 mg dieser Fraktion wurden in 60 Fraktionen separiert und schlieBlich auf die
Sammelfraktionen 1-2, 3-5, 6-7, 8B-12, 13-14, 15-16, 17-20, 21-235, 26-31, 32-36, 37-45,
46-52, 53-538, 59 und 60 aufgeteilt. Die Fraktionen 3-5 und 37-45 waren unwirksam,
wiihrend die anderen getesteten Fraktionen 6-7, 13-14, 17-20, 21-25, 26-31 und 32-36
teilweise auberordentlich stark antiproliferativ wirksam waren. Mit einem p < 0,05 wur-
den die Proliferationsraten der behandelten Melanomzelllinien im Vergleich zur Kon-
trolle jeweils statistisch signifikant auf Werte zwischen 14% und 51% der unbehandel-
ten Kulturen gesenkt.
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3.3.6.2.7 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS4.DC60-71
(Familie 2)

Diese 18,6 mg schwere Fraktion wurde zunfichst in 51 Fraktionen aufgeteilt, die dann
neun Sammelfraktionen zugeordnet wurden. Es handelte sich um die Fraktionen 1-12,
13-15, 16-22, 23-25, 26-28, 29-31, 32-36 und 37-51. Die Fraktionen 1-12, 13-15, 23-25,
32-36, und 37-51 wurden auf antiproliferative Aktivitit getestet; die erste war nur wenig
wirksam. Sie senkte die Proliferation des Melanomes mit einem p = 0,1797 statistisch
nicht signifikant auf 72,8 £29% des Wertes der unbehandelten Kulturen. Die Fraktionen
13-15 und 23-25 hemmten die Proliferation nicht, wihrend sowohl die Fraktion 32-36
mit einer Senkung der Proliferationsrate auf 22,2 £12.1% als auch die Fraktion 37-51
mit einer Senkung der Proliferationsrate auf 39,5 £16,7% der unbehandelten Kontroll-
kulturen im Vergleich statistisch mit einem p von jeweils p = 0,0022 signifikant aktiv

waren.

3.3.6.2.8 MPLC von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS4.DC72-84
(Familie 2)

Die 6,1 mg dieser Fraktion wurden in 49 Fraktionen aufgeteilt, die den siecben Sammel-
fraktionen 1-18, 19-20, 21-26, 27-30, 31-33, 34-48 und 49 zugeordnet wurden. Aus

Gewichtsgriinden wurden nur die beiden letzten Fraktionen getestet - sie waren inaktiv.

3.3.6.2.9 MPLC von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS4.DC85
(Familie 2)

Diese Fraktion mit einem Gewicht von 25 mg wurde 66 Unterfraktionen und diese
11 Sammelfraktionen zugeteilt: 1-16, 17-19, 20-21, 22-25, 26-29, 30-36, 37-45, 46-49,
50-64, 65 und 66. Getestet wurden abermals nur drei Fraktionen: die Sammelfraktion
17-19 war unwirksam: die Sammelfraktion 50-64 senkte die Proliferationsrate des Me-
lanoms im Vergleich zur unbehandelten Kulturen auf 19,7 £4,5%, die Fraktion 65 auf
35,5 £10%; dies waren im Vergleich zu den Werten der Kontrollkulturen mit p-Werten
von jeweils p = 0,0022 (n = 6) statistisch signifikante Effekte.

Obwohl, wie besonders aus den Darstellungen der DC hervorgeht, einige Substanzen
aus dieser Familie auf dieser Ebene schon rein waren, wurden sie, bis auf das Progeste-

ron, noch nicht eingehender untersucht oder gar in der Struktur aufgeklirt.
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3.3.6.3 DCCC der drei wirksamen Fraktionen aus der Trennung von
JRIZMD.VC4-34.V(C26-39.5106-122.HS5: M(C281-331, 332-551,
552-627 (Familie 3)

In allen drei DCCC wurde ein Zweiphasensystem, bestehend aus einem Gemisch aus
Benzol, Chloroform, Methanol und Wasser in einem Verhiltnis von 5:5:7:2 viviviv, im
absteigenden Modus, gewihlt. Die Probe wurde jeweils nach Losung in 10 ml Unter-
phase injiziert. Die Flussrate betrug 0,3 ml/min, die Fraktionierungsfrequenz eine Frak-
tion pro 45 min. Die Entwicklung der DC-Platten erfolgte jeweils mit einem Gemisch
aus Hexan und Ethylacetat in einem Verhiltnis von 60:40 v:v. Uberblick iiber diese
Familie 3 verschafft Abb. 45 (siche Anhang)

3.3.6.4 DCCC von JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.5106-122.HS5.MC281-331
(Familie 3)

Diese 311 mg schwere Fraktion wurde in 59 Fraktionen aufgetrennt. Die Grenzen der 7
gebildeten Fraktionsgruppen 1-9, 10-17, 18-29, 30-38, 39-54, 55-58 und 59 sind der
Abb. 22 zu entnehmen.
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Abb, 22:

DC-Kontrolle der DCCC-Fraktionen von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122 HS5. MC281-331: Die
Grenzen der gebildeten 7 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Die letzte
Gruppe ist rechts abgeschnitten. Niiheres siche Text.

Die Ergebnisse der Untersuchung der proliferationshemmenden Aktivititen der einzel-
nen Fraktionen sind im Diagramm 18 dargestellt; alle Fraktionen erwiesen sich als ak-
tiv. Die Applikation der Fraktionsgruppen 18-29 und 39-54 senkite die Proliferation des
malignen Melanoms sogar bis auf 12,9 £1,1% bzw. 13,5 £13,2% der Proliferationsrate
der unbehandelten Kontrollen; verglichen mit letzteren waren die Unterschiede statis-
tisch mit einem p = 0,0011 jeweils signifikant.
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Diagramm 18:

BrdU-Testung der antiproliferativen Aktivitit der DCCC-Fraktionen von JRIMD.VC4-34, V(C26-
39.5106-122. HS5. MPLCS: Auf der Ordinate ist die relative Absorption bei 402 nm in Prozent der
Kontrolle, auf der Abszisse sind die Fraktionen rechts neben der Kontrolle aufgetragen. Miheres siche
Text.

Daher wurden alle Sammelfraktionen separat per MPLC auf der siebten Fraktionie-
rungsebene weiterverarbeitet.

3.3.6.4.1 DCCC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS5.MC332-551
(Familie3)

Hier ist erwihnenswert, dass eine Probe der Fraktion in einem Vorversuch das Zwei-

phasensystem aus n-Heptan, Methanol und Wasser vollstindig entmischte, jedoch nicht

das oben genannte Zweiphasensystem. Auf dieses Verhalten der Fraktion wird bei der

Beschreibung der Fraktionierungsebene 7 niiher eingegangen.

Die Fraktion MPLC332-551 mit einem Gesamtgewicht von 0311 g wurde in

134 Fraktionen aufgetrennt und in 12 Sammelfraktionen 1-17, 18-27, 28-40, 41-47, 48-

54, 55-58, 59-68, 69-72, 73-77, 78-90, 91-133 und 134 zusammengefasst- siche Abb.

23.
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Abb. 23:

DC-Kontrolle der DCCC-Fraktionen von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5106—122. HS5. MC332-551:
Die Grenzen der gebildeten 12 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Die
zwei letzien Gruppen sind rechts abgeschnitten. Niheres siche Text,

Wie aus dem Diagramm 19 ersichtlich, erwiesen sich alle Fraktionsgruppen als zumin-
dest miBig aktiv. AuBerdem war eine deutliche Zweiteilung der Stiirke der Aktivitit zu
beobachten: Die ersten fiinf Sammelfraktionen senkten das Tumorwachstum auf bis zu
20% des Wachstums der unbehandelten Kulturen, wihrend die restlichen Fraktionen
das Wachstum lediglich auf etwa 60% dessen der Kontrollkulturen senkte.
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Diagramm 19:

BrdU-Testung der antiproliferativen Aktivitit der DCCC-Fraktionen von JRIMD.VC4-34. VC26-
39.5106-122.H55.MC332-551: Auf der Ordinate ist die relative Absorption bei 402 nm in Prozent der
Kontrolle, auf der Abszisse sind die Fraktionen rechts neben der Kontrolle aufgetragen. Niheres siehe
Text.

Der Effekt der beispielsweise durch die Fraktion 18-27 vermittelten Proliferationshem-
mung auf 24 +6,9% verglichen mit der der Kontrolle war statistisch mit einem
p=0,0011 signifikant; der Effekt der Proliferationshemmung der Fraktion 69-72 als
Beispiel fiir eine weniger wirksame Fraktion auf 63,1 +15,2% war mit einem p = 0,0011
statistisch ebenso signifikant. Dies galt mit einem p < 0,05 fiir alle Fraktionen. Sie wur-
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den aufgrund ihrer chromatographischen Unihnlichkeit ebenfalls separat per MPLC auf
der siebten Fraktionierungsebene weiterverarbeitet.

3.3.6.4.2 DCCC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS5.MC552-627
(Familie3)
Die 0,221 g schwere Sammelfraktionen MC552-627 wurde in 104 Fraktionen und

5 Sammelfraktionen 1-20, 21-28, 29-45, 46-103 und 104 aufgetrennt, wie die Abb. 24
der DC-Kontrolle illustriert.

Abb. 24:

DC-Kontrolle der DCCC-Fraktionen von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS5, MC552-627: Die
Grenzen der gebildeten 5 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Die beiden
letzten Gruppen sind am rechten Rand teilweise abgeschnitten. Niheres siche Text.

Die Untersuchung der proliferationshemmenden Aktivititen der einzelnen Fraktions-
gruppen, dargestellt im Diagramm 20, zeigt, dass die Sammelfraktionen 1-20 und 104
unwirksam waren. Die Applikation der Sammelfraktion 21-28 senkte das Wachstum auf
29,6 +10,8%, verglichen mit der Kontrolle mit einem p = 0,0011 ein statistisch signifi-
kanter Effekt. Die Senkung der Proliferationsraten auf 40£12,7% respektive
63,4 £15,2% durch die Sammelfraktionen 29-45 und 46-103 waren mit p-Werten von
p=0,0011 im ersten Fall statistisch signifikant, im zweiten mit einem p = 0,2478 je-
doch nicht. Die drei genannten Sammelfraktionen wurden auf der siebten Fraktionie-
rungsebene per MPLC weiter aufgetrennt.
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Diagramm 20:

BrdU-Testung der antiproliferativen Aktivitit der DCCC-Fraktionen von JR2ZMD.VC4-34, VC26-
39.5106-122.H55.MC552-627: Auf der Ordinate ist die relative Absorption bei 402nm in Prozent der
Kontrolle, auf der Abszisse sind die Fraktionen rechis neben der Kontrolle aufgetragen. Nitheres siche
Text.

3.3.6.5 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.S123-154.DC2+3 (Familie 4)

Im Folgenden nun die Beschreibung der MPLC der in der DCCC der Fraktion
JRIZMD.VC4-34,VC26-39,5123-154.DC2 + 3 erhaltenen Fraktionen. Die Trennungen
sowie jegliche nun folgenden MPLC-Trennungen fanden unter denselben Bedingungen
wie diejenigen der Fraktionen JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122. H54.DC (siche
Seite 81) statt. Lediglich die Flussrate betrug 1 ml/min, die Fraktionierung erfolgte in
12-miniitigen Abstinden. Die DC-Kontrollen wurden mit einem Gemisch aus Chloro-
form und Methanol in einem Verhiltnis von 97:3 v:v entwickelt.

Zur Zusammenstellung der Sammelfraktionen wurden wiederum lediglich DC-
Gesichtspunkte beriicksichtigt, und eine Testung erfolgte nur dann, wenn geniigend
Gewicht der Fraktion vorhanden war; anderenfalls verschob sich die Testung der Sub-
stanzen auf einen Zeitpunkt nach deren Strukturaufklirung. Allerdings war das Gewicht
oftmals so hoch, dass es eine Testung der Aktivitiit erlaubte. Aus Platzgriinden wird auf
die Darstellung der DC-Kontrollen verzichtet.

Uberblick tiber diese Familie 4 verschafft Abb. 46 (siche Anhang, Seite 148).
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3.3.6.5.1 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.8123-154.DC2+3.DC1-2
(Familied)

Die MPLC dieser 604 mg Fraktion ergab 133 Fraktionen, die zu den
8 Sammelfraktionen 1-22, 23-29, 30-66, 67-73, 74-120, 121-131, 132 und 133, zusam-
mengestellt wurden, wobei es sich bei den Fraktionen 132 und 133, wie generell bei den
Endfraktionen, um das Wascheluat der S&ule mit verschiedenen Ldsungsmitteln, im
vorliegenden Fall mit 0,5%iger Trifluoressigsiiure in Methanol handelte. Die Ergebnisse
der Proliferationstests zeigt das Diagramm 21; alle Fraktionen waren mehr oder weniger
aktiv; die Effekte waren jeweils mit p-Werten von p = 0,0022 statistisch signifikant.
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Diagramm 21:

BrdU-Testung der antiproliferativen Aktivitit der MPLC-Fraktionen von JRZMD.VC4-34. VC26-
39.5123-154.DC2+3.DC1-2: Auf der Ordinate ist die relative Absorption bei 402nm in Prozent der
Kontrolle, auf der Abszisse sind die Fraktionen rechts neben der Kontrolle aufgetragen. Niheres siche
Text.

Raelative Absorption in %

3.3.6.5.2 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.8123-154.DC2+3.DC3-10
(Familie 4)

Die MPLC dieser 738 mg Fraktion resultierte in 76 Fraktionen, die zu den
11 Fraktionsgruppen 1-13, 14-17, 18-20, 21-25, 26-34, 35-45, 46-51, 52-60, 61-66, 67-
75 und 76 zusammengestellt wurden. Mit Senkungen der Proliferationsraten auf durch-
weg unter 20% der Proliferationsrate der Kontrolle wirkten alle getesteten Sammelfrak-
tionen auBerordentlich stark antiproliferativ. Verglichen mit den unbehandelten Kon-
trollkulturen waren diese wachstumshemmenden Effekte mit p- Werten von durchweg
p = 0,0022 (n = 6) statistisch signifikant.
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3.3.6.5.3 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.8123-154.DC2+3.DC11-17
(Familie 4)

Diese Fraktion mit einem Gewicht von 50,7 mg wurde in 72 Fraktionen, und diese wie-
derum in vier Sammelfraktionen unterteilt. Wahrend die Sammelfraktion 1-18 mit einer
Senkung des Wachstums auf 57 +16,4% dessen der unbehandelten Kontrolle nur eine
miiflige, mit einem p = 0,0649 (n = 6) statistisch nicht signifikante Hemmung bewirkte,
wiesen die anderen drei Sammelfraktionen jeweils mit einem p = 0,0022 im Vergleich
zu den Werten der Kontrollgruppe einen statistisch signifikanten antiproliferativen Ef-
fekt auf das maligne Melanom auf; dabei handelte es sich um die Fraktion 19-37 mit
einer Senkung auf des Wachstums auf 14,2 £0,5%, die Fraktion 38-71 mit einer Sen-
kung auf 13,5 +0,6% und die Fraktion 72 mit einer Senkung auf 14,4 +1,5% des Wachs-

tums der unbehandelten Kontrollen.

