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A EINLEITUNG UND AUFGABENSTELLUNG

Wassrige Teezubereitungen waren in der Frihzeit der Arzneimitteltherapie die bevor-

zugte, zumeist auch einzige zur Verfugung stehende Arzneiform. Heute ist an ihre

Stelle fur rational einsetzbare Pflanzenpraparate die alkoholische Extraktform getreten.

Der Grund fir diese Entwicklung lag in der Vorstellung begriindet, dal die besonders
stark wirkenden niedermolekularen Pflanzenstoffe bevorzugt in Alkohol 16slich sind.

Die rein wasserloslichen Inhaltsstoffe wurden lange Zeit als nicht oder wenig wirksame
Ballast- oder Reservestoffe ausgegrenzt. Seit kurzem weil3 man aber, dal} sich in den
rein wassrigen Pflanzenausziigen neben Alkaloidsalzen weitere pharmakologisch
wirksame Verbindungen befinden; hierzu gehoren vor allem die wasserl6slichen

Polysaccharide und Gerbstoffe. Ihre schwierig aufzuklarenden Strukturen waren ein

weiterer Grund, weshalb ihre pharmakologische Untersuchung so lange auf sich

warten lief3.

Von den naturlich vorkommenden und kunstlich hergestellten Polysacchariden haben
einige z.B. als Immunmodulatoren in der Tumor (Pilzglucane)- und Infektionstherapie
(Arabinogalaktane), als Antithrombotika (Heparin) oder als Plasmaexpander (Dextra-
ne) Eingang in die Therapie gefunden. Relativ neu sind Ergebnisse aus in vitro- und
Tierversuchen, wonach bestimmte Polysaccharide aus niederen und héheren Pflanzen
auch antiphlogistische, antivirale und antidiabetische Wirksamkeit besitzen. lhre Wirk-
mechanismen sind noch unbekannt, auch haben sie therapeutisch als isolierte Rein-
substanzen bisher noch keine Anwendung gefunden.

Gerbstoffe zeichnen sich nach Untersuchungen der letzten 10 Jahre ebenfalls durch
eine Reihe interessanter pharmakologischer Wirkungen aus. Zahlreiche Gerbstoffe be-

sitzen antioxidative, antivirale und antiphlogistische Wirkungen, die zumindest in den

in vitro-Versuchen den synthetischen Verbindungen an Wirkstarke nicht nachstehen.

Diese Erkenntnisse sprechen dafur, da} die Wirkung dieser Verbindungen in
entsprechenden Wasser- oder Wasser-Alkohol-Extrakten mit hohem prozentualen
Wasseranteil auch therapeutisch zum Tragen kommen und zusammen mit den
alkohol-léslichen niedermolekularen Wirkstoffen an der therapeutischen Wirksamkeit

von Wasser-Alkohol-Extraktpraparaten maf3geblich beteiligt sind.
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Da systematische Untersuchungen in dieser Richtung fehlen, soll mit der vorliegenden
Arbeit ein Versuch gemacht werden, einen phytochemischen und pharmakologischen
Beitrag zu diesem Thema zu liefern.

Ausgewahlt wurden fur diese Arbeiten Pflanzen, die nach ihren beschriebenen volks-
medizinischen Anwendungen immunmodulatorische, antivirale oder antiphlogistische
Wirkungen erwarten lieBen, bei denen aber die dafur in Frage kommenden Wirkstoffe
d.h. die Beteiligung von Polysacchariden bzw. Gerbstoffen an der Gesamtwirksamkeit
solcher Extrakte nicht oder nur unzureichend bekannt waren.

Zur Bearbeitung dieses Themas wurden folgende Pflanzen ausgewahilt:

Phyllanthus amarus

Mucuna pruriens

Cissus quadranqularis

Diese Drogen stammen aus dem Arzneischatz der traditionellen Medizin Indiens. Sie
werden bei Hepatitis (P. amarus), Parkinson-Krankheit (M. pruriens) bzw. entzind-

lichen gastrointestinalen Beschwerden (C. quadrangularis) eingesetzt.

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit war, die jeweiligen Hauptpolysaccharide zu isolie-
ren, strukturell aufzuklaren und weitere Informationen Uber die Wirkungen in verschie-
denen pharmakologischen Modellen zu erhalten. Es interessierte, ob Struktur-Wirkungs-
Beziehungen erkennbar sind und ob bzw. inwieweit sich die fur die Pflanze bisher
geltenden Anwendungsbereiche durch die Anwesenheit bestimmter Zuckerpolymere
erklaren lassen.

In gleicher Weise sollte untersucht werden, ob bei Vorliegen von Gerbstoffen in wassrig-
alkoholischen Pflanzenextrakten mit synergistischen Effekten an der therapeutischen

Gesamtwirksamkeit gerechnet werden kann.
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B PHYTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN VON
PHYLLANTHUS AMARUS SCHUMACH. & THONN.

1. ALLGEMEINE UBERSICHT

1.1. Systematik und Verbreitung

Phyllanthus amarus SCHUMACH. et THONN. IaRt sich im Pflanzenreich wie folgt ein-
ordnen [FROHNE, 1996]:

Abteilung: Spermatophytae
Unterabteilung: Magnoliophytinae
Klasse: Magnoliatae
Unterklasse: Rosidae
Ordnung: Euphorbiales
Familie: Euphorbiaceae
Gattung: Phyllanthus

Art: amarus

Die Gattung Phyllanthus (Euphorbiaceae) besteht aus ca. 550 bis 750 Arten, die in
den meisten tropischen und subtropischen Landern vorkommen [CALIXTO, 1997,
WEBSTER, 1958].

P. amarus ist weit verbreitet in Asien (z.B. Thailand, Indien), Afrika (z.B. Elfenbein-
kiste, Nigeria, Ghana) sowie in Nord-, Mitte und Sidamerika (z.B. Sudflorida,
Bahamas, Kuba, Westindische Inseln, Haiti, Costa Rica, Peru, Brasilien) [MORTON,
1985, UNANDER, 1991].

Nach HAGERS HANDBUCH [1998] ist eine Verwechslung mit P. urinaria, P. debilis
KLEIN EX WILLD. und P. fraternus WEBSTER mdglich.

Die Art Phyllanthus amarus wurde in der Vergangenheit, obwohl morphologisch und in
der chemischen Zusammensetzung (bitterer Geschmack) deutlich von P. niruri ver-

schieden, immer wieder mit dieser Art verwechselt. In der Literatur wurden sehr wahr-
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scheinlich einige Inhaltsstoffe von P. amarus falschlicherweise als von P. niruri stam-
mend beschrieben. Da eine eindeutige ldentifizierung nachtraglich aufgrund fehlenden
Herbarmaterials nicht mehr mdglich war, mul3te die Zugehdrigkeit der einzelnen
Inhaltsstoffe zu den beiden Arten durch erneute Analyse von genetisch gesicherten
Pflanzenproben bestatigt werden.

HEUBL [2000] konnte durch eine von ihm durchgefiihrte DNA-Analyse (Gen-Finger-
print) an verschiedenen botanisch bestimmten Proben von P. amarus und P. niruri zei-
gen, dal® P.amarus genetisch mit P. niruri nicht synonym ist. Bei dem Verfahren wur-
den an Phyllanthus-Arten vergleichende Sequenzanalysen eines nuklearen Markers
sowie einer weiteren unabhangigen Region in der Chlorplasten-DNA durchgefuhrt. Aus
dem Kladogramm [HEUBL, 2000] der Phyllanthus-Arten (Abbildung 1) geht hervor,
dal® P.amarus genetisch enger mit P. fraternus als mit P. niruri verwandt ist, so daf

Verwechslungen zweifelsfrei ausgeschlossen werden kénnen.

— | P. niruri

P. tenellus

Phyl/anthus — P. amarus

— | P. fraternus

—— | P. urinaria

— P. nutans

Abbildung 1: Kladogramm der Gattung Phyllanthus [HEUBL, 2000]

HEUBL [2000] konnte damit die Authentizitat des eingesetzten Pflanzenmaterials auf

Phyllanthus amarus eindeutig bestatigen.

Das Beispiel zeigt, dafl fur die Entwicklung eines Pflanzenpraparates die 100%ig ge-
sicherte Authentizitdt des verwendeten Pflanzenmaterials eine unabdingbare Voraus-

setzung ist.
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1.2 Botanische Beschreibung

Phyllanthus amarus ist ein mondzisches oder selten didzisches, vollstandig unbehaar-
tes, aufrechtes oder aufsteigendes, einjahriges, am Grund oft verholztes Kraut mit
einer Hohe von bis zu 60cm. Die aufrechten Stengel sind rund und grinlich oder
rotlich. Die horizontalen Triebe sind in der Regel 12cm lang, konnen aber auch 18cm
erreichen und sind im alteren Wachstumsstadium verzweigt mit sekundaren aufrech-
ten Trieben. Die Niederblatter sind linealisch-lanzettlich, 1mm lang und blaf3grin,
wahrend die Nebenblatter linealisch-lanzettlich, 1Tmm lang und cremefarben mit einer
braunlichen medianen Linie sind.

Die mannliche Bliten haben einen 0,75mm langen Blutenstiel; sie weisen 5 Kelchblat-
ter auf, die eiférmig, 0,5mm lang, spitz und blalgriin mit weillem Rand sind; sie haben
die 3 Staubblatter und Filamente, die eine Saule von einer Hohe von 0,2mm formen;
die Antheren der mannlichen Bliten sind ein wenig sitzend, nierenférmig und beige-
farben.

Die weiblichen Bluten haben einen 1mm langen apikal verdickenden Blutenstiel mit 5,
eiférmig-langlich, 0,75 bis 1mm langen, 0,3 bis 0,5mm breiten, ein wenig spitzen und
gelblichgrinen und glatten Kelchblattern mit einem Durchmesser von 0,3mm; der sehr
kleine und 0,1mm lange Griffel liegt frei; die Narben sind rundlich und cremefarben.

Die glatten, ocker- bis olivefarbigen Frichte sind gedruckt-dreilappig bis kugelformig,
ca. 1mm lang und ca. 2mm im Durchmesser [UNANDER, 1991] (siehe Abbildung 2).



Seite 6 Phyllanthus amarus

Abbildung 2: Phyllanthus amarus Kraut

1.3. Bekannte Inhaltsstoffe

1.3.1. Niedermolekulare Inhaltsstoffe

Aus Phyllanthus amarus wurden bisher Alkaloide, Flavonoide, Lignane und oligomere

Gallotannine isoliert. Im einzelnen handelt es sich um folgende Verbindungen:

Pyrrolizidin-Alkaloide vom Securinin-Typ
Phyllanthine [HOUGHTON, 1996] (V 1)
Securinin [HOUGHTON, 1996] (V 2)
Norsecurinin [HOUGHTON, 1996] (V 3)
Isobubbialin [HOUGHTON, 1996] (V 4)
Epibubbialin [HOUGHTON, 1996] (V 5)
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Flavonoidabkémmlinge
Quercetin-3-O-glucopyranoside [FOO, 1993] (V 6)
Rutin [FOO, 1993] (V 7)

Gallocatechin [FOO, 1993] (V 8)

Lignane vom Dibenzylbutan-Typ
Hypophyllanthin [BHADBHADE, 1980, SOMANABANGHU, 1993] (V 9)
Phyllanthin [BHADBHADE, 1980, SOMANABANGHU, 1993] (V 10)

Phyllanthin ist fur den bitteren Geschmack der Blattdroge verantwortlich.
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HsCO
3 OCHs
OCH;

HsCO
OCHj3 I OCHjz
OCH3 oC H3
V9 10

Gallo- bzw. Ellagitannine

Die Verbindungen sind mit Ausnahme der 4-O-Galloylchinasaure (V 12) und der Ellag-
saure (V 18) Polyphenole, die in verschiedenartiger Weise mit einem Mol Glucose
verknupft sind, mit Molekulargewichten zwischen 170 und 1111g/mol:

1,6-Digalloylglucopyranosid [FOO, 1993] (V 11)

4-O-Galloylchinasaure [FOO, 1995] (V 12)

Amariin [FOO, 1993] (V 13)

Amariinsaure [FOO, 1995] (V 14)

Amarulon [FOO, 1993] (V 15)

Corilagin [FOO, 1993] (V 16)

Elaeocarpusin [FOO, 1995] (V 17)

Ellagsaure [FOO, 1995] (V 18)

Furosin [FOO, 1995] (V 19)

Geraniin [FOO, 1993] (V 20)

Geraniinsaure B [FOO, 1995] (V 21)

Repandusinsaure A [FOO, 1995] (V 22)

Phyllanthusiin D [FOO, 1992] (V 23)
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1.3.2. Hochmolekulare Inhaltsstoffe

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Polysaccharide zum ersten Mal als hochmolekulare

Inhaltsstoffe in P. amarus isoliert und strukturell aufgeklart.
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1.4. Volksmedizinische Verwendung

Die Pflanzen der Gattung Phyllanthus wurden und werden vor allem in der Volksmedi-
zin Indiens, Chinas und Sudamerikas zur Behandlung von Leber- oder Harnblasen-
schadigungen, Darminfektionen, Diabetes und als Diuretikum eingesetzt. In den
letzten Jahren nahm das Interesse an den Phyllanthus-Arten betrachtlich zu, nachdem
vor 13 Jahren durch eine Arbeitsgruppe um den Nobelpreistrager B.S. Blumberg
[THYAGARAJAN, 1988] Extrakte aus P.amarus auch klinisch als wirksam gegen
Hepatitis B erkannt wurden. Inzwischen wurden verschiedene klinische und pharmako-
logische Studien durchgefihrt, um das therapeutische Potential der Pflanze fir neue
Arzneimittel zu ergrinden [CALIXTO, 1997, 1998].