3.3.6.5.4 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.5123-154.DC2+3.DC18-25
(Familie 4)

Die 65 mg dieser Fraktion wurden in 63 Fraktionen und schlieBlich in acht Fraktions-
gruppen 1-20, 21-30, 31-37, 38-41, 42-49, 50-53, 54-62 und 63 unterteilt. Alle Fraktio-
nen bis auf die Sammelfraktionen 38-41, 50-53 und 54-62 wurden getestet: sie bewirk-
ten jeweils einen auBerordentlich starken antiproliferativen Effekt, indem sie die Proli-
ferationsrate der mit ihnen behandelten Zellkulturen auf durchweg unter 18 +1,2% der
der unbehandelten Zellkulturen senkten. Verglichen mit den Proliferationsraten der
Kontrollgruppe waren diese Effekte mit einem p von jeweils p = 0,0022 statistisch sig-
nifikant.

3.3.6.5.5 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.S123-154.DC2+3.DC26-37
(Familie 4)

Per MPLC wurde diese 300,7 mg Fraktion in 88 Fraktionen, und schlieBlich in sechs
Sammelfraktionen aufgeteilt. Bis auf die erste Sammelfraktion 1-20, die die Wachs-
tumsrate des malignen Melanoms lediglich auf 81,3 £35,8% senkte, waren die iibrigen
Sammelfraktionen 21-28, 29-32, 33-56, 57-87 und 88 jeweils mit einer Senkung der
Proliferationsrate auf unter 15% der der unbehandelten Kontrollgruppe auBerordentlich
aktiv. Wihrend der Effekt der Sammelfraktion 1-20 statistisch im Vergleich zu den un-
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behandelten Kontrollen nicht signifikant war, waren die beobachteten Aktivititen der

anderen Fraktionen jeweils mit einem p = 0.0022 statistisch signifikant.

3.3.6.5.6 MPLC von JRZMD.VC4-34.V(C26-39.8123-154.DC2+3.DC38-43
(Familie 4)

Diese Fraktion mit einem Gewicht von 271 mg wurde mittels MPLC in 86 Fraktionen
aufgetrennt. Analog zu denen aus der vorhergegangenen Trennung waren die gebildeten
sechs Sammelfraktionen, bis auf die erste Sammelfraktion 1-28, die die Wachstumsrate
des malignen Melanoms lediglich auf 78,6 £24,8% senkte, jeweils mit einer Senkung
der Proliferationsrate auf etwa 14% der der unbehandelten Kontrollgruppe auBerordent-
lich aktiv. Es handelte sich dabei um die Sammelfraktionen 29-40, 41-42, 43-47, 48-61
und 62-86. Wihrend der Effekt der Sammelfraktion 1-20 statistisch im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen nicht signifikant war, waren die beobachteten Aktivitiiten der

anderen Fraktionen jeweils mit einem p = 0.0022 statistisch signifikant.

3.3.6.5.7 MPLC von JR2MD.VC4-34.V(C26-39.5123-154.DC2+3.DC44-54
(Familie 4)

Diese 245,7 mg Fraktion wurde in 51 Fraktionen aufgeteilt. Von den gebildeten sieben
Sammelfraktionen waren die Anfangsfraktion 1-21 und die Endfraktionen 32-49, 50
und 51 mit Wachstumssenkungen nicht unter 49% nur miBig wirksam; verglichen mit
denen der Kontrolle waren diese Effekte statistisch mit p-Werten von p = 0,0931 fiir die
Anfangsfraktion, p= 0,0649 respektive p=3939 und p =2403 (jeweils n=6) fir die
drei letzteren Fraktionen statistisch nicht signifikant. Die drei mittleren Fraktionen 22,
23 und 24-31 bewirkten jedoch eine Wachstumssenkung auf 34 +26,4% respektive
13 £0,9% und 16,1 £1,6% des Wachstums der unbehandelten Kontrollen; verglichen
mit ihnen waren die Unterschiede mit p-Werten von p = 0.0931 respektive p = 0,0022
und p = 0.0152 (jeweils n = 6) im ersten Fall nicht, in den zwei letzteren jedoch statis-

tisch jeweils signifikant.



3.3.6.5.8 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.8123-154.DC2+3.DC55-66
(Familie 4)

Die 405,8 mg dieser Fraktion wurden in 103 Fraktionen, und diese wiederum in acht
Sammelfraktionen unterteilt (siche Abb. 25). Die erste Sammelfraktion 1-20 bewirkte
eine Steigerung des Wachstums auf 109,9 £13,3% des spontanen Tumorwachstums des
malignen Melanoms, verglichen mit den unbehandelten Kontrollgruppen mit einem
p = 0,5887 statistisch jedoch nicht signifikant. Wihrend die letzte der Sammelfraktio-
nen, die Fraktion 103, keinen Effekt hatte, senkten die iibrigen Fraktionen 21-30, 31-37,
38-50, 51-58, 59-71 und 72-102 die Proliferationsrate jeweils bis auf etwa 20% der
spontanen Tumorproliferation, Effekte, die verglichen mit den Kontrollwerten jeweils

statistisch mit einem p = 0,0022 statistisch signifikant waren.
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Abb, 25:

DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JRIMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC2+3.DC55-66: Die
Grenzen der Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Niheres siche im Text.

3.3.6.5.9 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC2+3.DC67-76
(Familie 4)

Diese Fraktion mit einem Gewicht von 495,1 mg wurde per MPLC in 74 Fraktionen

aufgetrennt und zu den sechs Fraktionsgruppen 1-33, 34-40, 41-47, 48-50, 51-72 und
73-74 zusammengestellt (Abb. 26).

Abb. 26:

DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JER2MD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC2+3. DIC67-T6: Die
Grenzen der gebildeten 6 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Die Sam-
melfraktion 73-74 stellt den anfangs noch zur Sicherheit fraktionierten Wachlauf dar, Nitheres siche im
Text.
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Die Effekte dieser Fraktionen sind im folgendem Diagramm dargestelit:
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Diagramm 22:

BrdU-Testung der antiproliferativen Aktivitit der MPLC-Fraktionen von JRZMD.VC4-34. VC26-
39.5123-154.DC2+3.DC67-76: Auf der Ordinate ist die relative Absorption bei 402nm in Prozent der
Kontrolle, auf der Abszisse sind die Fraktionen rechis neben der Kontrolle aufgetragen. Trotz der ins-
gesamt hemmenden Eigenschafien der Gesamtfraktion sind wachstumsiftrdernde Fraktionsgruppen
enthalten.

Wie erwartet, fand sich eine starke antiproliferative Aktivitdt mit Wachstumssenkungen
auf 25,4 +5.4% respektive 29,2 £6,5% durch die Anwendung der Fraktionen 51-72 und
73-74, verglichen mit den Kontrollen mit einem p=0,0411 bezichungsweise einem
p=0,0152 statistisch jeweils signifikant. Die drei ersten Sammelfraktionen bewirkten
jedoch eine Steigerung des Tumorwachstums auf 153,8 £13,2%, 140,2 £29,5% und
150,8 £7,9% dessen der unbehandelten Kontrollen; verglichen mit diesen waren die
Unterschiede mit p-Werten von p = 0,0411 respektive p=0,0043 und p = 0,0152 statis-
tisch ebenfalls signifikant. Die Sammelfraktion 48-50 wurde aus Gewichtsgriinden nicht
untersucht. Diese Beobachtung eines stark gesteigerten Tumorwachstums bildet eine
Parallele zum Effekt der Trennung der Fraktion JR2MD.VC4-34.VC26-39.5123-
154.DC2+3.DC55-66, die das Wachstum ebenfalls steigerte. Da die beiden Sammel-
fraktionen, deren Subfraktionen das Wachstum steigerten, als benachbarte Geschwister-
fraktionen eng verwandt sind, ist anzunehmen, dass sich in den das Wachstum steigern-
den Subfraktionen als vermittelnder Wirktriiger ein und dieselbe Substanz befindet. Ins-
gesamt iiberwog die antiproliferative Komponente der Sammelfraktionen DC55-66 und
67-76, so dass in der Gesamtschau lediglich eine relativ schwache Wachstumshemmung
zu beobachten war.
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3.3.6.5.10 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.5123-154.DC2+3.
DC113-132 (Familie 4)

Diese 40,3 mg Fraktion wurde in 47 Fraktionen aufgetrennt. Die sechs Sammelfraktio-
nen waren die Fraktionen 1-15, 16-21, 22-29, 30-37, 38-46 und 47. Die drei letzteren
wurden getestet; wihrend die Fraktion 30-37 keinen Effekt aufwies, senkten die Frakti-
onen 38-46 und 47 im Vergleich zur Kontrolle das Wachstum mit einem p = 0,0649 im
ersten Fall statistisch nicht, mit einem p=0,0411 im zweiten jedoch statistisch signifi-
kant auf 46.2 +20,8% und 31,5 +8,2% dessen der Kontrollen.

3.3.6.5.11 MPLC der Fraktion JR2ZMD.V(C4-34.VC26-39.8123-154,
DC2+3.DC188-208 (Familie 4)

Die 49,2 mg dieser Fraktion wurden in 116 Fraktionen aufgetrennt. Die fiinf Sammel-
fraktionen waren die Fraktionen 1-35, 36-56, 57-84, 85-115 und 116. Wihrend die bei-
den ersten Sammelfraktionen unwirksam waren, hemmten die Sammelfraktionen 57-84
und 85-115 das Tumorwachstum auf 35,2 £4.4% bezichungsweise 61,8 £30,4% dessen
der Kontrollkulturen. Dies war mit einem p = 0,3939 respektive p = 0,0649 jeweils sta-
tistisch jedoch nicht signifikant. Die Fraktion 116, der Nachlauf der S#ule, steigerte die
Proliferationsrate des malignen Melanoms auf 114,9 £38,8% der unbehandelten Kon-
trollen; im Vergleich zu den Kontrollkulturen mit einem p=0,1797 jedoch ebenfalls
statistisch kein signifikanter Effekt.

3.3.6.6 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.58123-154.DC4.DC (Familie 5)

Im Folgenden nun die Beschreibung der MPLC der in der DCCC der Fraktion
JRIMD.VC4-34.V(C26-39.5123-154.DC4 erhaltenen Fraktionen. Es wurde dieselbe
Siule unter denselben Bedingungen wie bei der Aufirennung der Fraktionen DC2+3.DC
verwendet (siche Seite 91). Es gelten dieselben Vorbemerkungen: auch die Gewichte
dieser Fraktionen waren meist fiir eine Testung ausreichend. Uberblick tiber diese Fami-

lie 5 verschafft Abb. 47 (siehe Anhang, Seite 149).
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3.3.6.6.1 MPLC von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.DC1-13
(Familie 5)

Die Chromatographie dieser 31 mg Fraktion ergab 74 Fraktionen, die zu den

6 Sammelfraktionen 1-21, 22-28, 29-43, 44-64, 65-72 und 73-74 zusammengestellt

wurden, die alle die Tumorproliferation auf etwa 20% der der unbehandelten Kontroll-

kulturen senkten. Verglichen mit diesen waren die Effekte der Fraktionen jeweils mit
einem p = 0,0022 (jeweils n = 6) statistisch signifikant.

3.3.6.6.2 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.DC14-19
(Familie 5)
Durch die Auftrennung dieser Fraktion eines Gewichtes von 66,4 mg ergaben sich

62 Fraktionen, die zu den 7 Fraktionsgruppen 1-23, 24-28, 29-33, 34-40, 41-56, 57-61
und 62 zusammengefasst wurden (sieche Abb. 27).

Abb. 27:

DC Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.DC14-19: Die
Grenzen der gebildeten 7 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Die Sam-
melfraktion 62 stellt den fraktionierten Machlauf dar. Niheres siche im Text.

Auch diese Fraktionen waren siimtlich aktiv und hemmten die Tumorproliferation auf
durchweg unter 15% der der unbehandelten Kontrollkulturen. Verglichen mit diesen
waren die Effekte der Fraktionen jeweils mit einem p=0,0022 statistisch signifikant.
Lediglich die Fraktionen 57-61 und 62 wiesen mit einer Proliferationshemmung auf
61,3 £14,9% beziehungsweise 62,5 £7,1% des Ausgangswertes schwiichere Aktivitiiten
auf. Jedoch waren auch diese mit einem p von jeweils p = 0,0022 statistisch signifikant,

3.3.6.6.3 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.5123-154.DC4.DC20-36
(Familie 5)

Der Versuch dieser Auftrennung mit einem Gewicht von 372,8 mg scheiterte, da sich
auch bei geringsten Flussraten wesentlich zu hohe Pumpdriicke aufbauten.
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3.3.6.6.4 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.S123-154.DC4.DC37-43
(Familie 5)

Diese 139,8 mg Fraktion wurde in 50 Fraktionen und schlieBlich sieben Sammelfraktio-
nen, niimlich die Fraktionen 1-18, 19-22, 23-31, 32-37, 38-48, 49 und 50 aufgeteilt.
Wiihrend die letzte Fraktion unwirksam war, senkte die erste Fraktion die Tumorprolife-
ration auf 54,2 +4.4% der der Kontrollen, was mit einem p = 0,0022 einen statistisch
signifikanten Effekt darstellte. Die anderen Sammelfraktionen bewirkten jeweils einen
sehr starken antiproliferativen Effekt: Sie senkten die Proliferationsrate der mit ihnen
behandelten Zellkulturen auf durchwegs unter 15% der der unbehandelten Zellkulturen.
Diese Effekte waren mit einem p von jeweils p = 0,0022 (jeweils n = 6) statistisch signi-
fikant.

3.3.6.6.5 MPLC von JRZMD.VC4-34.V(C26-39.5123-154.DC4.DC44-48
(Familie 5)

Durch MPLC wurde diese Fraktion mit einem Gewicht von 85.4 mg in 73 Fraktionen
und schlieBlich in die acht Fraktionsgruppen 1-11, 12-16, 17-21, 22-25, 26-35, 36-31,
52-72 und 73 aufgeteilt. Lediglich die Fraktionen 22-25, 26-35, 36-51, 52-72 wurden
getestet; die erste senkte das Tumorwachstum auf 31,8 £13,2% dessen der Kontrollkul-
turen, die drei letzteren sogar bis auf 13,6 £2,2%, 14 £0,9% und 14,4 £1,6% dessen der
Kontrollkulturen. Diese Effekte waren mit p-Werten von jeweils p= 0,0022 statistisch
signifikant.

3.3.6.6.6 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.DC49-62
(Familie 5)

Diese 101,8 mg Fraktion wurde in 78 Fraktionen aufgetrennt. Beispielhaft fur diese Se-
rie von MPLC sind die Aktivitiiten der gebildeten Sammelfraktionen im Diagramm 23
dargestellt. Wihrend die zwei ersten Sammelfraktionen wie auch die letzte mit p-
Werten von p =0,0411 respektive p=0,0022 und p=0,0022 statistisch zwar signifi-
kante, doch lediglich geringe Effekte verursachten, waren die ibrigen Fraktionen je-
weils mit einem p = 0,0022 (jeweils n = 6) verglichen mit den Kontrollkulturen statis-

tisch signifikant stark antiproliferativ wirksam.
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Diagramm 23:

BrdU-Testung der antiproliferativen Aktivitit der MPLC-Fraktionen von JRZMD.VC4-34. VC26-
39.5123-154.DC4.DC49-62: Auf der Ordinate ist die relative Absorption bei 402nm in Prozent der
Kontrolle, auf der Abszisse sind die Fraktionen rechis neben der Kontrolle aufgetragen. Niheres siehe
im Text.

Relative Absorption in %
g

3.3.6.6.7 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.DC63-85
(Familie 5)

Die obige Fraktion mit einem Gewicht 198 mg wurde in 65 Fraktionen aufgeteilt. Bei-
spielhaft fiir diese Serie von MPLC zeigt die Abb. 28 die DC-Kontrolle der Fraktionen:

--------

Abb, 28:

DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JRIMD.VC4-34.VC26-39.8123-154.0C4.DC63-85: Die
Grenzen der gebildeten 11 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Sowohl
Sammelfraktion 9 als auch 10 enthalten relativ reine Substanzen, Nitheres siche im Text.