1.5. Pharmakologie

In der Arbeitsgruppe THYAGARAJAN et al. [1982] wurde erstmals gezeigt, dal} ein
Phyllanthus amarus Extrakt in vitro die Antigenmenge des Hepatitis B Virus (HBsAQ)
deutlich zu senken vermag. Auf diesem Ergebnis aufbauend wurde durch Extraktgabe
von P.amarus das analoge ,wood chuckVirus im Serum von Waldmurmeltieren
(wood chucks) sowohl im Akut- als auch im chronischen Infektionsversuch eliminiert.
Mittels ELISA-Test konnten JAYARAM et al. eine signifikante Hemmung des HBsAg
durch Extraktzugabe messen [CALIXTO, 1998]. LEE et al. [1996] bestatigten die
Untersuchungen, da in ihren invitro Versuchen der Phyllanthus-Extrakt die Poly-
merase-Aktivitat des HBV hemmte, die episomale HBV-DNA Menge erniedrigte und
die Freisetzung des Virus in das Kulturmedium unterdrickte.

Weitere Studien in vitro und in vivo zeigten die Verminderung der HBV-Replikation
durch Hemmung der reversen Transkriptase und der DNA-Polymerase nach Applika-
tion eines Extraktes aus P. amarus. Zudem war der Extrakt beim Menschen gut ver-
traglich und wies keine Nebenwirkungen auf [MEHROTRA, 1988, OGATA, 1992,
SHEAD, 1990, YANAGI, 1989, YEH, 1993].

BLUMBERG et al. [BLUMBERG, 1990, THYAGARAJAN, 1988] erhielten in einer mit
59 Hepatitis B Virustragern durchgefuhrten Therapiestudie nach dreiwochiger Behand-

lung eine Response-Rate von 60% gegenuber 3% in der unbehandelten Kontroll-
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gruppe. Bei keinem Patienten, der das HBsAg nach der ersten Untersuchung verloren
hatte, wurde ein Wiederauftreten des Oberflachenantigens festgestellt.

An Ratten konnten JOY et al. [1998] und RAJESHKUMAR et al. [2000] sowohl eine
hepatoprotektive Wirkung bei Leberkrebsinduktion als auch eine lebensverlangerende
Wirkung bei bestehendem Leberkrebs nachweisen. Sie induzierten ein hepatozellu-
lares Krebsgeschwur durch orale Applikation von NNitrosodiethylamin bei gleichzei-
tiger bzw. fortwahrender oraler Gabe des P.amarus-Extraktes. Der Extrakt wirkte
sowohl inhibierend auf die Krebsbildung als auch lebensverlangernd bei bestehendem
Leberkrebs.

Es gab jedoch auch gegenteilige Ergebnisse:

NIU et al. [1990] fanden bei Versuchen mit Enten keine signifikante Minderung der zir-
kulierenden viralen DNA-Fracht (HBV) nach Applikation von Phyllanthus-Extrakt. In
diesen Untersuchungen war keine Beeinflussung des Niveaus der viralen Replikation
in der Leber erkennbar. Es wurde ein schwacher Effekt auf das Enten-Hepaptitis B
Antigen ermittelt. Auch DOSHI et al. [1994] fanden bei Gabe eines Phyllanthus amarus
Extraktes an 30 Patienten mit diagnostizierter Hepatitis B-Erkrankung keinerlei Effekt
auf das HBsAg.

Diese Diskrepanz der Ergebnisse konnte auf den Wirksamkeitsverlust bei Einsatz von
Pflanzenmaterial, bei dem bereits ein Wirkstoffabbau eingetreten war, zurickzuflihren
sein. Als weitere Erklarungen kommen der Einsatz von botanisch nicht authentischem
Pflanzenmaterial oder die abweichenden experimentellen Versuchanordnungen in Frage.
Nur kontrollierte vorklinische und klinische Studien mit authentischem Pflanzenmaterial
bzw. mit unter standardisierten Bedingungen hergestellten Extrakichargen kdonnen zei-
gen, ob der therapeutische Einsatz des Phyllanthus amarus Extraktes gegen Hepatitis B
Wirksamkeit zeigt und gerechtfertigt ist [CALIXTO, 1997, 1998].

Ferner wurden beim Menschen diuretische, hypotensive und hypoglykamische Effekte
fur einen Phyllanthus amarus Extrakt beschrieben [SRIVIDYA, 1995]. SANTOS et al.
[2000] konnten im Mausmodell zeigen, dal ein wassrig-alkoholischer Extrakt dosisab-
hangig und signifikant die Schmerzempfindung hemmt. In Abhangigkeit des Versuchs-
models war die Wirkung bei intraperitonealer Gabe um bis zu 40fach starker als bei
oraler Applikation.
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2. EIGENE UNTERSUCHUNGEN DER POLYSACCHARIDE

2.1. Isolierung und Fraktionierung des Rohpolysaccharidgemisches

Zur Isolierung der Polysaccharide aus Phyllanthus amarus-Kraut wurden 200g des ge-
trockneten und gemahlenen Pulvers im Soxhlet sukzessive mit Hexan, Dichlormethan
und Methanol extrahiert, um lipophile und niedermolekulare Inhaltsstoffe abzutrennen.
Der extrahierte Drogenrtickstand wurde getrocknet und bei 90°C mit demineralisiertem
Wasser im Gewichtsverhaltnis 1:10 unter Ruhren extrahiert, wobei durch die hohe
Temperatur storende Begleitproteine denaturiert wurden. Zur Verhinderung eines
enzymatischen Abbaus und bakteriellen Befalls wurde nach dem Abkuhlen auf
Raumtemperatur 1g Natriumazid zugegeben. Die Suspension wurde zur Abtrennung
des Drogenriickstands zentrifugiert und der Uberstand 72h gegen demineralisiertes
Wasser bei 4°C dialysiert (Ausschluvolumen 12-14kD). Das Dialysat wurde zentrifu-
giert und gefriergetrocknet. Dieses Lyophilisat entspricht dem nicht-dialysierbaren
Anteil (hochmolekularer Anteil) des HeilRwasserextraktes. Nach erneutem Ldsen des
Lyophilisats in demineralisiertem Wasser im Verhaltnis 1:100 wurden durch Zugabe
von Ethanol die Rohpolysaccharide ausgefallt. Dazu wurde tropfenweise das gleiche
Volumen Ethanol unter Rihren bei 4°C zugegeben, das Rihren eingestellt und der
Niederschlag uber Nacht stehen gelassen. Nach Abzentrifugieren des Niederschlags,
der Rohpolysaccharid 1+1-Fallung, wurden weitere drei Volumina Ethanol auf die
gleiche Weise hinzugegeben und der erhaltene zweite Niederschlag, die Rohpoly-
saccharid 1+4-Fallung, wie oben behandelt.

In Abbildung 3 ist das angewandte Isolierungsschema der Polysaccharide dargestellt.

Nach der Aufreinigung wurden aus den gefriergetrockneten Retentaten die Rohpoly-
saccharide der 1+1 und 1+4-Ethanol-Fallungen erhalten.
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Isolierungsschema der Phyllanthus-Polysaccharide
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Abbildung 3: Isolierungsschema der Polysaccharide aus Phyllanthus amarus
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In Tabelle 1 sind die Ausbeuten der verschiedenen Fraktionen zusammengestellt.

Fraktion Menge [g] [%]*
Hexan 14,3 7,2
Dichlormethan 1,9 1,0
Methanol 11,7 5,9
nicht dialysierbarer Anteil 2,5 1,3
Rohpolysaccharid 1+1-Fallung 1,5 0,8
Rohpolysaccharid 1+4-Fallung 0,6 0,3
Tabelle 1: Mengenverhaltnisse der Fraktionen aus der Droge

(*bezogen auf 200,0g Drogematerial)

Bei Abtrennung der niedermolekularen bzw. lipophilen Anteile wurden 14,3g (7,2%)
Rickstand aus der Hexan-, 1,9g (1,0%) aus der Dichlormethan- und 11,7g (5,9%) aus
der Methanolfraktion erhalten. Der nicht dialysierbare Anteil betrug 2,5g (1,3%).

Die Ausbeuten, bezogen auf die eingesetzte Droge, betrugen 1,59 (0,8%) fur die Roh-

polysaccharid 1+1- und 0,69 (0,3%) fur die Rohpolysaccharid 1+4-Fallung.

2.2. Charakterisierung der Rohpolysaccharide

2.2.1. Zuckeranalyse

Zur Bestimmung der Zuckerbausteine wurden die Polysaccharide durch saure Hydro-
lyse zu den entsprechenden Monosacchariden hydrolisiert. Hierzu wurde 1mg Roh-
polysaccharidfraktion 1h im Trockenschrank mit 2M TFA hydrolisiert. Die Monomeren
wurden dunnschichtchromatographisch an Kieselgel im Laufmittel 1 und 2 aufgetrennt
und mit Diphenylamin-Anilin-Phosphorsaure-Reagenz detektiert. Durch Cochromato-
graphie mit Referenzzuckern konnten die in Tabelle 2 aufgelisteten Zucker nachge-

wiesen werden.
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Rohpolysaccharid DC-Nachweis
1+1 Galaktose, Glucose, Arabinose
1+4 Galaktose, Glucose, Arabinose
Tabelle 2: Qualitativer DC-Nachweis der Zuckermonomere in den Rohpolysacchariden

Zur Bestatigung und Quantifizierung wurden die Rohpolysaccharide mit Hilfe der Gas-
chromatographie untersucht. Die Rohpolysaccharide wurden wie oben beschrieben zu
den Monosacchariden hydrolisiert und die Neutralzucker zu den fllichtigen Alditol
acetaten derivatisiert [BLAKENEY, 1983]. Es wurden Galaktose, Glucose und Arabi-

nose als Hauptanteile sowie Rhamnose nachgewiesen. In Tabelle 3 sind die prozentu-

alen Anteile zusammengestellt:

Rohpolysaccharid Neutralzuckeranteile [%]
Rhamnose 14
141 Arabinose 3,4
Glucose 3,6
Galaktose 5,6
Rhamnose 24
Xylose 29
1+4 Glucose 4,5
Arabinose 11,8
Galaktose 19,2
Tabelle 3: prozentuale Anteile der Neutralzucker in den Rohpolysacchariden

2.2.2. Uronsaureanalyse

Da bei der dunnschichtchromatographischen Neutralzuckeranalyse nach Saure-
hydrolyse die Zuckersauren nicht detektiet werden konnen, wurden die Rohpoly-

saccharide mit Pektinase behandelt. Pektinase spaltet spezifisch die 1,4-a-glyko-

sidisch verknlpften, nicht veresterten Uronsaureketten bis zur Stufe der Monomeren.
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Nach der enzymatischen Spaltung wurde das Hydrolysat wie oben beschrieben
detektiert. Durch Vergleich mit den Referenzsubstanzen konnte Galakturonsaure als

alleinige Zuckersaure qualitativ nachgewiesen werden.
Die quantitative Uronsaurebestimmung erfolgte nach der Methode von BLUMEN-
KRANTZ [1973], die im Vergleich zu anderen haufig benutzen Verfahren [z.B. BITTER,
1962] eine hohere Spezifitat und Sensitivitat aufweist.
Die Rohpolysaccharid 1+1-Féallung wies einen Uronsaureanteil von 28,8% und die

1+4-Fallung von 12,6% auf.