Es sind auf den Platten nach der Detektion noch etwa 15 Substanzareale zu sehen, die
15 enthaltenen Substanzen in den 11 Gruppen 1-14, 15+16, 17-22, 23-25, 26-28, 29-32,
33-35, 36-38, 319-46, 47-64 und 65 zuzuordnen sind. Bis zu sechs dieser Substanzen
befinden sich in einer Sammelfraktion, deren Grenzen anhand der senkrechten Markie-
rungen auszumachen sind; die meisten Fraktionen sind jedoch nur noch geringergradig
komplex, und Fraktion 39-46 scheint eine relativ reine Substanz zu beinhalten. Getestet
wurden lediglich die Sammelfraktionen 29-32 und 33-35; sie senkten die Tumorprolife-
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rationsraten auf 91,4 £5,5% bezichungsweise 73,6 £7,2% derer der unbehandelten Kon-
trollen; diese geringfligigen Effekte waren jedoch statistisch nicht signifikant.

3.3.6.6.8 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.5123-154.DC4.DC138
(Familie 5)

Die 22,6 mg dieser Fraktion wurden in 61 Subfraktionen, und schlieBlich in die neun
Sammelfraktionen 1-16, 17-21, 22-26, 27-34, 35-38, 39-43, 44-51, 52-60 und 61 unter-
teilt. Lediglich die Fraktionen 17-21 und 27-34 wurden getestet.

Wihrend erstere das Tumorwachstum auBerordentlich stark auf 9% £0,7 dessen der
unbehandelte Kulturen senkte, wurde es durch die zweite auf 38% +1.6 des Wachstums
der unbehandelten Kontrollen gesenkt. Diese Effekte waren im Vergleich zur Kontroll-
gruppe mit einem p von jeweils p = 0,0022 (n = 6) statistisch signifikant.

Obwaohl auch in dieser Familie 5 von miteinander verwandten Fraktionen und Substan-
zen schon auf dieser Trennebene Reinsubstanzen erhalten wurden, wurden sie in ihrer
Struktur ebenfalls noch nicht aufgeklért. Einige der hochwirksamen, wenig komplexen
Gemische wurden auf den Fraktionierungsebenen sieben, acht und neun weiter bearbei-
tet. Dazu wurden zueinandergehdrige Fraktionen sinnvoll so wiedervereinigt, dass zu-
nichst iiber mehrere Sammelfraktionen verteilte Substanzanteile wieder zusammenge-

fiigt wurden. Dies wird weiter unten vorgestellt.

3.3.7 Fraktionierungsebene 7

Es folgt nun die Beschreibung der MPLC der in der HSCCC der Fraktion JR2ZMD.VC4-
34.VC26-39.5106-122. HS2.MC36-65 (Familie 1) gewonnenen Fraktionen. Es wurde
abermals dieselbe S#ule unter den iiblichen Bedingungen genutzt. Es gelten dieselben
Vorbemerkungen; jedoch wurde noch keine der in diesen Trennungsgingen erhaltenen
Reinsubstanzen auf antiproliferative Aktivitit getestet. Abb. 43 zeigt den Stammbaum
der Familie 1 (siche Anhang, Seite 145).

3.3.7.1.1 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS2.MC36-65.
HS1-24 (Familie 1)

Diese diinnschichtchromatographisch nur noch zwei Substanzen enthaltende Sammel-
fraktion mit einem Gewicht von 5,6 mg wurde in 23 Fraktionen aufgeteilt, die spéter in
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vier Sammelfraktionen zusammengefasst wurden: 1-12, 13-18, 19-22 und der Nachlauf,
die Fraktion 23 (Abb. 29). Die beiden gesuchten Substanzen konnten voneinander sepa-
riert werden; die erste war in der Sammelfraktion 13-18, die zweite in der Sammelfrak-
tion 19-22 enthalten.
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Abb, 29:
DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JRZMD.VC4-34,VC26-39.5106- 122 HS2Z.MC36-65. HS 1-24;
Die Grenzen der gebildeten 4 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Mihe-
res siehe im Text.

3.3.7.1.2 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS2.MC36-65.
HS25-29 (Familiel)

Diese, diinnschichtchromatographisch die beiden als ,,F* und ,L* bezeichneten Sub-

stanzen enthaltende Fraktion mit einem Gewicht von 6.7 mg wurde in 20 Fraktionen
aufgeteilt, die spiiter in die Sammelfraktionen 1-14, 15-19 und 20 eingeteilt wurden.

Abb. 30:

DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS2. MC36-65.HS25-
29: Die Grenzen der gebildeten 3 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet.
Vollstindige Separierung der Substanzen ,F* und ,L*, Niheres siehe Text.

. Die erste Sammelfraktion enthielt die Substanz F, die zweite Sammelfraktion die Sub-
stanz L. Die Substanz F stellte sich, untersucht durch GCMS und 'H-NMR als Dibu-
tylphtalat heraus; vermutlich abermals, wie in JR1 eine Verunreinigung aus den Lise-
mitteln. Die Substanz L, die als einer der Wirktriiger der Fraktion HS2 der vierten

Trennebene angesehen werden kann, wurde noch keiner eingehenderen Untersuchung
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unterzogen. Zur Demonstration der Reinheit der Substanz ist die DC-Kontrolle des Lau-
fes hier in Abb. 30 dargestellt.

3.3.7.1.3 MPLC von JRZMD.VC4-34.V(C26-39.5106-122.HS2.MC36-65.
HS30-37 (Familie 1)

Die in der HSCCC der Fraktion MC36-65 erhaltene Fraktion HS30-37 enthielt die mit
J¢ und L H* bezeichneten Stoffe. Die 11,7 mg wiegende Fraktion wurde in
47 Unterfraktionen aufgeteilt. Es wurden fiinf Sammelfraktionen gebildet: 1-19, 20-27,
28-35, 36-46 und 47 (Abb. 31). Die Substanz ,J* war in der Sammelfraktion 28-35, die
Substanz ,.H* in der Sammelfraktion 20-27 enthalten. Da sich beide Substanzen aber
noch iiberlappten, werden beide noch weiter aufgereinigt werden miissen. Als besonders
geeignet scheint hierfiir die Recyclingchromatographie am selben System zu sein, da
schon eine partielle Trennung erreicht werden konnte. Vermutlich werden nach zwei bis

drei Wiederholungsschritten beide Substanzen voneinander getrennt in Reinform vor-

liegen.

Abb. 31:

DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JR2MD.VC4-34.VC26-39.5106-122.H52. MC36-65.H530-
37: Die Grenzen der gebildeten 5 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Ni-
heres siche im Text.

3.3.7.1.4 MPLC von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS2.MC36-65.
HS38-42 (Familie 1)

Diese 8 mg Fraktion wurde in 42 Fraktionen getrennt. Sie wurden in vier Sammelfrakti-
onen aufgeteilt: 1-16, 17-40, 41 und 42. Die Fraktion 41 enthielt 2,5 mg der Substanz
E* in Reinform.
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3.3.7.2 Keine Fraktionierungsebene 7 der Familie 2

Die Fraktionsebene 7 entfiel bei der Familie 2, da eine Strukturaufklirung bei zu gerin-

gem Gewicht der einzelnen Fraktionen nicht miglich war.

3.3.7.3 MPLC von JR2MD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS5.MC281-627.DC
(Familie 3)

Bei den MPLC der in der DCCC der Fraktion JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-
122.HS5.MC281-331, MC332-551 und MC552-627 gewonnenen Fraktionen wurde
nochmals dieselbe S#ule unter den iiblichen Bedingungen verwendet. Aus Gewichts-
griinden wurden mit Blick auf die oben genannten Ziele der Erhaltung einer mglichst
groBen Masse nur relativ wenige Testungen durchgefiihrt. Trotz eines relativ geringen
Gewichtes sind die erhaltenen Fraktionen noch relativ komplex. Uberblick iiber folgen-
den Strang gibt Abb. 45 (siche Anhang).

3.3.7.3.1 MPLC von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS5.MC281-331.
DC10-17 (Familie 3)

In dieser MPLC der 32,9 mg wiegenden Sammelfraktion wurden 72 Fraktionen erhalten
und auf die 13 Fraktionsgruppen 1-17, 18+19, 20-22, 23+24, 25-27, 28-32, 33+34, 35-
38, 39-44, 45-50, 51-56, 57-64 und 65-72 aufgeteilt (Abb. 32). Die Fraktionen wurden
noch nicht weiter getestet; sie sind noch relativ komplex; einzig die Sammelfraktion
23+24 stellt ein Zweiergemisch dar.

Abb, 32:

DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen wvon JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS5.MC281-
331.DC10-17: Die Grenzen der gebildeten 13 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekenn-
zeichnet, Niheres siehe im Text.
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3.3.7.3.2 MPLC von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS5.MC281-331.
DC18-29 (Familie 3)

Die 130,7mg dieser Fraktion wurden in 77 Subfraktionen, und diese in
11 Sammelfraktionen 1-17, 18+19, 20-23, 24-26, 27+28, 29-33, 34-38, 39-48, 49-57,
58-75 und 76+77 aufgeteilt, die antiproliferativ wirkten; lediglich die Fraktionen 18+19
und 27+28 wurden aufgrund des geringen Gewichtes, und die Fraktion 76+77 aufgrund
von Lsungsproblemen nicht getestet. Die Inhibitionen der Proliferation des malignen
Melanoms auf bis zu 10% der Proliferationsraten der Kontrollkulturen waren jeweils
mit einem p = 0,0022 (jeweils n = 6) beziehungsweise p = 0,0043 bei der Fraktion 58-
75 statistisch signifikant. In dieser Fraktionierung verteilte sich eine Substanz Uber alle
Fraktionen; dies mag daran gelegen haben, dass sie in sehr grober Menge vorhanden ist.

3.3.7.3.3 MPLC von JR2MD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS5.MC281-331.
DC30-38 (Familie 3)

In diesem Trenngang verteilte sich wieder eine Substanz iiber einige Fraktionen, offen-
bar dieselbe wie in dem vorher beschriebenen Trenngang. Nunmehr konnte die Sub-
stanz in der Sammelfraktion 13 + 14 jedoch rein gewonnen werden. Die 38,6 mg der

oben genannten Fraktion wurden in 60 Fraktionen und diese wiederum in die
10 Fraktionsgruppen 1-10, 11+12, 13+14, 15-17, 18-26, 27-31, 32-46, 47-50, 51-58 und
59+60 unterteilt.
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Abh, 33:
DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionsgruppen von JRIMD.VC4-34.VC26-39.5106-122 HS5. MC281-

331.DC30-38: Jede Bahn stellt eine Fraktionsgruppe dar. In Fraktionsgruppe 3 eine Reinsubstanz. Ni-
heres siehe im Text.
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Abb. 33 zeigt die DC-Kontrolle der Sammelfraktionen; das verwendete FlieBmittel zur
Entwickelung der Platten war ein Gemisch aus Chloroform und Methanol im Verhéltnis
von 95:5 viv. Am wenigsten komplex war die Fraktion 13 + 14, in der die gewonnene
Reinsubstanz enthalten war. Am hochsten komplex waren mit jeweils finf enthaltenen
Substanzen die Fraktionen 18-26, 32-46 und 47-50. Die Fraktionen 18-26 und 27-31
waren antiproliferativ aktiv; die tibrigen Fraktionen wurden noch nicht getestet.

Obige DC verdeutlicht, dass einerseits aus dieser Fraktionsgruppe schon Reinsubstan-
zen gewonnen wurden; anderseits jedoch weisen insgesamt die erhaltenen Fraktionen
bei einer noch relativ hohen Komplexitit ein geringes Gewicht auf, so dass es nicht
wahrscheinlich erscheint, alle in dieser Gruppe vorhandenen wirksamen Substanzen in

ihrer chemischen Struktur aufkliren zu kdinnen.

3.3.7.3.4 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS5.MC281-331.
DC39-54 (Familie 3)

Die 66,9mg dieser Fraktion wurden in 70 Subfraktionen, und diese in
9 Sammelfraktionen 1-18, 19-21, 22-24, 25+26, 27-32, 33+34, 35-42, 43-69 und den
Nachlauf, Nummer 70, aufgeteilt.

Die erste Sammelfraktion war wirkte nicht proliferationshemmend; die Fraktionen 27-
32, 33+34 und 35-42 senkten die Tumorproliferationsrate auf 13,7 £0,9%, 14,2 £1,1%
und 13 +0,6% der der Kontrollkulturen; diese Effekte waren mit p-Werten von jeweils
p = 0,0022 (jeweils n = 6) statistisch signifikant. Die restlichen Sammelfraktionen wur-
den nicht getestet.

3.3.7.3.5 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HSS.
MC332-551.DC1-17 (Familie 3)

Der Versuch. diese Fraktion mit einem Gewicht von 44,2 mg in einer HSCCC mit dem
Zweiphasensystem bestehend aus Toluol, Chloroform, Methanol und Wasser im Ver-
hiltnis von 5:5:7:2 v:viv:v im absteigenden Modus weiter aufzutrennen, misslang auf-
grund der Thixotropie der Fraktion. Vor dem Neustart des Geriits verstopfie sie die Siu-
le. Sie wurde wieder gewonnen, und in einer MPLC in 63 Fraktionen aufgeteilt. Diese
Subfraktionen wurden den Sammelfraktionen 1-15, 16+17, 18+19, 20-22, 23, 24-27,
28-53. 54-61 und 62+63 zugeteilt. Getestet wurden die Fraktionen 16+17, 20-22, 23,
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28-53 und 62+63. Bis auf die Fraktion 20-22, die unwirksam war, wirkten alle geteste-
ten Fraktionen mittelstark antiproliferativ. Die Proliferationshemmungen des Tumors
auf Werte zwischen 35,4 £9,8% und 83,5 £6,6% der Proliferation der unbehandelten
Kontrollgruppen waren jeweils mit einem p < 0,05 (n = 6) statistisch signifikant. Zwei

Substanzen waren rein.

3.3.7.3.6 MPLC von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5§106-122.HS5.MC332-551.
DC18-27 (Familie3)

Die 30,8mg dieser Fraktion wurden in 68 Subfraktionen, und diese in
10 Sammelfraktionen 1-4, 5-11, 12-21, 22-33, 34-37, 38-41, 4245, 46-53, 54-66 und
67+68 aufgeteilt. In Fraktion 22-33 lag eine Reinsubstanz vor, deren Aktivitét mit einer
Wachstumshemmung der Melanomkultur auf 13,9 £0,8% der Proliferationsrate der
Kontrollkulturen mit einem p=0,0022 statistisch signifikant war. Die letzten beiden
Fraktionen wirkten ebenfalls stark proliferationshemmend: Sie senkten die Proliferati-
onsraten verglichen mit der Kontrolle auf 22 £2,3% respektive 18,4 £1,7%; Effekte, die
mit einem p-Wert von jeweils p = 0,0022, statistisch ebenfalls signifikant waren. Die
iibrigen Fraktionen wurden nicht untersucht.