2.2.3. Proteingehalt

Bei der Bestimmung des Proteingehalts nach LOWRY [1951] wurde festgestellt, dal
die Rohpolysaccharid 1+1-Fallung noch 18,8% Protein enthielt und die 1+4-Fallung
noch 18,6%. Der erwartungsgemald relativ hohe Proteinanteil ist auf eine noch unzu-

reichende Aufreinigung beider Fallungen zurtckzufuhren.

2.2.4. High Performance Gel Permeation Chromatography (HPGPC)

Um die Zusammensetzung einer Polysaccharid-Fraktion aufzuklaren bzw. zur Rein-
heitsprifung des Polysaccharides, wurden die Rohpolysaccharide nittels HPGPC an
einer Superose—12—Saule aufgetrennt. Uber den Brechungsindex (RI) und die UV-
Absorptionsmessungen erhalt man Aufschlu® Uber die Homogenitat der Polysaccha-
ride und Hinweise auf Verunreinigungen durch begleitende Proteine (UV-Absorption
bei 280mn).

Die Molekulargewichtsbestimmung erfolgte durch Aufstellen einer Eichgerade mit
definierten Dextranen und Glucose als Referenzsubstanzen. Anhand der bei der
HPGPC erhaltenen Retentionszeiten konnte das zugehdrige Molekulargewicht
ermittelt werden. Als Eluent wurde PBS-Puffer (pH 7) gewahlt.

In Abbildung 4 sind exemplarisch die Brechungsindex- und UV-Chromatogramme der

Rohpolysaccharid 1+1-Fallung abgebildet.



Seite 18 Phyllanthus amarus

1 Brechungsindex UV-Absorption
0,54

0,20 ]

intensity [rmt]
absorhance [AL]

0,05 4

0,00 <

|
0 § non o ow B oA F M &L W ] b o oW o®H AN F M H M
time [min] time [min]

Abbildung 4: HPGPC-Chromatogramm der Rohpolysaccharid 1+1-Fallung, gemessen mittels
Brechungsindex und UV-Absorption (I = 280nm)

Wie zu erwarten war und wie in den HPGPC-Chromatogrammen zu erkennen ist, be-
steht die Rohpolysaccharid 1+1-Fallung aus einem Gemisch verschiedener Polysac-
charide, Proteine und Polyphenole (starke UV-Absorption bei R = 16-45min).

Nach dem Brechungsindex-Chromatogramm wurden im Bereich von 17,5-23,5min,
aufgrund der aufgestellten Eichgerade Polysaccharide von einer Molekulgrofie von
100-500kD eluiert. Im niedermolekulareren Bereich (R;>25min) des UV-Chromato-
gramms erschienen die Proteinverunreinigungen.

Eine Abtrennung der Proteinverunreinigung kann durch TCA-Zugabe und anschlie3en-
de Ethanolfallung erfolgen. Wie jedoch Vorversuche gezeigt haben, ist der Verlust an
Polysacchariden bei diesem Verfahren durch die Mitfallung von Polysaccharidanteilen
sehr hoch. Dies wurde durch einen positiven Zuckernachweis im Niederschlag belegt.
Eine bessere Aufreinigung und Abtrennung der Proteine mit deutlich weniger Verlusten

konnte durch die Anionenaustauschchromatographie erzielt werden.
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2.3. Isolierung und Charakterisierung der Hauptpolysaccharide aus den

Rohpolysaccharid 1+1- und 1+4-Fallungen

2.3.1. Isolierung

Zur Trennung der Rohpolysaccharide in neutrale und saure Fraktionen sowie der Ab-
trennung storender Begleitproteine wurde eine Anionenaustauschchromatographie an
DEAE-Sepharose CL-6B durchgefihrt.

Das Rohpolysaccharid wurde in wenig Puffer (0,01M TRIS, pH 7,2) gelést und lang-
sam auf die Saule gepumpt. Die neutralen Anteile wurden mit 0,01M TRIS-Puffer (pH
7,2) eluiert, wobei die geladenen sauren Anteile zunachst an das Gel binden und an-
schlielend mit einem linearen Kochsalz-Gradienten von 0® 1M NaCl eluiert werden.

Der Puffer gewahrleistet eine gute Reproduzierbarkeit und verhindert Wechsel
wirkungen der Makromolekule untereinander.

Bei der Rohpolysaccharid 1+1-Fallung wurde nur eine geringe Menge an neutralem
Polysaccharid A eluiert. Zudem konnten das saure Polysaccharid B und ein weiteres
saures Polysaccharid C gewonnen werden. Alle Polysaccharide wiesen einen positi-

ven Drehsinn auf (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Isolierung der Phyllanthus-Polysaccharide A, B und C aus der Rohpolysaccharid 1+1-
Fallung nach Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Sepharose CL 6B

Die Hauptkomponente der Rohpolysaccharid 1+1-Fallung ist das saure Polysac-

charid B. Die jeweiligen Ausbeuten an Polysaccharid-Komponenten sind in Tabelle 4

angegeben.
Polysaccharid Ausbeute [mqg] [%]*
A 42,4 8,2
B 2422 47,0
C 64,6 12,5
Tabelle 4: Ausbeuten der Rohpolysaccharid 1+1-Fallung nach der Anionenaustauschchromato-

graphie (*bezogen auf 515mg Rohpolysaccharid)

Wie aus dem HPGPC-Chromatogramm

(Abbildung 6) hervorgeht, besteht das

Phyllanthus-Polysaccharid B aus einem Hauptpeak mit zwei Maxima bei ca. 350kD
(Rt= 19,3min) und 500kD (R;= 18,0min). Das Molekulargewicht liegt im Mittel somit
bei etwa 425kD. Die im Vergleich zur Rohpolysaccharid 1+1-Fallung geringere UV-
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Absorption spricht fur die gelungene starke Reduktion der Proteinverunreinigungen
(vgl. Abbildung 4).
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Abbildung 6: HPGPC-Chromatogramme des Phyllanthus-Polysaccharids B (I = 280nm)

Analog wurde die Aufreinigung mit der Rohpolysaccharid 1+4-Fallung durchgefihrt.
Aus Abbildung 7 geht hervor, dal die Polysaccharidverteilung heterogener als in der

Rohpolysaccharid 1+1-Fallung ist.
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Isolierung der Phyllanthus-Polysaccharide D, E, F, G und H aus der Rohpolysaccharid
1+4-Fallung der Droge nach Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Sepharose

Insgesamt war es durch die Anionenaustauschchromatographie moglich, mehrere

neutrale und saure Polysaccharide mit unterschiedlichem optischen Drehsinn zu er-

halten. Nach der Auftrennung an der Anionenaustauschsaule erwies sich das Polysac-

charid F mit einem positiven optischen Drehsinn als die Hauptkomponente.

Eine Charakterisierung des Polysaccharids F wurde wegen des geringen Gesamtan-

teils in der Droge nicht durchgefuhrt.

Die Mengenangaben der einzelnen Polysaccharide sind in Tabelle 5 aufgeflhrt.
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Polysaccharid Ausbeute [mqg] [%]*
D 31,3 8,9
E 59,2 16,9
F 143,2 40,9
G 56,3 16,1
H 52,4 15,0
Tabelle 5: Ausbeuten der Rohpolysaccharid 1+4-Fallung nach der Anionenaustauschchromato-

graphie (*bezogen auf 350mg Rohpolysaccharid)

In Abbildung 8 sind die RI- und UV-HPGPC-Chromatogramme des Polysaccharids F

abgebildet.
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Abbildung 8: HPGPC-Chromatogramme des Phyllanthus-Polysaccharids F (I = 280nm)

Aufgrund des Fehlens eines Signals bei 17-35min erkennt man die deutlich erfolgte

Reduktion des Proteinanteils im UV-Chromatogramm. Proteine absorbieren bei

| =280nm, Polysaccharide nicht. Im R-Chromatogramm ist die Hauptkomponente bei

68kD (Rt=22,5min)

und ein geringer Tell

an hochmolekularer Verunreinigung

(Rt=17,0min) zu sehen. Die Molekulargewichte wurden anhand einer Dextraneich-

gerade bestimmt.
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2.3.2. Charakterisierung

Neben dem Molekulargewicht und dem Proteinanteil wurden die spezifische Drehung
[nach DAB 10] und der Uronsauregehalt [BLUMENKRANTZ, 1973] der Hauptpolysac-
charide aus Phyllanthus amarus bestimmt. Die physikalisch-chemischen Parameter

der beiden Polysaccharide B und F sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Polysaccharid B Polysaccharid F
(Hauptpolysaccharid der | (Hauptpolysaccharid der
1+1 Rohfallung) 1+4 Rohfallung)
Proteingehalt [%] nach
LOWRY 59 6.1
Proteingehalt durch
Elementaranalyse [%] 4.9 n.b.
Uronsauregehalt [%] 73,2 28,8
Spezifische Drehung [a]2.. +133,6 +79,8
Molekulargewicht [kD] 425 68
Tabelle 6: Physikalisch-chemische Parameter der Phyllanthus-Polysaccharide der beiden Roh-

fallungen
n.b. = nicht bestimmt

Zur Bestatigung der Molgewichtsbestimmung nach LOWRY [1951] wurde zusatzlich
eine Proteinbestimmung durch Elementaranalyse durchgefihrt. Der prozentuale Stick-
stoffwert lieferte, mit 6,25 multipliziert, einen mit dem Wert von LOWRY gut Uberein-

stimmenden Proteingehalt.

Wie aus Tabelle 6 hervorgeht, handelt es sich bei der Komponente B um ein stark
saures Polysaccharid mit einem Uronsaureanteil von Uber 70%. Dieses Polysaccharid
kann daher der Klasse der Pektine zugeordnet werden. Das ermittelte Molekularge-
wicht mit ca. 425kD ist fur ein planzliches Polysaccharid ungewdhnlich hoch.

Das Polysaccharid F besitzt ein Molekulargewicht von ca. 68kD und weist einen

ahnlichen Proteingehalt auf. Der Uronsaureanteil liegt bei 28,8%.
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Bei beiden Hauptkomponenten konnte der Proteingehalt anhand der UV-HPGPC-
Chromatogramme durch die Anionenaustauschchromatographie um ca. 65% erniedrigt
werden. Durch Abtrennung der Begleitpolysaccharide war auch in den Komponenten

der Anteil der Uronsauren stark angestiegen.

Neutralzuckeranalyse der Polysaccharide B und F

Nach Totalhydrolyse der Polysaccharide B und F mit 2M Trifluoressigsaure wurden die
neutralen Zuckermonomere dinnschichtchromatographisch an Kieselgel in den unter-
schiedlichen Laufmitteln 1 und 2 untersucht. Nach Detektion mittels Diphenylamin-
Anilin-Phosphorsaure-Reagenz und Cochromatographie mit Referenzzuckern konnten
fur beide Polysaccharide die Zucker Arabinose und Galaktose nachgewiesen werden.
Nach Inkubation des Polysaccharids B mit Pektinase wurde das Dunnschicht-

chromatogramm der Abbildung 9 erhalten.

Front Laufmittel 1
>
- —
S— S—
— —
Do @&
—
— — —
S S S S S S S S S S
mal galA man xyl gal PS dlu gdluA ara rha rib fru
B

Abbildung 9: DC-Chromatogramm zur qualitativen Zuckeranalyse von dem Phyllanthus-Poly-
saccharid B im Laufmittel 1
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Zur eindeutigen Zuordnung der Banden wurde auch im Laufmittel 2 detektiert (ohne
Abbildung). Durch Vergleich mit den Referenzsubstanzen konnte eindeutig die Uron-

saure im Polysaccharid B als Galakturonsaure identifiziert werden.

Da die Komponente B die mengenmalig bedeutsamste in Phyllanthus amarus ist,

wurden die weiteren Untersuchungen auf dieses Polysaccharid fokussiert.

24. Strukturaufklarung des Hauptpolysaccharids B

2.4.1. Molekilgroenbestimmung

Nach der HPGPC-Bestimmung besitzt das Polysaccharid B eine Molekullgrofie von
etwa 425kD (siehe Abbildung 8, Seite 23). Zusatzlich zur relativen Grélenbestimmung
durch HPGPC wurde mittels AF*-SLS-RI die MolekiilgroRe bestimmt (sieche Abbildung
34, Seite 110). Als Ergebnis wurde eine Molekulgréfke von 259kD mit einer geringen
Verunreinigung von 3555kD (<<5%) erhalten.

Bei der Molekllmassenbestimmung mittels HPGPC handelt es sich nur um eine rela-
tive GroRenbestimmung, die stark von den eingesetzten Standards abhangig ist. Wo-
gegen bei der LASER-Lichtstreuung der Absolutwert der Molekulgrofie ohne Stan-
dards bestimmt wird (siehe Kapitel E, Asymmetrische Fluf3-Feldflulfraktionierung
(AF4), Seite 103).