3.3.7.3.7 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS5.MC332-551.
DC28-40 (Familie3)

In dieser MPLC der 25,5 mg wiegenden Sammelfraktion wurden 65 Fraktionen gewon-
nen und auf die neun Sammelfraktionen 1-6, 7-11, 12-17, 18-22, 23-27, 28-34, 35-45,
46-64 und 65 aufgeteilt. Lediglich die letzten beiden Fraktionen wurden bis jetzt getes-
tet: Sie waren mittelstark bis schwach proliferationshemmend wirksam, indem sie die
Proliferationsraten verglichen mit den Kontrollkulturen auf 53,9 £22% respektive
75.9 +14,1% senkten (p=0,0043 bzw. p=10,0152). Die librigen Fraktionen wurden

noch nicht weiter getestet.

3.3.7.3.8 MPLC von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS5.MC332-551.
DC41-54 (Familie3)

Per MPLC wurde diese 20,2 mg schwere Fraktion in 54 Fraktionen aufgetrennt. Sie
wurden in filnf Sammelfraktionen 1-18, 19-27, 28-37, 38-52 und 53+54 zusammenge-

107



fasst. Die Fraktion 28-37 bewirkte eine Proliferationshemmung auf 12,9 £0,7 % der
Proliferation unbehandelter Kontrollen, ein mit einem p = 0,0022 (n = 6) statistisch sig-
nifikanter Effekt. Sie beinhaltet eine relativ reine Substanz mit einem Gewicht von

16,2 mg. Die iibrigen Fraktionen wurden bisher noch nicht getestet.

3.3.7.3.9 MPLC von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS5.MC552-627.
DC21-28 (Familie3)

Durch MPLC wurde diese Fraktion mit einem Gewicht von 16,9 mg in 56 Fraktionen,
und schlieBlich in acht Sammelfraktionen aufgeteilt: 1-13, 14-21, 22-32, 33-38, 39-45,
46-51, 52-54 und 55+56. Eine Substanz konnte in Fraktion 52-54 rein gewonnen wer-
den. Eine Testung der Aktivitéiten fand noch nicht statt.

3.3.7.3.10 MPLC von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HSS.
MC552-627. DC29-45 (Familie3)

Diese 7.1 mg Fraktion wurde in 68 Fraktionen, und diese wiederum in fiinf Sammel-
fraktionen aufgeteilt. Es waren die Sammelfraktionen 1-16, 17-21, 22-45, 46-67 und 68.

Keine der Fraktionen wurde bisher getestet.

3.3.7.3.11 MPLC von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5106-122.HS5.
MC552-627. DC46-103 (Familie3)

Diese 19,2 mg wiegende Fraktion wurde in 32 Fraktionen separiert. Es gab folgende
Sammelfraktionen: 1-10, 11-22, 23-30 und 31432, Die Fraktionen 1-10 und 31-32 wur-
den auf Aktivitit hin untersucht: Wihrend erstere mit einer Senkung der Tumorprolife-
ration auf 78.8 £8,3% der der Kontrollkulturen eher schwach wirkte, zeigte die letztere
mit einer Senkung der Proliferationsrate auf 19,1 £1,5% eine starke Aktivitdt. Beide
Effekte waren mit einem p von jeweils p = 0,001 statistisch signifikant.

3.3.7.4 Keine Fraktionierungsebene 7 der Familie 4

Die Fraktionsebene 7 entfiel bei der Familie 4, da eine Strukturaufkldrung bei zu gerin-

gem Gewicht der einzelnen Fraktionen nicht méglich war.
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3.3.7.5 Fraktionierungsebene 7 der Familie 5

In diesen MPLC wurde nicht nur eine Separation nach den Kriterien angestrebt, die un-
ter Material und Methoden schon beschrieben worden sind, sondern es sollten direkt
Substanzen isoliert werden, die vorher anhand der DC festgelegt wurden. Ein besonde-
rer Aspekt dabei war es, durch Zusammenfiigen von gleichen, aber in benachbarten
Fraktionen sich befindenden Substanzen ein mdglichst hohes Gewicht der Isolate zu
erreichen. Alle Trennungen fanden an einer 42 cm langen, 0,9 cm durchmessenden Séu-
le statt, die mit 15 g der beschriebenen Cyanophase gefiillt war; sie wurde wie eine
Normalphasensiiule eluiert. Keine dieser Fraktionen wurde bisher in vitro getestet. Die
Verwandtschaftsverhiltnisse zwischen diesen nur noch wenig komplexen Fraktionen
sind hochgradig komplex. Ein Uberblick verschafft folgende Abb. 48 (siche Anhang).

3.3.7.5.1 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.
DC14-19.MC24-28 (Familie 5)

Diese MPLC wurde durchgefiihrt, um den Hauptbestandteil der hochwirksamen und nur
noch wenig komplexen Fraktion JRZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.DC14-19.
MC24-28 zu isolieren. Dazu wurden 29 Fraktionen in die vier Sammelfraktionen 1-19,
20, 21-28 und 29 aufgeteilt.
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Abb. 34:
DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JRIMD.VC4-34.V(C26-39.8123-154.DC4.DC14-19.MC24-
28: Die Grenzen der gebildeten 4 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Die

Gruppe 29 stellt den rechts abgebildeten fraktionierten Nachlauf dar. Der sich schlecht abbildende o-
rangeleuchtende Hauptbestandteil ist gekennzeichnet. Niheres siche im Text.

Entsprechend der Abb. 34 der DC-Kontrolle enthielt die Fraktion 20 den Hauptbestand-
teil, in der DC orangeleuchtend, rein; die Fraktion 21-28 ebenfalls, allerdings nicht in
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sauberer Form. Die Fraktion 1-19 enthielt einen anderen Stoff, der sich iiber drei Frakti-
onen erstreckt.

Fraktion 1-19 wurde mit der Fraktion MCI-17 aus der Aufarbeitung der Fraktion
JR2MD.VC4-34,.VC26-39.5123-154.DC4.DC14-19.MC29-33 vereinigt und soll per
MPLC weiter getrennt werden.

In den parallel getrennten ,,Schwester“-Fraktionen fand sich ebenfalls die im DC oran-
geleuchtende Substanz. Daher wurde Fraktion 20 mit der Fraktion MC18 aus der Auf-
arbeitung der Fraktion JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.DC14-19.MC29-33,
der Fraktion 1-25 aus der Aufarbeitung der Fraktion JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.8123-
154.DC4.DC14-19.MC24-28.MC21-28 und der Fraktion 1-24 aus der Aufarbeitung der
Fraktion JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.5123-154.DC4.DC14-19.MC29-33.MC19-26 ver-
einigt (Die vier Fraktionen sind in der Abb. 48 des Anhangs zusitzlich mit einem Kreis
gekennzeichnet). Diese Mischfraktion ,,Orange* wurde auf der Fraktionierungsebene 9
per MPLC weiter aufgereinigt.

Die Fraktion 21-28 wurde direkt weiter getrennt (8.Ebene). Alle Trennungen fanden
abermals an derselben Siule unter denselben Bedingungen statt.

3.3.7.5.2 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.8123-154.DC4.DC14-19.
MC29-33 (Familie 5)

In dieser MPLC sollte der Hauptbestandteil der oben genannten Fraktion gewonnen
werden. Fs resultierten 60 Fraktionen, die wiederum zu den Sammelfraktionen 1-17, 18,
19-26, 27-33, 34-41, 42-44, 45-59 und 60 wiedervereinigt wurden.
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Abb. 35:
DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.
DC14-19.MC29-33: Die Grenzen der gebildeten 8 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche

gekennzeichnet. Die Gruppe 60 stellt den rechts abgebildeten fraktionierten Nachlauf dar. Zu beachten
ist die deutliche Ahnlichkeit mit der Fraktion MC24-28. Niheres siehe im Text.

Die obige Abbildung (Abb. 35) der DC-Kontrolle der erhaltenen Sammelfraktionen aus
dieser eng mit der vorher beschriebenen Fraktion MC24-28 verwandten Fraktion ergab
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eine Zhnliche Situation: Die Fraktion 18 enthielt den in der DC orangeleuchtenden
Hauptbestandteil, denselben wie in der Fraktion 20 aus der Fraktion MC24-28, rein.
Fraktion 19-26 enthielt ihn ebenfalls, allerdings nicht in reiner Form. Die Fraktion 1-17
enthielt einen anderen Hauptbestandteil, der in der Abbildung schwach erkennbar ist,
niimlich den gleichen, der in der Fraktion 1-19 der MC24-28 enthalten war.

Dementsprechend wurden wie oben detailliert beschrieben wiedervereinigt.

3.3.7.5.3 MPLC von JR2MD.VC4-34.V(C26-39.S123-154.DC4.DC14-19.
MC34-40 (Familie 5)

Diese Fraktion wurde 53 Subfraktionen, und diese wiederum den Sammelfraktionen
1-29, 30-34, 35-41, 42-45, 46-52 und 53 zugeordnet. Die Fraktion 35-41 enthielt die
gesuchte Hauptsubstanz in Reinform.

3.3.7.5.4 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.DC14-19.
MC41-56 (Familie 5)

Diese Fraktion wurde in 45 Subfraktionen aufgeteilt, und diese wiederum den Sammel-
fraktionen 1-28, 29-31, 32+33, 34, 35-39, 40-44 und 45 zugeordnet. Die Fraktion 35-39
enthielt die gesuchte Hauptsubstanz, jedoch durch eine zweite Substanz verunreinigt.
Die Hauptsubstanz scheint nicht dieselbe zu sein wie die in der Fraktion MC35-41 aus

der vorher beschriebenen Trennung.

3.3.7.5.5 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.5123-154.DC4.DC37-43.
MC1-18 (Familie 5)

Diese Fraktion konnte mit dem beschriebenen System nicht getrennt werden.

3.3.7.5.6 MPLC von JR2MD.VC4-34.VC26-39.8123-154.DC4.DC37-43.
MC19-22 (Familie 5)

Die Trennung dieser Fraktion ergab 37 Subfraktionen, die den neun Sammelfraktionen
1-6, 7-11, 12-14, 15+16, 17+18, 19-22, 23-27, 28-36und 37 zugeteilt wurden:

Die Fraktion 23-27 enthielt eine der gesuchten Substanzen rein. Fraktion 15+16 enthielt
zwei der gesuchten Substanzen, weshalb diese Fraktion einer weiteren MPLC unterzo-

gen wurde; ebenso wurde mit der Fraktion 17-18 verfahren, die drei Substanzen ent-
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hielt. Zur Reingewinnung einer in der Fraktion 28-36 enthaltenen ,gelben™ Substanz,
die durch eine weitere verunreinigt war, wurde die Fraktion zuniichst mit der Subfrakii-
on 34 aus der Aufirennung der Fraktion JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.S123-154.
DC4.DC37-43.MC32-37 und der Sammelfraktion MC47-68 aus der Auftrennung der
Fraktion JR2ZMD.VC4-34.V(26-39.5123-154.DC4.DC37-43.MC23-31 wiedervereinigt.
um per MPLC diese gelbe Substanz weiter auf zureinigen.
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Abb. 36:

DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.8123-154.DC4.DCIT-43.MC19-
22: Die Grenzen Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Der fraktionierte
Machlauf ist rechts abgeschnitten. Miheres siche im Text

3.3.7.5.7 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.DC37-43.
MC23-31 (Familie 5)

Die MPLC dieser Fraktion ergab 69 Fraktionen, die in die siecbhen Sammelfraktionen
1-13, 14-28, 29-33, 34-38, 39-46, 47-68 und 69 eingeteilt wurden. Abermals konnte
eine Substanz rein gewonnen werden. Die oben erwiihnte gelbe Substanz war in der
Fraktion 47-68 enthalten; daher wurde sie, wie oben beschrieben, mit zwei anderen die-
se Substanz enthaltenden Fraktionen zusammengefiihrt und gemeinsam einer weiteren

Trennung unterzogen.

3.3.7.5.8 MPLC von JR2MD,VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.DC37-43.
MC32-37 (Familie 5)

Diese Sammelfraktion wurde in 34 Subfraktionen und schlieBlich in die Sammelfrakti-
onen 1-19, 20-24, 25-33 und 34 eingeteilt (siche Abb. 37). Die Sammelfraktion 34 war
ebenfalls eine derjenigen, die zur weiteren Aufreinigung der gesuchten gelben Substanz
herangezogen wurden. Fraktion 1-19 enthielt ein Zweiergemisch von Substanzen, wel-
ches sich auch in der Sammelfraktion MC15-20 aus der im Folgenden beschriebenen
Auftrennung der Fraktion JRZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154. DC4.DC37-43.MC38-
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48 befand. Daher wurden die beiden Fraktionen vereinigt und fiir eine weitere MPLC
vorbereitet, um beide potentiell hochwirksamen Substanzen rein zu gewinnen.
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Abb. 37:

DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.DC3I7-43 MC32-
317: Die Grenzen der gebildeten 4 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Die
Gruppe 34, der fraktionierten Nachlauf, enthielt Spuren der schon erwihnten . gelben Substanz" aus
der MC 19-22, Niheres siche im Text.

3.3.7.5.9 MPLC von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.DC37-43.
MC38-48 (Familie 5)

In diesem Trennungsgang wurden aus der obigen Fraktion 42 Subfraktionen und
schlieBlich die sechs Sammelfraktionen 1-11, 12-14, 15-20, 21-35, 36-41 und 42 ge-
wonnen (sieche Abb. 38). Die Sammelfraktion 15-20 enthielt das beschriebene Zweier-
semisch der gesuchten Stoffe, welches mit der Fraktion MC1-19 aus dem vorher be-

schriebenen Trennungsgang wiedervereinigt wurde.
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Abb. 38:
DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JRZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.DC37-43. MC38-

48: Die Grenzen der gebildeten 6 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Die
Gruppe 42 stellt den rechts abgebildeten fraktionierten Nachlauf dar. Naheres siche im Text.

3.3.7.5.10 MPLC von JR2MD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DCA4.
DC37-43.MC49 (Familie 5)

Diese Fraktion wurde in 46 Subfraktionen und anschliefend in die acht Sammelfraktio-
nen 1-5, 6-15, 16-25, 26-30, 31-33, 34-38, 39-45 und 46 eingeteilt.
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3.3.8 Fraktionierungsebene 8

Weitere Auftrennung der in der Fraktionierungsebene 7 separierten Fraktionen und wie-

dervereinigten Gemische der ,.Familie 5*

3.3.8.1 MPLC von JR2ZMD.V(C4-34.V(C26-39.5123-154.DC4.DC14-19.
MC24-28.MC21-28 (Familie 5)

In dieser Trennung wurden 29 Fraktionen gewonnen und zu den drei Sammelfraktionen
1-25, 26-28 und 29 wieder zusammengefiigt (siche Abb. 39). Die Sammelfraktion 1-25
wurde der Mischfraktion ,.Orange* hinzugefligt (siche Abb. 48 im Anhang; zusitzlich
mit einem Kreis unterlegt). Die beiden letzten Sammelfraktionen wurden der Sammel-
fraktion MC25-30 aus der im Folgenden beschriebenen Trennung der Fraktion
JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.5123-154.DC4.DC14-19.MC29-33.MC19-26 hinzugefiigt.
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Abb. 39:

DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JRZMD.VC4-34.YC26-39.5123-154.DC4.DC14-19.MC24-
28 MC21-28: Die Grenzen der gebildeten 3 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekenn-
zeichnet. Die Gruppe 29 stellt den rechts abgebildeten fraktionierten Nachlauf dar. Niiheres siehe im
Text.

3.3.8.2 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.DC14-19.
MC29-33.MC19-26 (Familie 5)

Die in dieser Trennung gewonnenen 31 Subfraktionen wurden in die drei Sammelfrak-
tionen 1-24. 25-30 und 31 aufgeteilt (DC siche Abb. 40). Die Sammelfraktion 23-30
wurde wie beim vorherigen Trennungsgang beschricben mit zwei von dort stammenden

Fraktionen wiedervereinigt (in Abb, 48 im Anhang mit einem Rechteck markiert), die
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Sammelfraktion 1-24 der Mischfraktion ..Orange* beigefiigt (in Abb. 48 im Anhang mit

einem Kreis markiert).
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Abb. 40:
DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JRZMD. VC4-34 VC26-39.5123-154.DC4.DC14-19.MC29-

33.MC19-26: Die Grenzen der Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekennzeichnet. Der
fraktionierte Nachlauf, die Fraktion 31 ist nicht dargestellt. Niheres siehe im Text.

3.3.8.2.1 MPLC von JRZMD.VC4-34.VC26-39.S123-154.DC4.DC37-43.
MC19-22.MC15+16 (Familie 5)

Diese Fraktion wurde in 74 Subfraktionen aufgetrennt, die schlieBlich acht Sammelfrak-
tionen zugeordnet wurden. Die beiden gesuchten Substanzen konnten rein gewonnen
werden.

3.3.8.2.2 MPLC von JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.DC37-43.
MC19-22.MC17+18 (Familie 5)

Aus dieser Fraktion wurden 49 Unterfraktionen gewonnen, die acht Sammelfraktionen
zugeteilt wurden. Die DC-Kontrolle der Fraktionen, dargestellt in der Abb. 41, zeigt
beispielhaft fiir diese Fraktionierungsebene, dass alle drei zu isolierenden Substanzen

weitgehend voneinander getrennt werden konnten.

Abb. 41:
DC- Kontrolle der MPLC-Fraktionen von JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.5123-154.DC4.DC37-43. MC19-

22 MC17+18: Die Grenzen der gebildeten 8 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekenn-
zeichnet. Die Substanzen konnten weitgehend voneinander separiert werden. Niheres siehe im Text.
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3.3.8.3 MPLC des aus den Fraktionen JRZMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.
DC4.DC37-43.MC32-37.MC1-19 und .MC38-48.MC15-20
zusammengeseizten Gemisches (Familie 5)

Diese Trennung erfolgte um das Zweiergemisch dieser beiden Fraktionen zu separieren
(siche Abb. 48 im Anhang; zusitzlich gekennzeichnet durch ein Sechseck). Es wurden
116 Fraktionen gewonnen, die auf die sieben Sammelfraktionen 1-7, 8-11, 12-17, 18-
99, 100-110, 111-115 und 116 aufgeteilt wurden. Die beiden gesuchien Substanzen

konnten rein gewonnen werden.

3.3.9 Fraktionierungsebene 9 (Familie 5)

Weitere MPLC-Auftrennung der Mischfraktion, genannt ,,Orange” bestehend aus den
vier Fraktionen (in der Abb. 48 im Anhang zus#tzlich mit einen Kreis markiert):
JR2ZMD.VC4-34.VC26-39.S123-154.DC4.DC14-19.MC24-28. MC20,
JR2MD.VC4-34.V(C26-39.5123-154.DC4.DC14-19.MC29-33.MC18,
JRIMD.VC4-34.VC26-39.5123-154.DC4.DC14-19.MC24-28.MC21-28 MC1-25,
JR2ZMD.VC4-34.V(C26-39.5123-154.DC4.DC14-19.MC29-33. MC19-26.MC1-24

In der MPLC dieses Gemisches wurden 86 Fraktionen erhalten, die anschlieBend
12 Sammelfraktionen zugeteilt wurden: 1-11, 12-17, 18-66, 67-70, 71, 72, 73, 74-77,
78+79, 80, 81-85 und 86. Wie aus der Abb. 42 der DC-Kontrolle hervorgeht, befand
sich die gesuchte Substanz in der Fraktion 81-85, separiert von den beiden Verunreini-
gungen, die in den Fraktionen 72 respektive 78-79 ebenfalls als Reinsubstanzen gewon-
nen wurden. Die Substanz wurde bisher weder getestet noch in ihrer Struktur aufgeklirt.

Abb. 42:

DC-Kontrolle der MPLC-Fraktionen der Mischfraktion ,.orange” zur Isolierung der gesuchten orange-
nen Substanz: Die Grenzen der gebildeten 12 Fraktionsgruppen sind durch senkrechte Striche gekenn-
zeichnet. Die Substanz konnte rein gewonnen werden. Die Fraktion 18-66 ist gestaucht dargestellt N&-
heres siche im Text.
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Die Hochrechnung der Komplexitiit des Gemisches aus JR1 wird durch die hier gezeigte
Diversitiit von Substanzen bis auf die neunte Trennebene in ihrer GriBenordnung in
Frage gestellt. Vermutlich ist eine wesentlich hhere Zahl von verschiedenen Substan-
zen vorhanden als hochgerechnet.

Insgesamt wurden bei dieser Fraktionierung in die Tiefe der Fraktion JRZMD.VC4-34.
VC26-39.5123-154.DC4.DC14-19, deren .Nachkommenschaft” mit ihren Verwandt-
schaftsverhiltnissen in der Abb. 48 (siche Anhang, Seite 150) dargestellt ist, etwa
12 Reinsubstanzen gewonnen, die aufgrund verschiedener DC-Eigenschaften zwei von-
einander distinkten Substanzklassen angehtren werden. Einige werden sich der Aufkld-
rung entziechen, aber bei vielen wird sie moglich sein. Wie nun diskutiert werden wird,
erweckt die hohe Diversitiit wirksamer Substanzen im Walnussextrakt ganz besondere

Hoffnung darauf, dass sich darunter einige finden, die klinisch anwendbar sein kiinnten.
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4 Diskussion

4.1 Experimentelle Vorgehensweise und Ergebnisdarstellung.

Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit behandelt eine Ubertragung der Allelopathie
bei der einheimischen Walnuss, Juglans regia, eine vom wissenschaftlichen Standpunkt
aus betrachtet in das Gebiet der Botanik einzuordnenden Beobachtung, in das Gebiet
der Biologie, speziell in das Gebiet der Tumorbiologie.

Dieser der Definition nach rein induktive Ansatz beinhaltet folgende Hypothesen:

1. Der allelopathische Charakter sei von Substanzen getragen, die aufgrund der
biologischen Ahnlichkeit von Zellen aus Tier- und Pflanzenreich, dic biologisch
als Eukaryonten zusammengefasst werden, auch auf Zellen beider Gruppen glei-
chermaBen wirken:

2. Diese Substanzen seien aufgrund dieser Eigenschaft isolierbar und miglicher-
weise in der Behandlung von Tumorerkrankungen einsetzbar und

3. Die Tatsache, dass eine Pflanze sich allelopathisch verhalte, rechtfertige generell
den Versuch einer Isolierung der antiproliferativ wirkenden Substanzen aus die-
sen .. Kandidatenpflanzen* vor dem Hintergrund ihrer méglichen Verwendung in
der antineoplastischen Chemotherapie.

Der Gedanke der gleichartigen antiproliferativen Wirkung der Substanzen aus Juglans
regia sowohl auf Pflanzen wie auch auf Zellen tierischer Herkunft wurde von Medizi-
nern geradezu euphorisch aufgenommen, von Phytochemikern aber mit Hinweisen auf
bekannte, toxische Inhaltsstoffe wie z.B. Juglon, sowie auf den enormen Arbeitsauf-
wand relativiert; jedoch liberzeugte besonders, dass ein mit einfachsten Mitteln herge-
stellter Auszug aus frischen Bléttern an Tumorzellen verschiedener Zelllinien zwar tat-
siichlich in vitro antiproliferative Eigenschaften aufwies, im Gegensatz zu anderen tu-
morhemmenden Stoffen — wie z.B. Juglon — keinerlei toxische Wirkung zeigte. Dieser
wachstumshemmende Effekt konnte somit nicht ursiichlich auf das Juglon bezogen
werden, da Juglon zytotoxisch wirkt, der wiissrige Auszug allerdings lediglich antiproli-
ferativ.

Der Umfang der zu erwartenden Experimente fithrte schon im Planungsstadium dazu,

sich zunichst im Sinne einer aktivititsgeleiteten Isolierung nur mit dem Allelopathen
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Juglans regia zu befassen. Dieses Vorhaben wurde mit aller Konsequenz verfolgt. Da-
her wurden auch, uniiblich fiir die phytochemische Forschung, die 30 bis 40 rein isolier-
ten Substanzen, die aber in der Testung keinerlei Effekte aufwiesen, beziiglich ihrer
Struktur nicht weiter untersucht.

Es wird im Folgenden zuniichst kurz auf die Vorversuche eingegangen, anhand derer
die Bedingungen und Skalierungen fiir die eigentliche aktivititsgeleitete Chroma-
tographie ermittelt wurden, und sodann auf den eigentlichen Hauptversuch. Dabei stan-
den in dieser Arbeit die phytochemischen Aspekte sehr im Hintergrund, da die Experi-
mente aus der Sicht eines Mediziners mit dem Ziel der Wirkstofffindung durchgefiihrt

worden sind.

4.2 Versuchsbedingungen: chromatographische Aspekte.

Fiir die Vorversuche wurden 560 g Extrakt, gewonnen aus 4 kg Droge der Juglans re-
gia-Ernte Oktober 1997, verwendet. Zuniéchst konnte hier gezeigt werden, dass ein
DCM-Auszug eine hohere antiproliferative Wirksamkeit im Bezug auf humane Tumor-
zellen aufwies als der MeQH-Extrakt; dieser wiederum besal eine stiirkere Wirksamkeit
als der Wasserextrakt. Alle drei Extrakte wiesen die gesuchten antiproliferativen Eigen-
schaften auf humane Tumorzellen auf, ohne jedoch zytotoxisch zu wirken. Anhand der
Ergebnisse der drei gewiihlten Extraktformen, wurde entschieden, die zweite Ermnte 1998
nur noch mit Methanol und mit Dichlormethan erschpfend zu extrahieren. Die Griinde
hierfiir waren:
1. Die im Vergleich zum wiissrigen Extrakt wesentlich hthere Wirkstéirke des me-
thanolischen und DCM-Extraktes
2. Der MeOH-Extrakt gewihrleistete einer sehr hohen Polaritét
3. Die schwierige und zeitaufwendige Handhabung des Wasserextraktes sowohl in
Form des Vorgangs des Gefriertrocknens als auch des Aufschiumens beim Ab-
rotieren
Anhand einer nicht-aktivititsgeleiteten Fraktionierung der wvereinigten Was-
ser/Methanol/DCM-Ausziige in die Tiefe bis auf die fiinfie Ebene lieB sich durch Mul-
tiplikation der detektierten Substanzen mit den erhaltenen Fraktionen und Ubertragung
auf die durchlaufenen Ebenen abschiitzen, dass sich in dem Ausgangsgemisch griBen-
ordnungsmiBig sicher mehr als 100 000 Substanzen befanden, wahrscheinlich sogar
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wesentlich mehr. Orientierend an diesen Werten wurde die neue Blitterernte 1998 ge-
plant.

Um der Hochrechnung nach zur Aufkliirung der wirksamen Substanzen eine wenigstens
einigermaBen hinreichende Durchschnittsmasse von 1-2 mg pro Einzelsubstanz zu ge-
wiihrleisten, musste das Anfangsgewicht des auf die erste Cellulosesiule aufgetragenen
Materials erhitht werden. Hierbei besteht folgendes Dilemma: einerseits musste das An-
fangsgewicht groB genug gewihlt werden, um zuletzt geniigend Material der Einzelsub-
stanzen zu gewinnen und damit die Strukturaufklirung zu bewerkstelligen, andererseits
ist die Kapazitiit der Trennmethoden limitiert- gepaart mit dem Wunsch jede Trennebe-
ne in nur einem Schritt zu erreichen. Denn im Falle einer aus Kapazitéitsgriinden aufzu-
teilenden Fraktion gestaltet sich das Schneiden und nachtriigliche Zuordnen der einzel-
nen Fraktionen schwierig und ungenau. Hiermit wird also die gerade durch eine Chro-
matographie gewonnene Aufirennung wieder abgeschwiicht. Um die Anfangsgewichte
trotzdem groB genug withlen zu konnen, wurde entschieden, zuerst mit &lteren Trenn-
methoden zu beginnen und nach diesen Vortrennungen moderne Trennmethoden - wie
MPLC. HSCCC, DCCC- deren Kapazitiit stirker limitiert ist, anzuwenden. So wurde
das Anfangsgewicht des auf die erste Cellulosesiule aufgetragenen Materials auf 830 g
erhdht.

Die Grisbe bzw. Hishe der konstruierten VLC-Sdule wurde allein dadurch begrenzt, dass
das angelegte Vakuum noch einen ausreichenden Fluss erzielen musste. Die Kontrolle
der erhaltenen Fraktionen erfolgte jeweils mittels Diinnschichtchromatographie. Die
verwendeten FlieBmittel wurden anhand empirischer Erfahrung je nach Polaritit der
darzustellenden Fraktionen variiert. Die chromatographisch erhaltenen Fraktionen wur-
den zwar hauptsichlich anhand der gewonnenen Testdaten aus den BrdU-, LDH- und
Tritiumthymidin-Einbaumethoden ermittelt, jedoch wurden in die Uberlegungen, wel-
che Fraktion noch in die Weiterverarbeitung mit einzubeziehen sei, auch DC-Aspekte
beriicksichtigt. War eine wirksame Fraktion diinnschichtchromatographisch entweder
unter Ultraviolettlicht in der Eigenschaft der Auslischung oder Fluoreszenzanregung
bzw. nach Entwicklung mit Anisaldehydschwefelsiurereagenz, einer oder mehreren
ihrer Nachbarfraktionen sehr @hnlich, wurde sie mit diesen Fraktionen ungeachtet der
festgestellten Wirkung wiedervereinigt. Dies geschah, um keine Spuren des in diesen

Nachbarfraktionen womoglich ebenfalls enthaltenen Wirkstoffes zu verlieren. Zur Ver-
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einfachung wurde diese Methode der Wiedervereinigung diinnschichtchroma-
tographisch &hnlicher Fraktionen spiiter auch vor der eigentlichen Testung der Wirkung
der Fraktionen angewendet.

Dies hatte folgende Vorteile:

1. Es war weniger wahrscheinlich, etwas von dem Wirkstoff durch zu enges
Schneiden der Fraktionen zu verlieren.

2. Die Anzahl der zu bearbeitenden Fraktionen sowohl bei ihrer Trocknung, bei der
Zubereitung der Proben fiir die Testung, bei der Testung selbst, als auch bei der
Weiterverarbeitung konnten so gering gehalten werden.