2.4.2. Neutralzuckerananlyse

Zur Bestimmung der Neutralzucker nach BLAKENEY [1983] wurde das Polysaccha-
rid B einer Totalhydrolyse mit 2M Trifluoressigsaure unterzogen. AnschlieRend konn-
ten die Zucker nach Acetylierung und Reduktion als Alditolacetate mittels GC/FID -Ana-
lytik und Vergleich mit Referenzsubstanzen quantifiziert werden. Durch Miteinwaage
von Inositol als internem Standard wurden Fehler bei der Aufarbeitung kompensiert.
Mittels Reduktion der Zucker zu den entsprechenden Alditolen wird eine Anomeren-

bildung vermieden.
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In Abbildung 10 ist das GC-Chromatogramm des Polysaccharids B wiedergegeben.

Inositol

500

400

o
[m]
]

abundance [uV]

Arabinose
Galaktose

[
m)
m]

Rhamnose

Mannose

100

[m]
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2 4 [=] =} 10 12 14 16
time [min]

Abbildung 10: GC-Chromatogramm der Alditolacetate nach Totalhydrolyse des Polysaccharids B

Bei der wesentlich empfindlicheren gaschromatographischen Untersuchung des Poly-
saccharids konnten neben den Hauptbestandteilen Arabinose (9,06min) und
Galaktose (14,01min) noch eine geringe Menge an Rhamnose (6,81min) und Spuren
an Xylose (10,71min), Mannose (13,15min) und Glucose (15,05min) detektiert werden.
Der interne Standard Inositol ist als Signal bei 16,53min zu erkennen.

Nach Erstellung einer Eichgerade der Referenzzucker konnte fir das Polysaccharid B
ein Neutralzuckeranteil von 12,1% bestimmt werden. In Tabelle 7 sind alle Daten

prozentual zusammengefal’t.
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Prozentuale Zusammensetzung [%]
Rhamnose 2,1
Arabinose 4,1
Galaktose 5,9
Galakturonsaure 73,2
Proteine 59
Tabelle 7: Prozentuale Verhaltnisse des Polysaccharids B

Galaktose und Arabinose bilden die Hauptbestandteile der Neutralzucker. Somit

handelt es sich bei der Komponente B um ein saures Arabinogalaktan.

2.4.3. Bestimmung des Veresterungsgrades

In Polysacchariden konnen zwei verschiedene Arten von Estergruppierungen
enthalten sein: Uronsaureester und veresterte Hydroxylgruppen.

Die Ester alkoholischer OH-Gruppen lassen sich durch Umsetzung in alkalischer
Losung mit Hydroxylamin zu Hydroxamsauren, die mit Fe(lll)-lonen einen roten
Komplex bildet, quantifizieren [McCOMB, 1957]. Die aus eventuell gleichzeitig
vorhandenen Uronsaureestern entstehenden hochmolekularen Hydroxamsauren
reagieren mit den Fe(lll)-lonen zu schwerléslichen Komplexen, die durch Filtration
abgetrennt werden konnen. Durch diese Vorgehensweise werden selektiv nur Ester
alkoholischer Hydroxylgruppen erfaldt. Uronsaureester werden Uber ihre nach der
alkalischen Hydrolyse freigesetzte Alkoholkomponente quantifiziert.

Bei dem Polysaccharid B sind 2,2% der Hydroxylgruppen und 1,2% der Galakturon-

sauren verestert.

2.4.4. Bestimmung des Restwassergehalts

Der Restwassergehalt des Lyophilisats, bestimmt mittels Karl-Fischer-Titration, betrug
9,2%.
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2.4.5. Methylierungsanalysen

Die nach HARRIS [1984] im Eintopfverfahren durchfihrbare Methylierungsanalyse
dient der Aufklarung der Verknlpfungsmuster der Monosaccharide im Polysaccharid.
Dabei werden alle freien Hydroxylgruppen methyliert, das permethylierte Poly-
saccharid hydrolisiert und nach Reduktion der entstandenen Monosaccharid-Derivate
zu den entsprechenden Alditolen alle nicht veretherten Hydroxylgruppen acetyliert
[HARRIS, 1984]. Diese Vorgehensweise ist im Vergleich zu der alteren Methode nach
HAKAMORI [1964] weniger zeitaufwendig und fuhrt zu weniger Substanzverlusten.

Das Schema zur Darstellung der permethylierten Alditolacetate (PMAA) ist in

Abbildung 11 am Beispiel der 1,4-verknupften Galaktopyranose wiedergegeben.

MeO
1. K®SCH,SOCH, BN O
2. CHjl - ALY Dy
H OMe
L In
Polysaccharid permethyliertes
Polysaccharid
l TFA
CH,OAc CH,OH CHO
H—2—OMe H——OMe Me:o H——OMe
MeO——H Ac,O/AcOH MeO——H NaBH, OMO PH MeO——H
., ~— Bl ==
AcO——H HO——H HO——H
5 H H
—r— H—r—OH H——OH
H Ohc H OMe X
CHZOMe CH20Me (JHZOMe
1,4,5-Tri-O- acetyl partiell methyliertes partiell methyliertes
2,3,6-tri-O- methy} und reduziertes Monosaccharid
galaktitol Monosaccharid
(Galaktitol)

Abbildung 11: Darstellung des permethylierten Alditolacetats am Beispiel der 1.4-verknupften
Galaktopyranose

Die Identifizierung der aus der Methylierungsanalyse erhaltenen partiell methylierten

Alditolacetate erfolgte nach gaschromatographischer Auftrennung durch Vergleich der
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relativen Retentionszeiten und der Massenspekiren mit Literaturwerten [BIERMANN,
1989, JANSSON, 1976, SELVENDRAN; 1986]. Aus der Position der Acetatreste im

Monosaccharid kann auf die Verkntpfung geschlossen werden.

In Abbildung 12 ist exemplarisch die Fragmentierung von 1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3,6-tri-O-

methylgalaktitol zu sehen (das Massenspektrum des 1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3,6-tri-O-

methylgalaktitol ist in Abbildung 14 dargestellt).

Priméarfragmentierung
Bsp.:

I
H—C—OAc
| @
H—C—OMe 117 H MeO=(|3—H
|
233 MeO—Cll—H -e H—C|3—OAC oder ACO_(|:_H
AcO—C—H (- Radikal) H—C=OMe H—C|:—OAc
@
H—C—OAc H—¢—OMe
H—C|)—OMe H
H
m/z 350 m/z 117 m/z 233
Sekundarfragmentierung
Bsp.: - ACOH m/z 113 ------- >
i} m/z 131 ------- >
AcOH m/z 173 etc.
m/z 141 ------- >
m/z 143 ------- >
m/z 233
m/z 143 ------- »
m/z 161 %
m/z 203 ) m/z 129 ---->
- MeOH miz 171 —Reen_—~
m/z 173 -------»

Abbildung 12: Fragmentierung von 1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3,6-tri-O-methylgalaktitol (El-Fragmentierung)

Prinzipiell unterscheidet man zwischen Primar- und Sekundarfragmentierung. Die
Primarfragmente entstehen durch Spaltung einer C [J@Bindung im Alditolskelett.
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Zuerst werden Bindungen zwischen zwei methoxylierten GAtomen gespalten, gefolgt
von dem Bindungsbruch zwischen einem methoxylierten und einem acetoxylierten
C-Atom. Die Spaltung zwischen zwei acetoxylierten C-Atomen besitzt die geringste
Wahrscheinlichkeit. Die Sekundarfragmente gehen durch den Verlust von AcOH
(m/z 60), Keten (m/z 42), MeOH (m/z 32) und H,CO (m/z 30) bzw. durch eine
Sequenz von Abspaltungen aus den Primarfragmenten hervor. Erst nach Primarfrag-
mentierung kann die Abspaltung eines Keten-Fragments erfolgen, da eine vorherige
Bildung einer Doppelbindung Vorraussetzung daflr ist. Die Abspaltungen erfolgen

sowohl durch a- und b-Eliminationen als auch durch McLafferty-Umlagerungen

[BJORNDAL, 1970, JANSSON, 1976, LINDBERG, 1972, 1981, SELVENDRAN, 1986].

Bei der gaschromatographischen Quantifizierung der Alditolacetate mussen in
Abhangigkeit des Substitutionsmusters die unterschiedlich starken Detektorsignale
korrigiert werden, da sich die Responsefaktoren der einzelnen C-Atomarten eines

Molekdls (,effective carbon response®) additiv zusammensetzen [SWEET, 1975].

Das Peakmuster der gaschromatographischen Auftrennung der partiell methylierten
Alditolacetate des Polysaccharids B ist in Abbildung 13 dargestellt. Das Ergebnis und

die Zuordnung der Peaks ist in Tabelle 8 wiedergegeben.
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Abbildung 13: GC-Chromatogramm der partiell methylierten Alditolacetate des Polysaccharids B
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R: Zusammen- partiell methylierte charakteristische | Zucker-
[min] | setzung [%] Alditolacetate Fragmente (m/z) | verknipfung
168 o 1,4-Di-O-acety-2.35-tri- | 197 17> 125 term.
’ ’ O-methylarabinitol 71 ’ T Arabinofuranose
125-Tri-O-acetyl-34- | 189,173,159, 12-
16.55 3.6 di-O-methylrhamnitol 131, 1.29’ 115, Rhamnopyranose
99, 89', 87, 71
145-Tri-O-acetyl-2,3- | 293, 161,143, 15-
17,40 10,4 di-O-methylarabinitol 129,117, 113, Arabinofuranose
101, 87, 85
10.85 6 1,5-Di-O-acetyl2,3.4,6- | o0 197 ]‘1‘2 term.
’ ’ tetra-O-methylgalaktitol 101, 87, 61 Galaktopyranose
203, 189, 149,
2134 59 1,2,4,5-Tetra-O-acetyl- 143, 139", 117, 1,2,4-
’ ’ 3-O-methylrhamnitol 101, 99, 87, 85, | Rhamnopyranose
71
ioo| 114 | 125Ti-Oacety-346- | 200100 10 1,2-
’ ’ tri-O-methylgalaktitol 71 ’ T Galaktopyranose
233,173, 161,
1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3,6- 159,157, 143; 1,4-
23,70 11,5 tri-O-methylgalaktitol 131,129, 1177, Galaktopyranose
9 113, 101, 99, Py
87,75, 71
233, 201, 161,
0473 15.7 1,3,5-Tri-O-acetyl-2,4,6- | 159, 129, 127, 1,3-
’ ’ tri-O-methylgalaktitol 117", 101, 99, Galaktopyranose
87, 85,
233, 189, 179,
26.45 42 1,5,6-Tri-O-acetyl-2,3,4- | 161, 159, 143, 1,6-
’ ’ tri-O-methylgalaktitol 129,117, 101", | Galaktopyranose
99, 87,75, 71
305, 245, 233,
13,56-Tetra-O-acetyl- | 201+ 189,199, 13,6-
31,39 253 2’ 4-4i-O-methvlaalaktitol 139, 129, 127, Galakt
,4-di-O-methylgalaktito 1171101, 99, alaktopyranose
87
1,3,4,5,6-Penta-O- 343, 259, 253,
3247| 18 | acetyl-2-O-methyk 201,171,159, 1.5,4.6-
’ ’ alaktitol 157,139, 129, Galaktopyranose
9 117,97, 87,85
Tabelle 8: Ergebnis der Methylierungsanalyse des Polysaccharids B

*korrigierte Werte nach SWEET [1975]
"Fragmente mit hochster Intensitét
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Aus den Daten der Methylierungsanalyse ist zu ersehen, dal® der neutrale Anteil des
Polysaccharids B meist aus zweifach verknupften Galaktopyranosen (1,2-, 1,4-, 1,3-)
und Arabinofuranosen (1,5-) sowie aus einem hohen Anteil an dreifach verknlpften
Galaktopyranosen (1,3,6-) aufgebaut ist. Diese dreifach verknlUpften Galaktopyranosen
lassen auf einen hohen Verzweigungsgrad des Polysaccharids schlieen. Da das
Polysaccharid aber nur zu 12,1% aus den in Tabelle 8 angefuhrten Neutralzuckern
aufgebaut ist und zu 73,1% aus Galakturonsaure, ist anzunehmen, dal® die Galakt-
uronsaure die Hauptkette des Polysaccharidskeletts bildet und die Neutralzucker in

den Seitenverzweigungen angeordnet sind.