3, Chemisch #hnliche, oder sogar gleiche Substanzen verteilten sich so nicht auf
zwei Fraktionen, was die weitere Fraktionierung im Sinne der schnellstmgli-
chen Reduzierung der in den wirksamen Fraktionen enthaltenen Anzahl von
Substanzen in Mitleidenschaft gezogen hiitte,

Mit dieser Strategie der Wiedervereinigung chemisch oder der Wirksamkeit nach zuein-
ander gehtrender Fraktionen konnten erst die im Laufe der Arbeit angefallenen cirka
25 000 verschiedenen Fraktionen sowie ihrer fiir eine statistische Auswertung in ausrei-
chender Anzahl durchgeflihrten Testungen in angemessener Zeit bewéltigt werden. Da-
bei ist zu erwiihnen, dass die Statistik eine Mindestanzahl von sechs Versuchen pro Test
erfordert, und somit die Vorbereitung und Durchfiihrung von mehr als 150 000 Tests
vonniiten war,

Die Auswahl der chromatographischen Methoden erfolgte anhand verschiedener Krite-
rien. Wie oben erwihnt, sollte nach Moglichkeit jede chromatographische Stufe in nur
einem Schritt erreicht werden. Der Vorteil dieses Vorgehens bestand darin, die erhalte-
nen, dhnlichen, aber nie ganz gleichen zusammengehirigen Fraktionen aus einer mit
Hilfe mehrerer chromatographischer Liufe weiter getrennten Probe nicht wiederverei-
nigen zu milssen. Dies hiitte zwangsldufig zu Unsauberkeiten bei der Schnittfithrung,
also bei der Einteilung der einzelnen Fraktionen und ihrer gegenseitigen Zuordnung,
gefiihrt. Auf diese Weise wurde jeweils die Ausnutzung der maximalen Trennschiirfe
einer Methode gewidhrleistet, wiihrend die Anzahl der zu bewiltigenden Fraktionen
nicht zu sehr ausuferte. Daher wurden zu Anfang, Reichstein und Butenandt folgend,
groBe Kieselgel- und Cellulosesiulen eingesetzt, um Proben im Kilogramm-MabBstab in
einem Trenngang verarbeiten zu konnen. Im ersten Schritt wurde Cellulose als Sorbens
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gewiihlt, da es als relativ grobkérniges Material eine erste Grobtrennung des Extraktes
erlaubte. Da es sich bei der wirksamen Sammelfraktion um die Nr, 2-5 von 10 handelte,
konnten sowohl extrem apolare, als auch extrem polare Stoffe mit dieser Methode aus-
geschlossen werden. Analog verhielt es sich bei der nachfolgenden Kieselgelchroma-
tographie. Generell war geplant, die zur Verfligung stehenden Methoden einzusetzen,
mit dem Ziel, die Trennkraft einer neuen, noch nicht auf das Gemisch angewendeten
Methode im Sinne der schnellstméglichen Reduzierung der Komplexizitit der Fraktio-
nen einzusetzen. Daher wurde im jeweils folgenden Trennschritt eine neue Methode der
Wiederholung der alten bevorzugt. Im weiteren Verlauf der Hauptexperimente wurden
deshalb die Molekularsiebchromatographie, die Fliissiggegenstromchromatographien
DCCC und HSCCC mit verschiedenen Zweiphasensystemen, unterbrochen von MPL-
Chromatographien mit verschiedenen mobilen Phasen, sowohl auf Normal- als auch auf
Umkehrmaterial, eingesetzt. War eine angestrebte Trennung zweier Substanzen mit
einer Methode nicht zu erreichen, wurden beide wiedervereinigt und mit einer anderen
getrennt. Dieses Vorgehen fiihrte vor allem unter Abwechselung von HSCCC und
MPLC zu ausgezeichneten Trennungen. Das Prinzip, eine Probe innerhalb eines Ar-
beitsganges zu trennen, wurde lediglich auf der vierten Fraktionierungsebene durchbro-
chen. Fiir die HSCCC stand leider keine groBvolumigere Siule als 330 ml zur Verfii-
gung; im Falle der DCCC war das Schaurohr auf 10 ml limitiert. Daher wurde in diesem
Fall die Probe in drei Arbeitsgiingen getrennt. AnschlieBend wurden alle drei Liufe ge-
trennt getestet, und wie beschrieben mit Hilfe von DC-Kriterien und der Testergebnisse
wiedervereinigt.

Allgemein wurden fiir die Trennungen hochreine Lésemittel pro analysi verwendet. Die
Glasmaterialien wurden in einer speziell vorgesehenen Spiilmaschine mit deionisiertem
Wasser und besonderem Spiilmittel unter nachfolgender Neutralisation gewaschen; da-
nach wurden alle Materialien mit Methanol ausgespiilt. Dennoch stellte sich ein Isolat
als eine erhebliche Menge eines Plastikweichmachers Kodaflex DOP heraus, der vor-
nehmlich in der Fotoindustrie Verwendung findet. Giinstigerweise war es relativ prob-
lemlos moglich, diesen Weichmacher, der sich auch noch in anderen Fraktionen als
Verunreinigung fand, jeweils wieder abzutrennen. Er stammt wahrscheinlich aus den

Losemitieln. Das Nutzen der 251-Gebinde Lésemittel scheint daher zwar eine gewisse
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Verunreinigung mit sich zu bringen aber eine mogliche Alternative wie z.B. generell

Lésemittel mit HPLC-Qualitiit zu verwenden scheiterte an den Kosten.

4.3 Vorhandensein von Juglon in den Extrakten

Obwohl Juglon in den DC-Untersuchungen als Kontrolle mitlief, fand sich nie eine ent-
sprechende Bande mit dem korrespondierenden Rf-Wert und der korrespondierenden
Farbe. Zu Beginn der Versuche war zwar mit Wasser extrahiert worden, worin sich das
Juglon nur wenig ldsen lisst [4, 73], aber im DCM-Extrakt wiire es zu erwarten gewe-
sen. Die Tatsache, dass es sich nicht auffand, ldsst den Schluss zu, dass das Juglon in
den getesteten Extrakten bzw. Fraktionen nicht vorhanden gewesen ist. Mogliche Griin-
de dafiir sind:

1. dass aus dem System Hydrojuglonglukosid < Hydrojuglon = Juglon, charakte-
ristisch fiir die meisten Juglandaceen, hauptséichlich die glykosidischen Vorstu-
fen extrahiert wurden. Je nach Entwicklungsstand, der Vorbehandlung des Mate-
rials und den verwendeten lIsolationsmethoden werden iiberwiegend Hydro-
juglonglukosid, Hydrojuglon bzw. Juglon beim Verarbeiten des pflanzlichen
Materials erhalten [29, 32]

2. dass das Juglon durch eine Oxidationsreaktion zerstdrt worden ist oder, dass es
als leicht fliichtige Substanz im Rotationsverdampfer abgezogen wurde [4]

3. freies Juglon ist instabil und polymerisiert leicht zu braunen und schwarzen
Pigmenten, weshalb es in dlteren Blittern und in der Droge nur in Spuren vor-

kommt [1].

4.4 Testbezogene Aspekte

Nach der Feststellung der antiproliferativen Eigenschaften eines wissrigen Blitterex-
traktes wurde eines der Ziele der Arbeit niher eingegrenzt: Es sollten antiproliferative
Substanzen isoliert werden, die gleichzeitig nicht toxisch wirkien. Um mit der momen-
tan bestmdglichen Methode, der aktivitiitsgeleiteten Fraktionierung, an dieses Ziel zu
gelangen, wurden moglichst einfache Tests zur Untersuchung dieser Eigenschaften aus-
gewihlt. Hierzu gehtirten zunéichst zur Bestimmung der Zellproliferation die Zellziih-

lung in einer Zihlkammer, die Tritiumthymidin-Einbaumethode und die 5-Bromo-2’-
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deoxyuridin-Einbaumethode (BrdU). Zur Bestimmung der Toxizitdt wurden die Be-
stimmung der Laktatdehydrogenase (LDH) [102] sowie der Zellziihlung mittels Fir-
bung nekrotischer Zellen mit Trypanblau in der Zihlkammer eingesetzt. Der gleichzei-
tige Einsatz von entweder BrdU oder [’H]-Thymidin-Einbaumethode, der Zellziihlung

mit Trypanblau, und des LDH-Tests hiitte es zugelassen, nach den Eigenschaften Lnicht

toxisch” und ,.antiproliferativ** aktivititsgeleitet zu chromatographieren. Letztlich wurde

dann nach den Vorversuchen zur Untersuchung der Aktivitit lediglich noch die BrdU-
Einbaumethode angewendet. Die Griinde hierfiir waren vielfiltig:
Im Vergleich zur Methode der Zellzihlung

1.

Die Anziichtung von geniigend Zellen fiir die Zellzdhlung, auch bei der extrem
hohen Teilungsfrequenz der verwendeten Tumorzelllinien, war weder logistisch
noch finanziell moglich.

Die notwendige nicht-automatische Auszidhlung vieler tausend Zihlkammern
war ebenfalls logistisch nicht zu bewiiltigen und zudem nicht effizient.

Der Versuch, die Methode anhand des Einsatzes konventioneller Fototechnik zu
automatisieren ist ebenfalls nicht kosteneffizient.

Der Versuch, die Methode anhand des Einsatzes automatischer Datenverarbei-
tung zu automatisieren, scheiterte an dem fiir den Anfall von Datenmengen zu
geringen Plattenspeicherkapazitéiten.

Die durchgiingige Anwendung der Methode mittels Durchflusszytometrie hiitte
bei der Menge an notwendiger Testsubstanz zur Behandlung einer fiir eine Sta-
tistik ausreichenden Anzahl von Zellen zu viel Material verbraucht, und auf die-
se Weise das oberste Ziel der Strukturaufklirung der Substanzen zu Nichte ge-

macht.

Im Vergleich zur [*’H]-Thymidin-Einbaumethode

Nach den Angaben des Herstellers stand die BrdU-Methode der [*H]-Thymidin-
Einbaumethode an Empfindlichkeit nicht mehr nach, wie dies frither der Fall
gewesen ist [100, 118]. Da sich beide Methoden also nicht mehr im Sinne einer
groben Testung mittels BrdU-Einbaumethode, und einer genauen Ermittlung der
wirklichen Aktivitit der Probe mittels ['H]-Thymidineinbau ergiinzten, wurde
die [*H]-Methode fallengelassen.
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2. Gleichfalls konnte so auf eine auf Radioaktivitit basierende Methode verzichtet

werden.

Im Vergleich zum LDH-Freisetzungstest

1.

Die Vorversuche zeigten, dass die Fraktionen, die das Zellwachstum hemmen,
keine zytotoxischen Eigenschaften besitzen. Daher wurde die Hypothese aufge-
stellt, die gesuchten Substanzen seien nicht zytotoxisch. Folglich konnte dieser
Toxizititstest auch nicht zur aktivititsgeleiteten Fraktionierung eingesetzt wer-

den.

. Die durchgiingige Anwendung des LDH-Tests hiitte eine Verdopplung der bend-

tigten Testsubstanz bedeutet, mit der oben schon erklirten Gefihrdung der
Strukturaufkldrung.

. Die logistische wie finanzielle Bewiltigung der Arbeit wire ebenfalls wiederum

in Frage gestellt worden.

Wie sich herausstellte, waren die gefillten Entscheidungen richtig, da zahlreiche Sub-

stanzen aufgereinigt werden konnten, die in vitro antiproliferativ wirksam sind.

4.5 Zubereitung der Proben

Bei der Zubereitung der Proben fiir die Testungen musste einerseits beachtet werden,

nicht zuviel Substanz zu verlieren, um die Aufklirung der wirksamen Stoffe nicht zu

gefihrden, andererseits war es von griBter Bedeutung, nicht zu wenig davon zu haben,

und zwar in zweierlei Hinsicht:

War eine Substanz nicht auf Anhieb in Wasser 18slich, musste sie mit anderen
Mitteln applizierbar gemacht werden. Dies aber bedeutete zuniichst einmal den
Verlust einer Probe, und die Notwendigkeit des Vorhandenseins einer Ersatz-
probe.

Es war bei keiner Probe bekannt, in welcher Konzentration sie anzuwenden war.
Dies erschwerte die Untersuchungen ganz erheblich, da im Falle des Nichtwie-
derfindens der Aktivitéit nicht klar war, ob nur zu niedrig dosiert worden war, ob
die Aktivitit noch an das Sorbens gebunden und lediglich noch nicht eluiert
worden war oder ob die Substanz bei der Chromatographie zersttrt worden war.
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Zu 1.) Waren die zu testenden Proben anfangs noch alle relativ leicht in Wasser ldslich,
traten mit zunehmender Chromatographietiefe zunéichst Schwierigkeiten mit der Appli-
kation von vom apolaren Ende des durch die Chromatographie gewonnenen Spektrums
von Fraktionen abstammenden Proben auf, und schlieBlich, nach der dritten Stufe, mit
stimtlichen Proben. Konnten diese Schwierigkeiten zunfichst mit Ultraschall behoben
werden, wurde spéter als Losungsvermittler Dimethylsulfoxyd (DMSO) in einer Kon-
zentrationen von bis zu 2,5%e eingesetzt. Um eine DMSO-Eigenwirkung auszuschliefien
wurde auch die Kontrolle mit DMSO in gleicher Konzentration behandelt. War damit
immer noch keine ausreichende Lislichkeit zu erzielen, wurde die Probe als wissrige
Suspension appliziert.

Zu 2.) Um eine Vorstellung davon zu bekommen, in welcher KonzentrationsgréiBenord-
nung die Fraktionen zu applizieren waren, wurde zunéichst mit allen drei Extrakten, dem
wiissrigen, methanolischen und dem dichlormethanolischen eine Verdiinnungsreihe
durchgefiihrt, und 1Cs; Werte ermittelt. Diese Werte lagen bei allen drei Extrakten in-
nerhalb der vom National Cancer Institute geforderten halbmaximalen Wirkkonzentrati-
on eines Extraktes von < 20 pg/ml [38]. Daher wurde festgesetzt, dass fiir die vorlie-
gende Untersuchung Stoffe irrelevant sein sollten, die eine halbmaximale Wirkkonzent-
ration von mehr als 10 ug/ml aufiviesen. Mit dem Fortgang der chromatographischen
Fraktionierung war hierbei auf der einen Seite zu erwarten, dass dic Wirkstiirke der
Fraktionen zunahm, da der relative Anteil an wirksamer Substanz in den einzelnen
Fraktionen im Zuge der erreichten Aufreinigung erhiht werden wiirde. Auf der anderen
Seite konnte dieser Effekt dadurch wieder relativiert werden, dass eine wirksame Sub-
stanz womdglich iiber Hunderte von Fraktionen verschmiert sein konnte, und so ihre
hohe Wirksamkeit als zu niedrig eingeschiitzt werden wiirde, um mit ihr weiterzuarbei-
ten. Daher wurde bei der Wiedervereinigung von Fraktionen, der Bildung von Sammel-
fraktionen, darauf geachtet, sowohl die absolute Wirkstirke einer Fraktion, als auch die
Anzahl der Fraktionen nebeneinander in angemessener Form zu beriicksichtigen. War
eine Fraktion sehr stark wachstumshemmend wirksam folgte eine weitere Aufarbeitung.
Gab es aber eine Serie von z.B. 50 Fraktionen hintereinander, die lediglich eine zwan-
zigprozentige Wachstumshemmung aufwiesen, wurden sie unter der Annahme, hier sei
cine hochwirksame Substanz iiber viele Fraktionen verschmiert, ebenfalls weiterverar-

beitet. Eine weitere Uberlegung war es, diese wirksamen Fraktionen groBziigig aus dem
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Fraktionsspektrum auszuschneiden, um nicht rechts und links davon mit abgeschnitte-
nen Fraktionen wertvolle wirksame Substanz zu verwerfen. Dies geschah jeweils unter
der Annahme einer gauBschen Symmetrie der Stoffverteilung innerhalb des Spektrums
der erhaltenen Fraktionen in der Chromatographie und Beachtung des Tailingphéino-
mens bei der Festphasenchromatographie. Durch diese Uberlegungen wird klar, dass
sich erst nach der Fertigstellung der Aufreinigung und Vereinzelung die absolute Wirk-
stiirke einer Substanz angeben lisst, und es wiihrend der Aufreinigung allenfalls eine
empirische Schiitzmdglichkeit der Wirkstiirke gibt. Daher erschien es auch nicht sinn-
voll, eine positive Kontrolle in Form einer bekannten Wirksubstanz mitzufithren, wie

dies anfangs mit Taxol noch geschah.

4.6 Wirkstirke der gesuchten Substanz(en)

Die urspriingliche Annahme war es, dass nur eine Substanz enthalten sein wiirde, die
das Triigersubstrat fiir die antiproliferative Eigenschaft der Blitter des Walnussbaumes
darstellte. Von diesem Stoff stellte sich entgegen der allgemeinen Annahme in der vor-
liegenden Arbeit heraus, dass es sich keinesfalls um Juglon handeln wiirde. Neben die-
ser Annahme, es sei ein einzelner Stoff verantwortlich, existierte die Uberlegung, die
Wirkung sei durch einen Synergismus vieler enthaltener Stoffe hervorgerufen, die fiir
sich allein nicht geniigend stark wirksam und daher auch nicht isolierbar seien. Wie sich
herausstellte, existiert ein solcher Synergismus tatssichlich, jedoch war es nicht der Fall,
dass diese Substanzen nicht isolierbar waren. Im Gegenteil, einige dieser Stoffe stellten
sich als auBerordentlich potent heraus, was die Isolation ausgesprochen vereinfachte.
Die gefundene Diversitit der Wirkiréiger des Extraktes fiihrte dazu, dass die Konzentra-
tion der Fraktionen in den Testungen nicht im Laufe des Erreichens hherer Ebenen der
Chromatographie, wie oben theoretisch diskutiert, herabgesetzt werden konnte. Viel-
mehr wurde aufgrund dieser Gegebenheiten die anfangs gewihlte Konzentration von
10 pg/ml beibehalten.
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4.7 Sterilisierung der Proben oder Modifikation der Methoden
als Voraussetzung fiir die Testung der Fraktionen

Um mit Hilfe der oben genannten Methoden tiberhaupt einen Wachstumseffekt eines
Wirkstoffes detektieren zu konnen, ist es notwendig, eine geniigend lange Wachstums-
zeit zu beobachten. Von Vorteil ist hierbei eine hohe Zellteilungsrate, die bei der Zellli-
nie des malignen Melanoms gegeben ist, und unter anderen einen Grund fiir die Aus-
wahl dieser Zelllinie darstellte. Je linger die Einwirkzeit des Wirkstoffes ist, desto emp-
findlicher ist der Test. Diese Periode ist lediglich durch die Zeit limitiert, nach der das
Nihrmedium der Kultur aufgebraucht ist. Im vorliegenden Fall jedoch war dieser Zeit-
raum zusitzlich limitiert, da die zu testenden Proben der Fraktionen unsteril waren. Dies
hatte zur Folge, dass die Einwirkzeit 24 Stunden nicht wesentlich tiberschreiten durfte,
da danach ein Bakterienwachstum im exponentiellen Stadium in der Zellkultur aufgetre-
ten wiire. Ein Bakterienwachstum aber hitte durch Zerstdrung der Zellen die zu detek-
tierenden Effekte verfiilscht. Zu Beginn der Vorversuche wurden deshalb mehrere Stra-
tegien dagegen probiert:

« Die Sterilisierung fand mittels des Einsatzes von Sterilfiltern mit Teflon und
Cellulosemembranen fiir Fliissigkeiten mit und ohne Anteile organischer Lijse-
mittel. Diese Methode wurde verworfen, da der Verlust an Testsubstanz auf-
grund des hohen Totvolumens dieser Filtereinheiten sich als wesentlich zu hoch
herausstellte.

e Es wurde daher versucht, mittels Ultrazentrifugation die Bakterienpartikel abzu-
trennen. Diese wirkungsvolle Methode war angesichts tausender Testproben zu
zeitaufwendig.

e Die Sterilisierung mittels Bestrahlung kam nicht in Frage, da aufgrund der un-
bekannten Wirkstoffe auch deren Verhalten unter Strahleneinwirkung nichtab-

schitzbar war,

SchlieBlich wurde das Vorhaben der Sterilisierung der Proben verworfen. Stattdessen
wurde die Inkubationszeit der Zellkulturen auf 20 Stunden reduziert. Aufgrund der ho-
hen Wirkpotenz der proliferationshemmenden Substanzen konnte ihre An- oder Abwe-

senheit in den Fraktionen dennoch wirkungsvoll detektiert werden.
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4.8 Aus den Vorversuchen stammende Isolate

Isoliert werden konnten im Zuge der nicht-aktivititsgeleiteten Fraktionierung von JK1
zur Abschiitzung der Anzahl der im Extrakt enthaltenen Stoffe die folgenden Naturstof-
fe: Das Procyanidin B3, das trans-Catechin, ein 3-O Arabinofuranosidderivat des Taxi-
folins, das Quercetin und das Aromadendrin.

Das Proanthocyanidin Procyanidin B3 gehtrt zur Gruppe der kondensierten Tannine
[18], den Flavonoiden in Pflanzen, die die Vorldufer der blauvioletten und der roten
Pigmente darstellen. Diese Substanzen machen ebenfalls einen bemerkenswerten Anteil
an der Firbung und dem Geschmack des Rotweins aus [34]. Diese Molekiile haben ne-
ben einer antioxidativen Aktivitiit eine Funktion als Radikalfiinger [25, 37, 81, 85]. U-
ber antibakterielle, antivirale, antiinflammatorische, antiallergische wie auch vasodilata-
torische Eigenschaften ist berichtet worden [9, 10]. Der therapeutische Einsatz be-
schriinkt sich allerdings auf die Behandlung der venisen Insuffizienz, Beinvenenvariko-
se, und ganz besonders mikrovaskulidrer Probleme wie der Retinopathie [81]. Trotz der
bekannten antiproliferativen Wirkung ist es in der vorliegenden Arbeit nicht durch eine
wachstumshemmende Eigenschaft aufgefallen oder gar gefunden worden.

Das trans-Catechin. auch Cianidanol-Catechin, stellt ebenfalls einen polyphenolischen
Naturstoff aus der Gruppe der Flavan-3-ole dar. Im Vordergrund bei der Untersuchung
des Catechins stand die Erforschung der kardioprotektiven Effekte von Griinteekatechi-
nen. Es gibt ebenfalls Berichte {iber gerinnungshemmende, antioxidative, kardiovasku-
lire inklusive kardioprotektiver, aber auch nicht zuletzt tumorhemmende Effekte. So
wurde ein Bericht iiber die erfolgreiche Verhinderung von Krebsentstehung durch die
Einwirkung von Katechinen in einer Funktion als vermeintlich antimutativen Substan-
zen verbffentlicht.

Ebenfalls zur Gruppe der Bioflavonoide gehirt das Aromadendrin, auch bekannt als
Dihydrokaempferol. Von diesem Naturstoff wird ebenfalls antihistaminische, an-
tiinflammatorische, antioxidative, gerinnungshemmende und antiproliferative Wirkung
angenommen [81].

Taxifolin-arabinofuranosid, oder chemisch das 3-O Arabinofuranosid des
3’4’ dihydroflavonols Dihydroquercetin, ebenfalls zur Gruppe der Flavonoide gehtrig,
weist vielfiltigste Wirkungen auf. Darunter finden sich fir das Gebiet der Herz-
Kreislauferkrankungensowohl auf direkte Mechanismen beruhende Effekt, durch antio-
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xidative Eigenschaften [108], als auch auf indirekte durch Absenkung der Low Density
Lipoproteine (LDL) [59]. Es wurden inhibitorische Effekte auf Moloney Murine Leu-
kemia Virus Reverse Transkriptase [26] beschrieben, welches ein Ziel fiir eine antivirale
Chemotherapy darstellt. Ebenfalls ist ein antiproliferativer Effekt auf das menschliche
Plattenepithelkarzinom und das Gliosarkom bekannt [72].

Auch in Bezug auf das Polyphenol Quercetin, dem 3,3',4°,5-7-pentahydroxyflavon,
sind analog zum Aromadendrin, antihistaminische, antioxidative [69], antiinflammatori-
sche, gerinnungshemmende, antineoplastische und vaskulire Effekte bekannt. Es findet
Anwendung beim ex- und intrinsischen Asthma bronchiale und bei der Nesselsucht.
Dies ist durch die bemerkenswerte strukturchemische Ahnlichkeit des Molekiils mit
Dinatriumchromoglycinsiure, das generell als Antiallergikum eingesetzt wird, erkliir-
bar. Durch die Besetzung der so genannten Ostrogen-Typ Il Bindungsstelle wirkt auch
diese Substanz antiproliferativ.

Vergegenwiirtigt man sich an dieser Stelle den Gegenstand der vorliegenden Arbeit,
niimlich die Isolierung antiproliferativer Inhaltsstoffe aus Blittern der einheimischen
Walnuss, fiillt auf, dass die Hauptaktivitit der beschriebenen Isolate eine Proliferations-
hemmung verschiedener Tumorzelllinien darstellt. In diesem Zusammenhang sticht
besonders hervor, dass, wie oben schon erwithnt, jedoch keine einzige dieser Substanzen
nach dieser Eigenschaft in der vorliegenden Arbeit aktivitiitsgeleitet isoliert worden ist.
Im Gegenteil, die Auswahl der isolierten Substanzen erfolgte als Nebenprodukt der ei-
gentlichen Arbeit aufgrund der Hauptbandenbildung dieser Substanzen auf dem mit
Anisaldehydschwefelsiurereagenz entwickelten DC; entstanden aus einem Vorversuch
zur Abschiitzung der Diversitiit der in den Extrakten enthaltenen Substanzen. Mit ande-
ren Worten: Mitnichten war erwartet worden, dass auch nur eine der in diesem Arbeits-
gang gefundenen Inhaltsstoffe antiproliferative Eigenschaften aufweisen wiirde. Diese
Feststellung fithrt zu mehreren Schlussfolgerungen hin:

e Die Hypothese, der Effekt der Extrakte aus Juglans regia sei womdglich ein ad-
ditiver Stapeleffekt der Wirkungen mehrerer Substanzen, kann schon nach die-
sen Vorversuchen eindeutig mit ihrer Bestitigung abgehandelt werden.

e Trotz der beschriebenen Eigenarten der gefundenen Inhaltsstoffe, die durchaus
mit den Zielen der vorliegenden Arbeit vereinbar sind, handelt es sich doch um

ubiquitéir im gesamten Pflanzenreich vorkommende Stoffe. Daraus folgt, dass
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sie mit der besonderen Eigenschaft der Allelopathie dieses Baumes, die hier erst
den AnstoB zu dieser Arbeit gegeben hat, nichts zu tun hat.

¢ Da die Aktivitit der Isolate nicht mit den angewendeten Tests detektiert worden
ist, ist sie im Vergleich zu den in der vorliegenden Arbeit gesuchten Substanzen

deutlich geringer.

4.9 Aktivitdtsgeleitete Fraktionierung

Die aktivitiitsgeleitete Fraktionierung im Hauptexperiment wurde teilweise bis auf die
neunte chromatographische Ebene gefiihrt. Im Zuge dieser Experimente wurden zahl-
reiche Substanzen isoliert, obwohl sie nicht priméir im Fokus der Arbeit standen. Der
Grund daflir ist, dass bei der Trennung von zum Schluss nicht mehr hochkomplexen
Gemischen sowohl die wirksamen, als auch unwirksame, oder wenig wirksame Sub-
stanzen vereinzelt worden sind. Bis auf eine Substanz wurden diese wenig wirksamen
oder unwirksamen Stoffe archiviert und nicht weiter untersucht. In diesem einen Fall
wurde eine Substanz untersucht, die sich rein zwischen Fraktionen fand, die sehr stark
antiproliferative Substanzen enthielten. Bei dieser Substanz handelte es sich um Pro-
gesteron, dessen Struktur aus den Spektren durch den Vergleich mit der Literatur her-
geleitet wurde.

4.10 Ausrichtung der Isolationsstrategie auf nur in Spuren vor-
handene Stoffe wie Progesteron

Mit der gewonnenen Menge an Progesteron von ca. 2,6 mg liegt diese Menge, bezogen
auf die eingesetzte Menge an Droge, im Bereich zwischen einem und 0.1 ppm. Dies ist
ein Bereich, der trotz, oder gerade aufgrund der Anwendung moderner Methoden in der
priparativen Analytik heute iblicherweise nicht mehr erreicht wird. Eine Aussage, die
auf den ersten Blick verwundern mag. Die gewiihlte Trennstrategic allerdings wurde
speziell auf die Isolierung von kleinsten Spuren von Substanzen, wie dies unter anderem
bei Hormonen zu erwarten ist, ausgerichtet. Zu bedenken war dabei, dass der Quotient
zwischen Masse des [solates und Ausgangsmasse in der Literatur héufig stagniert bzw.

sogar abgenommen hat. Zwar gibt es ein Beispiel aus den letzten zwei Jahrzehnten, in
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dem in #hnliche GriBenordnungen vorgedrungen wurde; die Isolierung von Bryostati-

nen aus der Spezies Bugula Neritina [71], einem Tiefseeschwamm.

Insgesamt jedoch war es notwendig fiir das Ziel der Isolation von Substanzspuren auf

die Methoden zuriickzugreifen, die Butenandt, Tscherning, Reichstein und andere bei

der Isolierung der heute bekannten lipoiden Krperhormone in den dreiBiger, vierziger

und finfziger Jahren angewendet und entwickelt haben. Diese Methoden zeichneten

sich durch verschiedenerlei Besonderheiten, verglichen mit modernen Methoden, aus:

Es wurden sehr grofie Mengen an Ausgangsmaterial gewiéhlt. Androsteron wur-
de Z.B. von Butenandt und Tscherning 1931 aus 200 Litern Ménnerurin als
Ausgangsmaterial gewonnen; sie waren in der Lage, 40 mg des Stoffes daraus
aufzureinigen [20, 21]. Aus den Corpora Lutea von nicht weniger als 50 000
Sauen wurden 20 mg Progesteron kristallisiert [22], und Ostron wurde aus 200
Litern Schwangerenurin isoliert, in dem es nur in einer Konzentration von
0,3 mg/l enthalten ist [6, 111]. Fiir diese Arbeiten erhielt Butenandt 1939 den
Nobelpreis fiir Medizin und Physiologie. Gemeinsam ist diesen Arbeiten, dass
sie eine Ausbeute von jeweils weniger von | ppm aufwiesen.

Es wurden sehr groBe S#ulen verwendet, um die groBen Mengen an Ausgangs-
material bewiltigen zu kbnnen. Derartiges Stulenmaterial wurde fiir die vorlie-
gende Arbeit nachgebaut.

An Sorbentien wurden grobkdrnige Materialien verwendet wie Cellulose und
Kieselgel. Unter Einhaltung der oben vorgestellten Trennstrategie wiire ein fein-
kornigeres Material nicht verwendbar gewesen, da, wie allgemein giiltig, eine
griBere Trennleistung mit einer geringeren Kapazitiit einhergeht. Daher hiitte
man entweder mit geringeren Anfangsmassen arbeiten miissen, was die Struk-
turaufklirung der zu suchenden Substanzen gefiihrdet hiitte, oder die Anfangs-
trennschritte auf mehrere Durchliufe aufteilen miissen. Dies hitte zu einer ge-
ringeren Trennschiirfe gefiihrt und zu einem wesentlich gréBeren Zeitaufwand.
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit feinkdrnigeres Material auch erst spiter
in den MPLC verwendet.