Aus Grunden der Molekllsymmetrie kann man 1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3-di-O-methyl-
arabinitol (Ry = 17,40min) und 1,2,5-Tri-O-acetyl-3,4-di-O-methylarabinitol massen-
spektrometrisch nicht unterscheiden [BIERMANN, 1989]. Eine eindeutige Identifi-
zierung dieses Peaks als 1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3-di-O-methylarabinitol konnte in einer
zweiten Methylierungsanalyse nach Deuteriummarkierung am C-1 unter Verwendung
von Natriumbordeuterid (NaBD4) als Reduktionsmittel erreicht werden, da hierbei eine
Molekulasymmetrie erzielt wird. Anhand der beiden Bruchsticke m/z= 118 und 189
konnte durch das Massenspektrum der Peak bei R = 17,40min eindeutig dem 1,4,5-
Tri-O-acetyl-2,3-di-O-methylarabinitol und damit einer 1,5-verknlpften furanosidischen

Arabinose zugeordnet werden.

Um zu klaren, wie die Hauptkette (,backbone®) des Polysaccharids aufgebaut ist,

wurde eine partielle Hydrolyse durchgefihrt.

2.4.6. Methylierungsanalyse des Partialhydrolysats

Da in Heteropolysacchariden die Hydrolysegeschwindigkeit glykosidischer Bindungen
abhangig von der Zuckerart und -verknupfung ist, kdbnnen durch milde Saurehydrolyse
leicht hydrolysierbare Zuckerreste abgespalten und durch Analyse des Ubriggeblie-
benen GerlUstes Ruckschlusse auf die Struktur des Heteropolysaccharids gezogen

werden. Beispielsweise sind a-glykosidisch gebundene Zucker leichter als b-gebun-
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dene und Furanoside leichter als Pyranoside zu hydrolisieren. (1® 6)-Glykosidische

Bindungen sind im allgemeinen hydrolyseresistenter als andere [ASPINALL, 1982].

Wie aus der Methylierungsanalyse (sieche Tabelle 9) ersichtlich ist, finden sich unter-
schiedlich verknupfte glykosidische Bindungen im Polysaccharid. Daher konnte durch
Ausnutzung der unterschiedlichen Hydrolyseempfindlichkeiten eine partielle Depoly-
merisierung durchgeflhrt werden, die weitere Rickschllisse auf die Struktur des Poly-
saccharids zulalt. Zu diesem Zweck wurde das Polysaccharid B 2h mit 0,05M TFA bei
121°C hydrolysiert [BUCHALA, MEIER, 1981], das Partialhydrolysat isoliert und eine
Methylierungsanalyse durchgefuhrt.

Das Resultat der Methylierungsanalyse des Partialhydrolysats ist in Tabelle 9 wieder-

gegeben.
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R: | Zusammen- partiell methylierte Charakteristische Zucker-
[min] | setzung® [%] Alditolacetate Fragmente (m/z) verknupfung
11.68 ) 1,4-Di-O-acetyl-2,3,5-tri- | 161, 145, 129, term.
’ O-methylarabinitol 117',101, 87,71 | Arabinofuranose
125-Tri-O-acetyl-34- | 189,173,159, 12-
16,55 34,6 di-O-methylrhamnitol 131, 129, 115, Rhamnopyranose
99, 89', 87, 71
1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3- 203, 1613 143, 1,5-
17,40 1.2 di-O-methylarabinitol 129,117°, 113, Arabinofuranose
101, 87, 85
15-Di-O-acetyl-2,34,6- | 20> 161,145, term.
19,85 4.0 tetra-O-methylgalaktitol 128,117, 113, Galaktopyranose
101", 87, 61
203, 189, 149,
21 34 94 1,2,4,5-Tetra-O-acetyl- 143,139, 117, 1,2.4-
’ ’ 3-O-methylrhamnitol 101, 99, 87, 85, Rhamnopyranose
71
21.99 55 132,5-Tri-O-acetyI-.3,4,6- 205, 161, 145, 1,2-
’ ’ tri-O-methylgalaktitol 129',101, 87,71 | Galaktopyranose
233,173, 161,
2370 - 1,45-Tri-O-acetyl-236- | 152 150 17> 14-
’ ’ i-O-methylgalaktitol ’ ’ : Galaktopyranose
t Y9 113, 101, 99, 87, Py
75,71
233, 201, 161,
2473 96 1,3,5-Tri-O-acetyl-2,4,6- | 159, 129, 127, 1,3-
’ ’ tri-O-methylgalaktitol 117',101, 99, 87, | Galaktopyranose
85,
233, 189, 179,
06.45 15.7 1:5,6-Tri-O-acetyI-.2,3,4- 161, 159, 143, 1,6-
' ’ tri-O-methylgalaktitol 129, 117, 101", Galaktopyranose
99, 87,75, 71
305, 245, 233,
3139 12.2 1,3,5,6-Tetra-O-acetyl- 201, 189, 159, 1,3,6-
’ ’ 2,4-di-O-methylgalaktitol | 139, 129, 127, Galaktopyranose
117", 101, 99, 87
1,3,4,5,6-Penta-O- 343, 259, 253,
32.47 i acetyl-2-O- 201,171, 159, 1,3,4,6-
methylgalaktitol 1573 139, 129, Galaktopyranose
117',97, 87, 85
Tabelle 9: Ergebnis der Methylierungsanalyse des Partialhydrolysats von dem Polysaccharid B

*korrigierte Werte nach SWEET [1975]
"Fragmente mit hochster Intensitét
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Wie zu erwarten, war es durch die partielle Hydrolyse zu einer starken Abnahme des
prozentualen Anteils terminaler Zucker gekommen. Die terminale Galaktopyranose
war jedoch immer noch nachzuweisen, was auf deren hdhere Bindungsstabilitdt im
Vergleich zur Arabinofuranose zurtckzufuhren ist.

Deutlich zu erkennen, ist die Zunahme des 1,2-Rhamnopyranose-Anteils, so dal}
dieser Uberwiegend in der Hauptkette lokalisiert sein durfte, genauso wie der 1,6-
Galaktopyranose-Anteil.

Die Abnahme der 1,2-, 1,4- 1,3- und der 1,3,6-verknupften Galaktopyranose-Einheiten
deuten auf ein vermehrtes Vorhandensein dieser Strukturelemente in den Seitenketten

des Polysaccharids hin.

Zur weiteren Strukturaufklarung wurde das saure Polysaccharid reduziert. Anschlie-

Rend erfolgte die Untersuchung der Bausteine durch Methylierungsanalyse.

2.4.7. Reduktion des Polysaccharids B mit Natriumbordeuterid

Zur Erfassung von Uronsauren und Neutralzuckern, die glykosidisch mit Uronsauren
verknUpft sind, wurden vor der Methylierungsanalyse die Uronsduren mit NaBDs zu
den entsprechenden Neutralzuckern reduziert, um zu erfahren, wie hoch der genuine
Neutralzucker- bzw. Uronsaureanteil ist. Durch den doppelten Deuteriumeinbau am
Kohlenstoffatom C-6 erhalt man eine Massenzunahme (m/z = +2) der deuterierten
partiell methylierten Hexitolacetate, wodurch diese von den nicht deuterierten Analoga
aufgrund des Massenspektrums unterschieden werden kénnen. Anhand des Verhalt-
nisses der partiell methylierten Hexitolacetate von dem reduzierten zu dem nichtredu-
zierten Polysaccharid erhalt man Informationen Uber Art, Menge und VerknlUpfungen

der enthaltenen Uronsaure.

Das saure Polysaccharid B wurde nach der Methode von TAYLOR [1972] reduziert,
wobei nach Aktivierung der Sauregruppen diese mit NaBD4 zum primaren Alkohol um-

gesetzt und analog der Methylierungsanalyse unterzogen wurden (siehe Tabelle 10).
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Ry Zusammen- partiell methylierte Charakteristische Zucker-
[min] | setzung [%] Alditolacetate Fragmente (m/z) verknupfung
11.68 36 1,4-Di-O-acetyl-2,3,5-tri- | 161, 145, 129, term.
’ ’ O-methylarabinitol 117',101, 87, 71 | Arabinofuranose
125-Tri-O-acetyl-34- | 189,173,159, 12-
16.55 4.1 di-O-methylrhamnitol 131, 1.29’ 115, Rhamnopyranose
99, 89', 87, 71
740 4o 1,45-Tri-O-acetyl2,3- | 200 197145, 15-
di-O-methylarabinitol 101, 87, 85 Arabinofuranose
10,85 4 1,5-Di-O-acetyl-2,34,6- | 200 197 1‘1‘2 term.
’ ’ tetra-O-methylgalaktitol 101, 87, 61 Galaktopyranose
203, 189, 149,
2134 46 1,2,4,5-Tetra-O-acetyl- 143, 139", 117, 1,2,4-
’ ’ 3-O-methylrhamnitol 101, 99, 87, 85, Rhamnopyranose
71
21.99 1,2,5-Tri-O-acetyl-3,4,6- | 205, 161, 145, 1,2-
’ ) tri-O-methylgalaktitol 129',101, 87, 71 | Galaktopyranose
1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3,6- 235,233,175,
i . 173, 161, 159,
tri-O-methylgalaktitol 157 145 143
und " 199 117 14-
23,70 744 1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3,6- 131,129, 1177, Galaktopyranose
tH-O-methviqalaktitol 115, 113, 101,
aop, yeaartor 99, 87, 75, 71,
s 60, 58
233, 201, 161,
2473 29 1,3,5-Tri-O-acetyl-2,4,6- | 159, 129, 127, 1,3-
’ ’ tri-O-methylgalaktitol 117,101, 99, 87, | Galaktopyranose
85,
233, 189, 179,
26.45 12 1,5,6-Tri-O-acetyl-2,3,4- | 161, 159, 143, 1,6-
’ ’ tri-O-methylgalaktitol 129, 117,101, Galaktopyranose
99, 87,75, 71
305, 245, 233,
3139 36 1,3,5,6-Tetra-O-acetyl- 201, 189, 159, 1,3,6-
’ ’ 2,4-di-O-methylgalaktitol | 139, 129, 127, Galaktopyranose
117", 101, 99, 87
1,3,4,5,6-Penta-O- 343, 259, 253,
32,47 i acetyl-2-O-methyl- 201,171,199, 1.3,4.6-
’ . 157,139, 129, Galaktopyranose
galaktitol 1171 97 87 85
Tabelle 10: Ergebnis der Methylierungsanalyse des mit NaBD, reduzierten Polysaccharids B

Die fettgedruckten Massenfragmente stammen von dem doppelt deuterierten Kohlen-
stoffatom C-6
korrigierte Werte nach SWEET [1975]

"Fragmente mit hochster Intensitét
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Durch die Reduzierung der Galakturonsaure ergaben sich folgende quantitative
Veranderungen: der Anteil der 1,4-verknupften Galaktopyranose hatte sich von 11,5%
auf 74,1% erhoht, wie aufgrund des hohen Uronsaureanteils zu erwarten war.

Der Beweis flur die reduzierte Galakturonsaure ist im Massenspektrum zu finden (siehe
Abbildung 14).
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Abbildung 14: Vergleich der Massenspektren des 1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3,6-tri-O-methylgalaktitols
(oben) mit dem 1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3,6-tri-O-methylgalaktitol-6,6-D, (unten) aus dem
genuinen bzw. reduzierten Polysaccharid B

In den Massenspektren des 1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3,6-tri-O-methylgalaktitols bzw. des
1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3,6-tri-O-methylgalaktitols-6,6-D> ist die Massenzunahme
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(m/z=+2) durch den doppelten Deuteriumeinbau am Kohlenstoffatom G6 der redu-
zierten Galakturonsaure ersichtlich, wie man auch an den Fragmenten mz=233/235,

173175, 143/145, 113/115 und 58/60 erkennen kann.
Damit war geklart, dal} die Galakturonsaure in 1,4-glykosidischer Verknupfung vor-

liegen mulf3.

2.4.8. '3C-Kernresonanzspektroskopie

Aufgrund der komplexen Zusammensetzung der Polysaccharide erhalt man bei der
"H-NMR-Spektroskopie eine Vielzahl von sich Uberlagernden Resonanzen, die nicht
eindeutig zugeordnet werden kdnnen. Da bei der *C-NMR-Spektroskopie bedeutend
weniger Signale entstehen, die auch Uber einen weiteren Bereich verteilt sind, eignet
sich diese Methode besser zur spektroskopischen Analyse.

Der sehr hohe Galakturonsaureanteil des Polysaccharids B fuhrte dazu, dal} nur
schwache Signale detektiert werden konnten. Dies resultiert aus dem starken Quell-
vermogen und der dadurch eingeschrankten LoOslichkeit, weshalb keine hoher konzen-
trierte Losung vermessen werden konnte. Das Quellvermogen in Wasser ist bei den

reinen Pektinen, die ebenfalls einen hohen Uronsauregehalt besitzen, bekannt.

Bei den meisten Zuckern kann eine Unterscheidung zwischen ihrer a- oder b-Form
im 3C-Spektrum getroffen werden. So liegen die Signale der anomeren C-Atome in
aquatorialer Stellung bei etwa 103-106ppm, in axialer Stellung bei etwa
98-103ppm. Aufgrund ihrer starken Tieffeldverschiebung (92-108ppm) heben sich
die Signale der anomeren C-Atome von den ubrigen C-Atomen (65-75ppm) ab und
sind dadurch leichter zu identifizieren.

FUr die nicht-anomeren, glykosidisch gebundenen C-Atome C2-C5/6 sind Werte
zwischen 80-87ppm zu finden. Im allgemeinen bewirken direkt benachbarte
C-Atome eine Hochfeldverschiebung.

Einen groRen Einflul auf die Lage der Signale im *C-NMR-Spektrum haben auch
die glykosidischen Bindungen, die die unmittelbar beteiligten C-Atome in das

Tieffeld verschieben.
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Da das Polysaccharid B eine komplexe Struktur aufweist, wurden im "*C-NMR-
Spektrum erwartungsgemalfd eine Vielzahl sich uUberlagernder Signale erhalten, welche
teilweise eine eindeutige Zuordnung erschwerten. Zur genaueren Signalzuordnung
wurde bei der Messung in DO als interner Standard Methanol-Ds (Septett bei
49,01ppm) zugesetzt. Da dessen Signal bei 49,3ppm erscheinen muf3, mufdten alle
ppm-Werte korrigiert werden [HESSE, 1991].

In Abbildung 15 ist das "™*C-NMR-Spektrum des Polysaccharids B abgebildet.

interner
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Abbildung 15: 13C-NMR—Spektrum des Polysaccharids B

Durch Vergleich mit Literaturdaten konnten die Signale den verschiedenen Zuckern,
zusammengefaldt in Tabelle 11, zugeordnet werden:
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. Verschiebungen | Literaturwerte .
Zuckerverknupfung [opm] [ppm] Literatur
1741 KEENAN, 1985
1.4-a-D-GalpA CO 1754 174,5-176,8 | DAVIS, 1990
1,4-a-D-GalpA C6, 1717 171,1 KEENAN, 1985
verestert
term. a-L-Araf C1 108,1 108,3 KEENAN, 1985
term. b-D-Galp C1 105,1 COLLINS, 1981
1,3,6-b-D-Galp C1 105,1 KANARI,1989
105,2 KUROKAWA, 1988
1,3-b-D-Galp C1 105,5 DAVIS, 1990
104,9 COLLINS, 1981
1,4-a-D-GalpA C1 102,5 SUN, 1987
1,4-a-D-GalpA C1 102,3 102:3 SUN: 1987
(verestert)
1,2 a-L-Rhap C1 101,2 101,4 SHIMIZU, 1985
term. a-D-GalpA C1 100,5 SHIMIZU, 1989
1,4-a-D-GalpA C1 100,1 100,4 GAO,1988
99,8 SAULNIER, 1988
term. a-L-ArafC2 82,5 CAPEK, 1983
1,5-a-L-Araf C4 83,0 83,4 CAPEK, 1983
1,3- b-D-Galp C3 82,9 COLLINS, 1981
term. a-L-Araf C3 77,2 77,0 USUI. 1973
1,4- b-D-Galp C5 75,1 75,4 RYDEN, 1989
1,2-a-L-Rhap C3 718 715 SHIMIZU, 1985
term. b-D-Galp C3 ’ ’ RYDEN, 1989
1,2-a-Rhap C3 712 70,9 DAVIS, 1990
1,3-b-D-Galp C2 ’ 71,1 COLLINS, 1981
term. b-D-Galp C4 69,3/ 69,6 COLLINS, 1981
693 RYDEN, 1989
1,6-b-D-Galp C4 ’ 69,5 SRIVASTAVA, 1980
1,3-b-D-Galp C4 69,5 COLLINS, 1981
1,6-b-D-Galp C4 68.8 69,0 STUPPNER, 1985
1,3,6-b-D-Galp C4 ’ 68,8 STUPPNER, 1985
term. a-L-ArafC5 62 1 62,3 SAULNIER, 1988
1,4-b-D-Galp C6 ’ 62,2 DAVIS, 1990
term. b-D-Galp C6 61,8 619 RYDEN, 1989
1,3-b-D-Galp C6 61,9 ’ COLLINS, 1981
Methylester 53,5 53,3 KEENAN, 1985
Acetylester (-COCHs) 21,0
(-COCHs) 20,9 206 KEENAN, 1985
1,2,4-Rhap C6 18,4 18,3 DAVIS, 1990

Tabelle 11: Resonanzen der C-Atome des Polysaccharids B im Vergleich zu Literaturwerten
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Die Interpretation war ferner dadurch erschwert, dal® die Literaturwerte zum Teil um
> 2ppm voneinander abwichen.

Durch die NMR-Analyse konnte jedoch geklart werden, welche Anomeren der bereits
zugeordneten Zucker vorliegen (Tabelle 12):

Form Zucker

a-L- term. Arabinofuranose

a-L- 1,5-Arabinofuranose

a-L- 1,2-Rhamnopyranose

a-L- 1,2,4-Rhamnopyranose

b-D- term. Galaktopyranose

b-D- 1,4-Galaktopyranose

b-D- 1,3-Galaktopyranose

b-D- 1,6-Galaktopyranose

b-D- 1,3,6-Galaktopyranose

a-D- 1,4-Galaktopyranosesaure

a-D- 1,4-Galaktopyranosesaure, verestert
Tabelle 12: Konfigurationszuordnung der Zuckermonomere im Polysaccharid B

Die Galaktose liegt in der b-D-, die Arabinose und Rhamnose liegen in der a-L-Form
vor. Fur die 1,2- und 1,3,4,6-verknupfte Galaktopyranose gibt es keine Literaturwerte,
jedoch ist ein Analogieschlul® auf das Vorhandensein der b-D-Form sehr naheliegend.
Anhand der zu erwartenden chemischen Verschiebungen im '*C-NMR-Spektrum
waren die Signale durch andere Uberlagert.

Die Galakturonsaure weist die a-D-Form auf. Die Signale der veresterten Galakturon-
saure (Methyl- oder Acetyl-Ester) sind im Spektrum deutlich zu erkennen. Charakte-
ristisch fur eine a-D-Galakturonsaurepyranose ist das stark verbreiterte Signal bei
100,4ppm [GAO, 1988].
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2.49. Zusammenfassung der Ergebnisse des Polysaccharids B

In der Tabelle 13 sind die Ergebnisse der Strukturaufklarung des Polysaccharids B

zusammengefaldt:
ZuckerverknUpfung Zusammensetzung des Polysaccharids B [%]
genuin hy%?gllis”i-ert reduziert

term. a-L-Arabinofuranose 9,2 - 3,6
1,2-a-L-Rhamnopyranose 3,6 34,6 41
1,5-a-L-Arabinofuranose 10,4 1,2 49
term. b-D-Galaktopyranose 1,6 4,0 1,4
1,2,4-a-L-Rhamnopyranose 5,2 9,4 4,6
1,2-b-D-Galaktopyranose 11,4 55 -

1,4-b-D-Galaktopyranose 11,5 7,8 74,4
1,3-b-D-Galaktopyranose 15,7 9,6 2,2
1,6-b-D-Galaktopyranose 4.2 15,7 1,2
1,3,6-b-D-Galaktopyranose 25,3 12,2 3,6
1,3,4,6-b-D-Galaktopyranose 1,8 - -

Neutralzuckeranteil 12,1 57 64,3
Galaktose 59 3,1 52,8
Arabinose 4.1 0,1 6,0
Rhamnose 2,1 2,5 55
Uronsauregehalt [%] 73,2 85 28
Uronsaureester 1,2 n.b. n.b.
Ester der OH-Gruppen 2,2 n.b. n.b.
Proteingehalt [%] nach LOWRY 59 n.b. n.b.
Wassergehalt [%] 9,2 n.b. n.b.
Spezifische Drehung [a]?,... +133,6 n.b. n.b.
Molekulargewicht-HPGPC [kD] 425 n.b. n.b.
Molekulargewicht-AF*-SLS [kD] 259 n.b. n.b.

Tabelle 13: Zusammenfassung der Ergebnisse des Polysaccharids B
n.b. = nicht bestimmt
korrigierte Werte nach SWEET [1975]
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Wie aus den Untersuchungen des genuinen Polysaccharids hervorgeht, handelt es
sich bei dem Polysaccharid B um ein Pektin, das hauptsachlich aus 1,4-verknupfter
a-D-Galakturonsaure aufgebaut ist. Die unterschiedlich verknlpften Neutralzucker

bestehen aus Rhamnose, Arabinose und Galaktose im Verhaltnis 1:2:3.

Anhand des Ergebnisses der partiellen Hydrolyse befindet sich der Arabinose-Anteil
nicht in der Hauptkette; hingegen nehmen der Galakturonsaure- und der Rhamnose-
anteil zu. Dadurch wird die These gestutzt, da die Hauptkette aus Galakturonsaure,
1,2-a-L-Rhamnopyranose, 1,2,4-a-L-Rhamnopyranose und unterschiedlich verknupf
ten Galaktosen (siehe Tabelle 13) aufgebaut ist. Das Nichtvorhandensein bzw. der
geringe Anteil der terminalen a-L-Arabino- und der 1,5-a-L-Arabinofuranose sowie ver-
schiedener Galaktopyranosen in dem partiellen Hydrolysat belegen, dal} diese in den
Seitenketten vorhanden sein mussen.

Durch den Deuteriumeinbau bei der Reduzierung des Polysaccharids wurde gezeigt,
dal} die Galakturonsaure in der 1,4-verknupften Form vorliegt.

Die jeweilige Zuordnung der Konfiguration @- oder b-Form) erfolgte mittels *C-NMR.
Damit ergibt sich fur das Polysaccharid B aus Phyllanthus amarus ein Strukturaufbau
wie in Abbildung 14 skizziert. Dabei ist davon auszugehen, dal} die skizzierte Unterein-

heit in iterierter Form das Grol3molekiil bildet.

In der Literatur unterscheidet man bei Polysacchariden zwei Strukturtypen: Typ | mit
einer linearen und Typ Il mit einer hochverzweigten Hauptkette [ASPINALL, 1983].

Diese Untersuchungen zeigen das Vorliegen eines sauren Arabinorhamnogalaktans

des Typs Il an, was durch den hohen Anteil an 1,3,6-verknupfter Galaktopyranose
bestatigt wird (siehe Tabelle 13).

Charakteristisch fur Strukturtyp Il ist der Aufbau aus wechselnden Anteilen von Poly-
galakturonan-Regionen (,smooth regions“) und ,ramnified® oder ,hairy regions®, die
aus Rhamnogalakturonan-Ketten mit (meist) neutralen Seitenketten aufgebaut sind
[KIYOHARA, 1988]. Die Polygalakturonan-Regionen sind lineare 1,4-a-D-Galakturon-
sauren-Ketten, die teilweise verestert sein kénnen. Die Verteilung der Estergruppen

scheint nicht statistisch zu sein, vielmehr gibt es Bereiche, die hochverestert sind und
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andere, in denen kaum Estergruppen vorkommen [YAMADA & RA, 1989]. Die ,hairy
regions® bestehen in der Regel aus 1,2- bzw. 1,2,4-verknipften Rhamnosen und 1,4-
verknUpften Galakturonsaure in unterschiedlichen Anteilen. Die Seitenketten der ,hairy
regions“ sind fast immer an Position 4 der 1,2-verknipften Rhamnose der Rhamno-
galakturonankette gebunden und zwar entweder direkt oder Uber eine 1,4-verknlpfte
Galakturonsaure [KIYOHARA, 1989]. Als Seitenketten kommen haufig Arabino-
galaktane, Galaktane und Arabinane vor, die Uber die Position 4 der 1,2-verknlpften
Rhamnose verzweigt sind. Die Verzweigungen konnen auch von der Galakturonsaure
ausgehen [ERMEL, 2000, YAMADA & KIYOHARA, 1989].