Wegen ihrer iiberlegenen Trennleistungen wurde in der vorliegenden Arbeit
nicht auf den Einsatz von DCCC und HSCCC, den heute {iblichen Flissiggegen-
stromverfahren, sowie der MPLC verzichtet.
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Im Gegensatz dazu werden in der gegenwirtigen Literatur hiiufig Drogenausgangsge-
wichte von unter einem Kilogramm berichtet. Das liegt zum einen, dass heute wesent-
lich weniger Material bendtigt wird, um die Struktur einer Substanz z.B. mit Hilfe von
GCMS oder NMR-Techniken aufzukldren, zum anderen dass moderne Verfahren eine
optimale Beladung von im Falle der HPLC 1:200 Probe zu Sorbens erfordern. Daher ist
es allein aufgrund der GrBenverhiiltnisse nicht mdglich, grole Mengen an Probe in
ginem Schritt aufzutrennen. Besonders aber die Reduktion der zur Strukturaufklirung
notwendigen molekiilmasseabhiingig ca. 10-5 mol bedingt die Herabsetzung der Skalie-
rung der Chromatographie, die heute zu beobachten ist. Mit der VergroBerung des Ver-
hiilinisses Probe zu Sorbens werden aber auch die Mengen an eingesetztem FlieBmiitel
relativ erhiht, Ist in der vorliegenden Arbeit in der MPLC beispielsweise bei der Tren-
nung zweier Substanzen von insgesamt 10 mg Gewicht ein Volumen von mehr als
500 ml Losungsmittel eingesetzt worden, so waren es bei den 800 g getrockneten An-
fangsextrakt lediglich 50 Liter. Das wiederum bedeutet auch eine drastische Verschie-
bung hin zum Einsatz relativ griBerer Losemittelmengen, und wesentlich hdhere An-
forderungen an die Detektionstechniken, um wenig Stoff in sehr grofien Eluatvolumina
wieder aufzufinden. Zusammenfassend betrachtet, weisen beide Gruppen von Vorge-
hensweisen, die moderne, und die konventionelle ungefiihr die gleiche Potenz auf, Ge-
mische voneinander zu trennen. Dabei ist es die Besonderheit der moderneren Metho-
den, groBere Trennleistungen bei geringerer Kapazitdt vorbringen zu konnen und die
Besonderheit der dlteren Methoden, eine griBere Kapazitiit bei geringerer Trennleistung
allerdings auch zu geringeren Kosten aufzuweisen. Es kommt vielmehr darauf an, die

heute vorhandenen Methoden sinnvoll miteinander zu kombinieren.

4.111solierung antiproliferativer Inhaltsstoffe
unter Kombination klassischer und moderner Methoden
der Chromatographie

Um nicht den Fehler zu begehen, Hauptinhaltsstoffe, die einfacher zu isolieren sind, wie
das in den Vorversuchen schon geschehen war, als fiir den beobachteten antiproliferati-

ven Effekt verantwortlich zu bezeichnen, wurde strikt die Methode der aktivititsgeleite-
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ten Isolierung angewendet. Wesentlich ist hierbei, einen einfachen, funktionierenden
Test zu benutzen.

Um den hochkomplexen Extrakt miglichst schnell zu vereinfachen, wurde entschieden,
nur noch die methanolischen und dichlormethanolischen Extrakte zu verwenden; zumal
der wiissrige Extrakt die Hauptaktivitit nicht enthielt. Es wurden, den Vorversuchen
folgend, Trennungen mit fiberladenen groBskaligen Saulen auf Cellulose und Kieselgel
durchgefiihrt. Nach dieser Aufreinigung des Extraktes, durch die mehr als 98% des Ge-
wichtes abgetrennt werden konnten, folgte eine Molekularsiebchromatographie an
quervernetztem Agarosegel Sephadex LH-20. Ein Bereich von Fraktionen, in dem sich
die Hauptaktivitit sehr eng beieinander liegend wieder fand, wurde ausgeschnitten; dar-
iiber hinaus wurde eine zweite Aktivitéit {iber mehrere Fraktionen verteilt, und, da es
sich aufgrund des groBen Abstandes zwischen den beiden wirksamen Fraktionsgruppen
nicht um #hnliche Stoffklassen handeln konnte, separat weiter aufgetrennt. Die beiden
Sammelfraktionen wurden unterschiedlich fliissiggegenstromchromatographisch ge-
trennt, da sie eine unterschiedlich Masse aufwiesen und somit unterschiedlich grolie
Kapazititen der Aufirennungsmethode verlangten: die Fraktion mit der Hauptaktivitit
in einer HSCCC-Trennung, die Fraktion mit der ,geringeren®, breiter verschmierten
Aktivitit, in einer DCCC-Trennung. In dem HSCCC-Trennungsgang separierte sich nun
die Aktivitit. Es fanden sich ein kleinerer Bereich von Fraktionen in der Oberphase, und
ein groBer Bereich von wirksamen Fraktionen in der Unterphase. Nun war klar, dass es
sich bei dem die Aktivitit tragenden Stoff nicht um eine einzelne Substanz handeln
wiirde. Im Zuge der darauf folgenden Trennungen bis auf die neunte Trennstufe konn-
ten letztlich etwa 60 geringergradig komplexe Fraktionen mit einer starken antiprolife-
rativen Aktivitit dargestellt werden. Inmitten dieser Gruppen von wirksamen Fraktio-
nen mit verschiedensten Inhaltsstoffen fand sich das schon beschriebene Progesteron.

4.12 Auswahl geeigneter Testmodelle zur Isolation
antiproliferativer Inhaltsstoffe

Da es das Ziel war, auf Tumore wirkende Wachstumshemmer zu isolieren, wurden Tu-
morzelllinien fiir die Untersuchungen ausgewiihlt. Um in diesem Modell moglichst gro-
Be Nihe zu humanen Tumorerkrankungen zu gewihrleisten wurden humane Zelllinien

ausgesucht. Die Zellen sollten relativ einfach zu ziichten sein, und mindestens eine Zell-
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linie sollte eine sehr hohe Mitoserate aufveisen, um mit ihrer Hilfe unter Beriicksichti-
gung der oben erwiihnten, verkiirzten Testzeit, auch kleinere Effekte detektieren zu
kéinnen. Dies beruht darauf, dass ein wachstumshemmender Effekt eines Stoffes theore-
tisch nur dann entdeckt werden kann, wenn man den Stoff auch tatstichlich in der Zell-
teilung befindlichen Zellen aussetzt. Auf die gleichzeitige Erfassung der Effekte auf
gesunde Zellen wurde aus logistischen Griinden abgesehen. Folgende Zelllinien wurden
ausgewihlt:

I. Die Adenokarzinomzelllinie des Colon Caco-2 wurde als Beispiel eines epitheli-
alen Tumors ausgewiihlt, weil das Adenocarzinom des Kolons eine der hiufigs-
ten Krebsarten darstellt. Bei Frauen ist der Darmkrebs - hierunter werden Krebs-
erkrankungen des Kolons und des Rektums zusammengefasst- mit 16,7% die
zweithdufigste Krebserkrankung bei Minnern mit 16,1% die dritthéufigste. Ins-
gesamt ist der Darmkrebs mit einer Inzidenz von 70 Fillen pro 100 000 Ein-
wohner pro Jahr die zweithdufigste Ursache aller Krebssterbefille. Die Neuer-
krankungsraten in Deutschland verzeichneten bei beiden Geschlechtern bis in
die Mitte der Achtziger Jahre einen steten Anstieg und verblieben seitdem auf
diesem Niveau. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt fiir Miinner bei 48%,
fiir Frauen bei 51% und bewirkt so einen Verlust an Lebenserwartung beide Ge-
schlechter von 6 Jahren [2, 3].

2. Die Zelllinie des malignen Melanoms Mel-HO wurde als Vertreter eines Tumors
mit ausgesprochen hoher Mitoserate ausgewdhlt. Die meisten malignen Mela-
nome entstehen als bosartige Neubildung der Pigmentzellen im Bereich der
Haut. Es kommen dariiber hinaus auch maligne Melanome an den Schleimhiu-
ten, zum Beispiel des Darms und der Netzhaut des Auges vor. Jihrlich erkran-
ken in Deutschland 6300 Menschen an einem malignen Melanom der Haut, mit
einer zunehmenden Inzidenz von 10 Fillen pro 100 000 Einwohner/Jahr, einer
weltweiten Tendenz entsprechend [88]. Damit macht dieser Hautkrebs in
Deutschland etwa 2% aller bisartigen Neubildungen aus und verursacht etwa
1% aller Krebstodesfille. Die Krankheit kann bereits bei Patienten etwa ab dem
20. Lebensjahr beobachtet werden. Durch die Lokalisation auf der Korperober-
fliiche erscheint das maligne Melanom der Haut besonders zur Friitherkennung
geeignet. Sowohl die erhthte Aufkldrung der Bevilkerung als auch die Sensibi-
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litéit der Arzteschaft kiinnten die Ursachen dafiir sein, dass in den letzten Jahren
zahlreiche Erkrankungen in einem prognostisch giinstigen Stadium, bei noch ge-
ringer Tumordicke diagnostiziert wurden. Leider trifft dies flir &ltere Patienten
nicht zu, so dass die Sterberaten der iiber 70jihrigen in letzter Zeit angestiegen
sind. Bei beiden Geschlechtern wurde in Deutschland in den letzten Jahren ein
deutlicher Anstieg der Neuerkrankungsrate beobachtet — so stieg sie in den letz-
ten drei Jahrzehnten auf das vierfache-, wihrend sich die Mortalitit am malignen
Melanom der Haut seit der 70er Jahre kaum veréindert hat. Fiir Frauen liegt die
relative 5-Jahres-Uberlebensrate bei 80%, wihrend sie fiir Mi#nner 69% betriigt.
Bei bereits eingetretener Metastasierung sinkt die Uberlebenswahrscheinlichkeit
rapide auf unter 10%. Dabei gehen erkrankten Frauen durchschnittlich 3 Jahre
ihrer weiteren Lebenserwartung verloren, Ménnern etwa 5 Jahre. Weitere Griin-
de flir die Zunahme der Inzidenz kiinnten veriinderte Verhaltensweisen in Form
steigender Sonnenexposition sein, aber auch klimatische Veriinderungen mit
dem Verlust des atmosphiirischen Schutzes vor UVA- Strahlung k&nnten dazu
beitragen [30, 78, 88].

4.13 Spekulationen iiber die Beschaffenheit
der antiproliferativen Substanzen

Die Tatsache, dass sich inmitten der antiproliferativ wirksamen Fraktionen Progesteron
fand., sollte in diesem Zusammenhang niher untersucht werden. Progesteron hat in Be-
zug auf das Wachstum verschiedener Gewebe teils starke Wirkungen. Es wirkt selbst,
obwohl es als anaboles Hormon gilt, auf das Gstrogenstimulierte Endometrium antiproli-
ferativ. Damit ist dies der Grund fiir die Anwendung von Progestinen in der Hormoner-
satztherapie bei nicht hysterektomierten Frauen. In Brustkrebszellen der Linie T47-D
hemmt Progesteron in einer Konzentration von 10uM das Zellwachstum und stimuliert
indirekt die Induktion von Apopiose durch eine Vermehrung der Expression von p33
sowie einer Verminderung der Expression von Bel-2, Survivin und verschiedenen
CD44v7-v10-Antigenen, die in die Regulation der Apoptose involviert sind [36]. Dies
geschieht auch schon in sehr geringen Dosierungen liber den Androgenrezeptor [42].
Wihrend es auch an anderen Geweben wie Z.B. Lymphozytenpopulationen, einen

wachstumsstimulierenden Effekt von Sexualhormonen in geringer Dosierung gibt,
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schligt dieser Effekt bei hoher Dosierung um in eine antiproliferative Qualitit. Bekannt
ist dies auch fiir die vom Progesteron abgeleiteten Lazaroide. Es wiire durchaus denk-
bar, dass sich in den fraglichen Fraktionen neuartige Steroidhormonderivate finden

werden, die die antiproliferative Wirkung vermitteln kinnten.

4.14 Ausblick

Auch wenn es bis jetzt noch unbekannt ist, welche Reinsubstanzen sich hinter der an-
tiproliferativen Aktivitét von Walnussblattextrakten verbergen, besteht grofie Hoffnung
auf deren lsolierung. In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt etwa 60 Fraktionen
gewonnen, die zu einem Teil schon auf einer Stufe einer sehr geringen Komplexitiit, bis
herab zu Einzelsubstanzen innerhalb einer Fraktion, aufgereinigt werden konnten. Auf-
grund der groBen Diversitit der erhaltenen Fraktionen ist es zu erwarten, dass ausge-
hend von dieser Arbeit wahrscheinlich neuartige antiproliferative Substanzen erhalten
werden kéinnten. Diese Substanzen milssen sodann in ihrer Struktur aufgeklirt und auf,
nach weiteren Studien {iber angemessene Applikationsformen ihre spezifische Toxizitét
untersucht werden. In dem Falle, dass man sie wird effektiv und preiswert genug dar-
stellen kénnen, kénnten dann Versuche an Praeklinischen Tumormodellen folgen, nach
deren erfolgreichem Durchlaufen vielleicht einmal eine in dieser Arbeit isolierte Sub-

stanz zu einem Einsatz in Therapie von Krebserkrankungen gelangen konnte.
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5 Zusammenfassung

Eine der auffilligsten Eigenschaften des Walnussbaums Juglans regia ist die Allelo-
pathie — die Fihigkeit der Pflanze das Wachstum hoherer Pflanzen zu unterdriicken.
Wiirden Juglans regia Blitter auch eine Wirkung auf humanoide Tumorzellen zeigen?
Daher wurde untersucht, ob a) ein juglonfreier Extrakt der Walnussblitter auch eine
wachstumshemmende Eigenschaft an humanen Tumorzellen aufweist, b) es sich hierbei
um eine zytostatische oder zytotoxische Eigenschaft handelt, c) diese Eigenschaft auf
eine oder mehrere Substanzen zuriickgeht und d) diese chromatographisch isoliert wer-
den kbnnen.

832g Extrakt, gewonnen aus 23,8kg Walnussblittern wurde hierfiir mittels Zellzahlbe-
stimmung anhand der Trypanblau-Methode, Tritiumthymidin-Einbaumethodetests,
Bromodeoxyuridin-einbaumethode und Laktatdehydrogenase-Freisetzungstests in vitro
an immortalen Zellen (Deutsche Sammilung von Mikroorganismen und Zellkulturen in
Braunschweig) eines Adenokarzinom des Dickdarmes (CaCo2), und einer Metastase
eines malignen Melanoms (MelHO) auf Zytotoxizitit und Wachstumshemmung getes-
tet. Chromatographische Verfahren trennten die jeweils wirksamen Fraktionen des Ex-
trakts bis auf die 9. Ebene.

Die aktivitiitsgeleitete Fraktionierung des Juglans regia Extraktes hat gezeigt, dass a) ein
juglonfreier Extrakt eine wachstumshemmende Eigenschaft an humanen Tumorzellen
besitzt, welcher b) nicht zytotoxisch ist und ¢) auf mehrere, chemisch unterschiedliche
Substanzen und Substanzgruppen zuriickgeht. Chromatographisch konnten so wachs-
tumsfordernde Fraktionen von wachstumshemmenden getrennt werden. Hierdurch ge-
lang es aus den groBenordnungs-méBig mehr als 100 000 Substanzen der Juglans regia
Blitter ca. 60 Substanzgruppen niedriger Komplexitiit zu isolieren, welche in vitro das
Wachstum von Melanomzellen in einer Konzentration von 10 pg/ml hochsignifikant um
80% des Wachstums der Kontrollgruppe senkten (p<0,01), wovon 31 Substanzgruppen
das Wachstum sogar um 85% senkten (p<0,01).
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