Aufgrund der Methylierungsanalyse des reduzierten und partiell hydrolysierten Poly-
saccharids B, dem Pektinaseabbau und dem sehr hohen Anteil an Galakturonsaure ist
gesichert, dal} im Polysaccharid B eine Polygalakturonsaurekette (,smooth region®)
vorliegen muf, sowie Bereiche in denen die (partiell verzweigte) Rhamnose der
Galakturonsaure direkt benachbart vorliegt (,ramnified regions®). Das Verhaltnis
zwischen Galakturonsaure und Rhamnose betragt ca. 1:9, wobei ca. ein Flnftel der

Rhamnosen Uber C-4 verzweigt ist.

Eine Seitenkette kdnnte ein Arabino-3,6-galaktan vom Typ |l [ASPINALL, 1983] sein.
Dessen Existenz ist auch durch die 1,3-Galaktopyranose-Kette mit Verzweigungen an
C-6 wahrscheinlich. Da praktisch alle Arabinosen bei der Partialhydrolyse abgespalten
worden waren, konnte nicht eindeutig geklart werden, welche Bindungsart in den
Seitenketten vorherrscht. Durch Vergleich mit in der Literatur beschriebenen Arabino-
galaktanen lassen sich die 1,5-verknupften Arabinofuranosen entweder dem Typ |
Arabinogalaktan [ASPINALL, 1967] oder einem Arabinan des Typs | zuordnen
[YAMADA & KIYOHARA, 1989].

Aus dem reduzierten Anteil an zweifach verknlpften Galaktopyranosen nach der parti-
ellen Hydrolyse kann man folgern, da} auch Galaktane als Seitenketten vorkommen.
Ebenso sind Galakturonsaure-Ketten aufgrund des sehr hohen Galakturonanteils mog-
lich, wie bereits von YAMADA et al. [1991] in dem aus Bupleurum falcatum L. isolierten
Pektin beschrieben. Ein ahnliches Polysaccharid mit einem geringen Uronsadureanteil
konnten SIERAKOWSKI et al. [1987] aus Pereskia aculeata isolieren. Die Hauptkette
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bestand auch aus 1,4-verknupften Galaktopyranosen. Als Seitenketten fanden sie
Arabinanketten, die teilweise mit Galakturonsauren gemischt waren. Die Rhamnose
lag in 1,2-verknupfter pyranosidischer Form in der Hauptkette vor. Aus Apfelsaft
konnten BRILLOUET et al. [1996] ein Arabinogalaktan isolieren, dessen Hauptkette
hauptsachlich aus 1,3- und 1,3,6-verknlipften Galaktopyranosen aufgebaut war. Der
Arabinoseanteil kam nur in den Seitenketten vor und war Uber die Position 3 an die
Galaktopyranose geknupft. Aus Curcuma longa isolieten GONDA et al. [1990] ein
saures Arabinogalaktan, das ein ahnliches VerknUpfungsmuster bei den Arabino-
furanosen, Rhamnopyranosen, Galaktopyranosen und Galakturonsaurepyranosen
besall. Aus Echinacea purpurea isoliete PROKSCH [1982] ein saures Arabino-
rhamnogalaktan, das sich aus Rhamnose, Arabinose, Galaktose und Glucuronsaure
zusammensetzte. Die Hauptkette ahnelte im Verknlpfungsmuster teilweise dem
P. amarus-Polysaccharid, da die Rhamnose 1,2- und 1,2,4-verknUpft und die Galak-

tose 1,4-verknlpft vorlag.

Die Zuordnung der terminalen Monomere zu den einzelnen Seitenketten mulite
spekulativ bleiben, da das aus der Methylierungsanalyse berechnete Mengenver-
haltnis der endstandigen Zucker aufgrund der in der Literatur [ASPINALL, 1982]

beschriebenen Verluste unsicher ist.

Unter Berucksichtigung der erwahnten Literatur, der genannten Vorbehalte und der
berechneten Verhaltnisse der Monomere kann die folgende Struktur vorgeschlagen

werden:
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3. SULFATIERUNG DES PHYLLANTHUS-POLYSACCHARIDS B

Polysaccharide selbst besitzen nach dem heutigen Kenntnisstand eine immunstimulie-
rende, antiphlogistische und antidiabetische Wirkung. Wie aus zahlreichen Arbeiten
bekannt ist, haben natlrlich vorkommende Polysaccharidsulfate aus Algen und tieri-
schem Material auch eine spezifische gerinnungshemmende Wirkung. Prototypen sind
das Carrageenan aus der Rotalge Chondrus crispus oder Heparin aus tierischen
Organen.

FRANZ et al. konnten anhand unterschiedlicher kunstlich hergestellter Polysaccharid-
Sulfate (Pullulan, Dextran oder Curdlan) in Abhangigkeit des Sulfatierungsgrads und
der MolekulgroRe Effekte bei der Blutgerinnung beobachten [ALBAN, 1993, SCHAU-
ERTE, 1998, VOGL, 1996].

Weiterhin mehren sich auch die Hinweise auf eine antivirale Aktivitat von sulfatierten
Polysacchariden. So wurden verschiedene sulfatierte Polysaccharide mit antiviraler
Wirkung aus Algen isoliert [DeCLERQ, 1993, WITROUW, 1997]. In einem zellularen
Testsystem konnten RIDER et al. [1997] eine anti-HIV Wirkung von Heparin nach-
weisen.

Es lag daher der Gedanke nahe, dald das selbst nicht antiviral wirksame Polysaccha-
rid B aus Phyllanthus amarus durch Sulfatierung in ein antiviral wirksames Polysac-

charidsulfat Gberfuhrt werden konnte.

Die Sulfatierung von Polysacchariden kann prinzipiell unter homogenen oder heteroge-
nen Bedingungen durchgefihrt werden. Durch die fehlende Ldslichkeit vieler Polysac-
charide muf teilweise in heterogenen System gearbeitet werden, wobei besonders auf
die Vorbehandlung des Polysaccharids geachtet werden mul. Das Ziel ist, eine
Abschwachung der Wasserstoffbruckenbindungen und eine Zerstérung von vorhan-
dener kristalliner Strukturen zu erreichen, um die Hydroxylgruppen flr die Sulfatierung
zuganglich zu machen.

Ein weiteres Problem ist, dal} bei der Sulfatierung das Polysaccharid durch hydrolyti-
sche oder oxidative Prozesse teilweise auch abgebaut wird. Durch geeignete Wahl
des Sulfatierungsreagenz gelingt es aber, genugend hohe Sulfatierungsgrade ohne

massiven Kettenabbau zu erhalten. Zur milden Umsetzung wird der Lewis-Saure-
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Base-Komplex SOs-Pyridin angewandt, der wegen seiner Kristallinitdt gut handzu-
haben ist [GUISELEY, 1978].

Die Durchfuhrung wurde nach dem modifizierten Verfahren von ALBAN [1993] und
SCHAUERTE [1998] parallel in DMSO und DMF durchgeflhrt:

Das Polysaccharid B wurde im Lésungsmittel (DMSO bzw. DMF) suspendiert, im
Ultraschallbad behandelt und soweit mdglich in Losung gebracht. Unter Schutzgas
wurde die SO3*Pyridin-Lésung (in DMSO bzw. DMF) zugegeben. Nach der Umsetzung

wurde das Reaktionsprodukt mit Lauge geldst, stark verdinnt und dialysiert.

Das Molekulargewicht des in DMF aufgearbeiteten Produkts betrug ca. 30kD und fur
das in DMSO 3kD. Beide Werte wurden mittels HPGPC-Methode bestimmt.

Das geringe Molekulargewicht des in DMSO umgesetzten Produkts weist auf eine
starke Degradierung bei der Sulfatierung hin. Auch das ,DMF*“Produkt wurde hydroly-
tisch bei der Sulfatierung gespalten, jedoch um einen Faktor 10 weniger als das
,DMSO“-Produkt.

Der Sulfatierungsgrad wurde durch Bestimmung des Schwefelgehalts mittels Elemen-
taranalyse bestimmt. Da jede Art von Schwefel bei dieser Methode nachgewiesen

wird, wurde auf eine ausreichende Dialyse bei der Aufreinigung geachtet.

In der Tabelle 14 sind die eingesetzten und erhaltenen Mengen der Sulfatierung sowie

der Sulfatierungsgrad (ermittelt Uber Elementaranalyse) angegeben:

Losungsmittel Einwaage [mg] Ausbeute [mg] Sulfatierungsgrad’
DMF 100,0 183,6 0,95
DMSO 491 59,1 0,86

Tabelle 14: eingesetzte und erhaltene Mengen bei der Sulfatierung des Polysaccharids B
( Uber Elementaranalyse bestimmt)

Nach Umrechnen der Ergebnisse der Elementaranalyse unter Berucksichtigung der
Monomerenanzahl ergab sich ein Sulfatierungsgrad von 0,95 fur das ,DMF* und 0,86
fur das ,DMSO“-Produkt; d.h. dal bei der Umsetzung des Polysaccharids in DMF im
Durchschnitt fast jedes Monomer einfach und bei dem in DMSO 6 von 7 Monomeren

sulfatiert wurden.
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4. ISOLIERUNG VERSCHIEDENER GALLOTANNINE

In wassrigen bzw. wassrig-ethanolischen Extrakten von Phyllanthus amarus liegen
neben hochpolymeren Polysacchariden auch Tannine vor. Deshalb sollte geklart
werden, ob die immunstimulierende bzw. antivirale Wirkung nur auf die Zuckerpoly-
mere zuruckzuflhren ist oder ob auch die Tannine daran beteiligt sind.

In der Literatur werden einige Tannine als antioxidativ, immunstimulierend, antitumoral
oder antiviral wirksam beschrieben, z.B. in Schwarztee (Camellia sinensis), in Melisse
(Melissa officinalis) oder im Tormentillwurzelstock (Potentilla erecta) [BUECHI, 1998,
LUND, 1985].

Da aus der Literatur bekannt war, dal® Phyllanthus amarus Tannine enthalt, wurde zur
Prufung auf deren antivirale Aktivitdt und zur Reinstoffisolierung ein methanolischer

Extrakt hergestellt [CALIXTO, 1997]:

Extraktbereitung

Die getrocknete gepulverte Droge (125,1g) wurde mit Methanol erschopfend extrahiert.
Nach Abtrennung des Drogenpulvers wurde das Filtrat zur Trockne eingeengt. Die
Ausbeute an Methanoltrockenextrakt betrug 24,59 (19,6%). Zur Anreicherung der
Gallotannine wurde der Extrakt portionsweise in Wasser digeriert und die vereinigten
wassrigen Phasen erschopfend gegen Dichlormethan ausgeschuttelt. Hierdurch
wurden Chlorophyll und andere lipophile Verbindungen abgetrennt. Alle wassrigen
Phasen wurden vereinigt und eingeengt. Nach Lyophilisation wurden 14,3g (11,4%)

angereicherter Gallotanninenextrakt erhalten.

4.1. Charakterisierung

Diinnschichtchromatographie

Zur dunnschichtchromatographischen Untersuchung wurden der Methanolextrakt und
die angereicherte Gallotanninfraktion im Laufmittel 3 entwickelt. Anschliefiend wurde
mit Eisen(lll)chlorid-Lésung detektiert.
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Bei der Auswertung {is) waren im R-Bereich von 0,04 bis 0,63 der DC-Platte zahl-
reiche blaue Zonen zu erkennen, die von den Gallotanninen bzw. anderen phenoli-
schen Verbindungen stammten. Mit Eisen(lll)chlorid-Reagenz konnten im Methanolex-
trakt drei Banden intensiv blau angefarbt werden. Diese lagen bei Ri=0,19, bei
Rf = 0,26 und bei Rf = 0,39.

HPLC

Nach dem Clean-up konnten im HPLC-Chromatogramm des methanolischen Extraktes
eine Hauptkomponente bei R;=18,2min, Nebenkomponenten bei R;=15,8min und
Rt =25,4min, aulRerdem einige Komponenten im Bereich von R=45-47min, in dem
die Lignane eluieren, detektiert werden. Gallussaure (R;=2,8min) und Gallussaure-
methylester (R;=9,6min) sowie b-Sitosterol (R;=55,2min; nur bei 200-210nm detek-
tierbar) waren nur in geringen Mengen vorhanden.

Aufgrund der unterschiedlichen molaren Extinktionskoeffizienten der Verbindungen
kann keine quantitative Aussage getroffen werden.

Im Gallotannin-angereicherten Extrakt konnten die gleichen Hauptkomponenten der
Gerbstoffe nachgewiesen werden. Die Lignane (t>43min) waren quantitativ stark
reduziert.

Die HPLC-Chromatogramme des methanolischen und des Gallotannin-angereicherten
Extraktes sind in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: HPLC-Chromatogramme des methanolischen und des Gallotannin-angereicherten
Extraktes

4.2, Isolierung

Die Auftrennung der Gallotanninfraktion wurde durch isokratische Elution an Sephadex
LH 20 nach den Angaben von OKUDA et al. [1995] durchgefuhrt (sieche Tabelle 15).
Hierbei konnten drei Verbindungen (G1-3) rein isoliert werden.

Substanz Elutionsmittel Detektion [nm]
G1 20% wassriges Methanol 365
G2 50% wassriges Methanol 280
G3 80% wassriges Methanol 280

Tabelle 15: Parameter zur Isolierung der Komponenten
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Da es sich bei der Trennung an Sephadex LH20 um eine GroRenfiltrationschromato-
graphie handelt, war anzunehmen, dal} es sich bei der Komponente G 1 um die Ver-
bindung mit dem kleinsten Molekulargewicht und bei G 3 um eine Verbindung mit

héherem Molekulargewicht handelte.

4.3. Identifizierung

Die Strukturaufklarung bzw. ldentifizierung der Verbindungen G1, G2 und G 3, die
rein isoliert werden konnten, erfolgte durch Massenspektrometrie, 'H- und "*C-NMR-
Spektroskopie sowie durch Vergleich der Daten mit bekannten Literaturangaben. Da-
durch konnten die Verbindungen G1-3 den folgenden Verbindungen zugeordnet

werden:

G 1 = Brevifolincarbonsaure (M = 292,2g/mol)
G 2 = Corilagin (M = 634,5g/mol)
G 3 = Geraniin (M = 952,7g/mol)

Die jeweilige Zuordnung der *C-NMR-Spektren sowie die MS-Daten sind im Vergleich

zu den Literaturdaten in Tabelle 16 zusammengefalt.
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Brevifolincarbonsaure (G 1) | Corilagin (G 2) Geraniin (G 3)
C13Hsog (M=292,29/mo|) 027H22018 (634,59/mol) C41H28027 (952,7g/m0|
Lit.” Exp. Lit."” Exp. Lit. " Exp.
FAB-MS FAB-MS FAB-MS
(M-H] 291 291,4 (M-H] 633 633,6 (M-H] 951 951,6
C-NMR | Verschiebung [ppm] | “C-NMR | Verschiebung [ppm] | °"C-NMR | Verschiebung [ppm]
C-Atom C-Atom C-Atom
[in DMSO-Dg] [in Aceton-Dg] [in Aceton-Dg]
1 173,4 172,3 glu1 95,0 94,2 glu1 90,8 90,7
2 41,7 42,2 glu2 69,2 69,0 glu2 72,7 72,7
3 37,4 37,2 glu3 70,7 70,7 glu3 70,7 70,6
4 194,3 194,8 glu4 62,5 62,2 glud 65,9 66,0
4a 149,0 148,2 glus 76,0 75,7 glus 63,3 63,3
4b 115,4 115,4 glué 64,8 64,3 glué 63,8 63,7
6 160,7 160,8 A1 121,6 120,8 A1 120,2 120,3
6a 112,8 112,5 A2,6 111,7 110,8 A2,6 110,9 110,9
110,5 110,6
7 108,1 107,9 A3,5 146,3 145,8 A3,5 146,0 146,0
145,2 145,3
8 144,3 142,5 A4 140,2 139,3 A4 139,9 139,8
9 141,5 142,5 A C=0| 166,3 165,2 A C=0 168,4 168,4
10 146,1 1454 B,C 1 117,3 116,5 B,C1 117,2 117,2
116,7 115,9 115,8 115,9
10a 140,1 140,9 B,C 2 126,5 125,5 B,C 2 125,6 125,6
125,7 124,6 124,6
B,C 3 1111 109,9 B,C3 110,6 110,7
109,1 108,1 108,0 107,9
B,C 4,6 145,2 145,3 B,C 4,6 145,8 148.,8
144,9 145,5 1454
144,9 1451 1451
144.,8 145,0 145,0
B,C5 138,1 136,7 B,C5 137,9 137,8
137,6 137,2 136,6 136,5
B,C 169,8 168,7 B,C 166,1 166,2
Cc=0 168,4 167,2 Cc=0 165,4 165,5
D1 115,3 115,2
D2 119,4 119,3
D3 113,5 113,4
D4 144.,6 144,6
D5 139,0 138,9
D6 143,4 143,3
E1 46,2 46,3
E2 154,5 154,6
E3 128,6 128,6
E4 191,8 191,8
E5 96,3 96,3
E6 92,5 92,5
D,E 165,6 164,7
Cc=0 164,8 164,8

Tabelle 16:  >C-NMR- und MS-Daten der Verbindungen G1-3 ['FOO, 1993, 2NAWWAR, 1994,
*YOSHIDA, 1980]
A, B, C, D, E sind die jeweiligen Benzolringe und C=0 die C-Atome der zugehdrigen
Ester (siehe Abbildung 18)
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Die "H-NMR-Daten stimmen mit den Werten aus der Literatur {iberein (nicht gezeigt).
In Abbildung 18 sind die Strukturformeln der Verbindungen Brevifolincarbonsaure
(G 1) und der Gallotannine Corilagin (G 2) sowie Geraniin G 3) zusammen mit der

C-Atom-Nummerierung abgebildet.

Abbildung 18: Strukturformel der Brevifolincarbonsaure (G 1) und der Gallotannine, Corilagin (G 2) und
Geraniin (G 3) (mit C-Atom-Beschriftungen)

Corilagin (G2) und Geraniin (G 3) waren als Inhaltsstoffe von Phyllanthus amarus

bereits bekannt; Brevifolincarbonsaure (G 1) wurde erstmals nachgewiesen.
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4.4, Pharmakologie

Aus der Literatur ist bekannt, dal3 Gallotannine antivirale Wirksamkeit besitzen. Hydro-
lisierbare Gerbstoffe hemmen in vitro das Wachstum von Herpes simplex-Viren. Einige
Ellagitannine erwiesen sich als wirksame Hemmer der HIV-Vermehrung, wohingegen
kondensierte Gerbstoffe und niedermolekulare Polyphenole wirkungslos waren. Die
Wirksamkeit basiert wahrscheinlich auf der Hemmung der reversen Transkriptase, da
diese sie fur mehrere hydrolisierbare Gerbstoffe am Immunschwachevirus nachgewie-
sen werden konnte [BUECHI, 1998, NONAKA, 1990, OKUDA, 1995, SCHOLZ, 1994,
VLIETINCK, 1998].

Verfahren
Die Prufung erfolgte analog zu den in Kapitel F3. (Seiten 124ff) beschriebenen Ver-
fahren.

Ergebnisse
In den eingesetzten Konzentrationen waren Corilagin und Geraniin nicht zytotoxisch.

Die Replikation der HIV-1-Viruslinie wurde im MAGI-Assay durch Corilagin und Gera-
niin stark gehemmt. Die ECso-Werte fur Corilagin waren 3,5uM und fur Geraniin 1,0uM.
Die reverse Traskriptase (RT)-Aktivitdt von HIV-1 wurde durch Corilagin und Geraniin

inhibiert. Corilagin hatte einen IC so-Wert von 2,67uM und Geraniin von 1,91uM.

Die Ergebnisse bestatigen die antiviralen Aktivitdt der Gallotannine. NAKASHIMA et al
[1992] untersuchten verschiedene Tannine und konnten eine starke anti-HIV Aktivitat
nachweisen. XU et al. [2000] konnten zeigen, dal® Corilagin stark anti-HIV-1 wirksam
ist. Die antivirale Aktivitat von Corilagin und Geraniin wurde von CHEN LIU et al.
[1999] auch an Epstein-Barr-Viren gezeigt.

Die ermittelten ICs5p-Werte liegen in dem fur Tannine Ublichen Bereich. Beispielsweise
sind die ICso-Wert fur die Gallotannine Putranjivain A, Punicacortein C oder Punicalin
3, 5 und 8uM. Auch die erhdhte Wirksamkeit des grolieren Geraniins stimmt mit der
Vorstellung uberein, dall Gallotannine mit hohem Molekulargewicht starker wirksam
sind als kleinere [MATTHEE, 1999].
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Die Untersuchungen bestatigen erneut, dal® aus der volksheilkundlichen Therapie mit
Teezubereitungen (= Wasserextrakt) nach wie vor entscheidende Hinweise fur die
Suche nach neuen Arzneistoffen mit groRem pharmakologischen und therapeutischen
Potential gewonnen werden konnen.

Obwohl Teezubereitungen heute nicht mehr als rational anwendbare Therapeutika
angesehen werden konnen, da sie sehr schwer standardisierbar sind, wird dieser
Erkenntnis auch heute noch dadurch Rechnung getragen, dal} die meisten auf dem
Markt befindlichen Monoextraktpraparate selten reine Alkohol- sondern Alkohol-
Wasser-Extrakte mit ca. 40-60%igem Wasser-Anteil sind.
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C PHYTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN VON
MUCUNA PRURIENS L.

1. ALLGEMEINE UBERSICHT

1.1. Systematik und Verbreitung

Mucuna pruriens (L.). DC. wird systematisch wie folgt eingeordnet [FROHNE, 1996]:

Abteilung: Spermatophytae
Unterabteilung: Magnoliophytinae
Klasse: Magnoliatae
Unterklasse: Rosidae
Ordnung: Fabales

Familie: Fabaceae
Gattung: Mucuna

Art: pruriens

Der Name der Familie ,Mucuna“ wurde erstmals im Jahre 1648 von Marggraf fir eine
brasilianischen Spezies gepragt. ,Pruriens” bezieht sich auf die feinen Harchen der
Fruchte, die auf der Haut stark jucken und zu Hautirritationen fihren kénnen.

Es gibt zahlreiche Synonyme fiir Mucuna pruriens (L.): Dolochos pruriens L. oder im
englischsprachigen Raum ,cowhage®, ,cowitch®, ,velvet bean“ oder ,horse eye nut‘. m
deutschsprachigen Raum nennt man sie ,Kratzbohne“ oder ,Kuhkratze® [HAGER,
1998, ROTH, 1994, SCHNEIDER, 1974].

Die Kletterpflanze ist weit verbreitet. Sie kommt in den Tropen Asien, Amerika, Afrika

und auf den Fiji Inseln — besonders jedoch in Indien vor.
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1.2. Botanische Beschreibung

Mucuna pruriens ist eine schlanke, einjahrige Kletterpflanze, die im Fruhling purpur-
farben bliht und - wie eine Wicke - an einem langen, nach unten hangendem Trieb
eine samtartige Schote bildet. Die Hulse ist dicht mit braunlich, die Haut irritierenden
Borsten versehen, 7-10cm lang, leicht gewellt (S-féormig) und enthalt 4-6 braune,
bohnenférmige Samen [DEY, 1980, GOPAL, 1991] (Abbildung 19).

Abbildung 19: Hilse von Mucuna pruriens
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1.3. Bekannte Inhaltsstoffe

SIDDHURAJU et al. [1996] analysierten die Samen und gaben folgende chemische

Zusammensetzung an:

Verbindungen des Primarstoffwechsels g/kg Trockengewicht
Protein 314,4
Fasern 51,6
Fette 67,3
Asche 411
Kohlenhydrate 525,6

Fasern
neutrale 96,0
saure 213,0
Hemizellulose 117,0
Zellulose 82,0
Lignin 11,2

Mucuna pruriens ist reich an Kalium, Kalzium und Phosphor.

Es wurden 18 verschiedene Aminosauren und deren Gehalte mit hohen Anteilen an
Glutaminsaure, Aspartamsaure, Leucin, Arginin und Lysin bestimmt. Unter den Fett-

sauren wurden in den Samen g-Linolen-, Ol- und Palmitinsdure nachgewiesen, aufer-

dem Stearin-, Linol-, Arachidon- und Behenséaure.

Der Gehalt an Blausaure wurde mit 37,5mg/kg Trockengewicht bestimmt. Er reduziert
sich beim Autoklavieren oder Trocknen in der Hitze um ca. 70%. Beim Konsum von
gekochten Samen besteht daher keine Blausaurevergiftungsgefahr.

Phytinsaure, das ,Antiernahrungs“eigenschaften aufweist, da es die Bioverfugbarkeit
von Mineralen erniedrigt und mit Proteinen Komplexe bildet und somit wichtige

Protein-Enzym-Wechselwirkungen verhindert, konnte isoliert werden.

Die Pflanze enthalt L-DOPA (L-b-(3,4-Dihydroxy-phenyl)-alanin), dessen Gehalt stark
abhangig von der Aufarbeitung der Droge ist. So konnte man in unbehandelten Samen
einen Gehalt von 78g/kg TG feststellen, der sich nach dem Trocknen in der Hitze auf
43g/KG TG oder beim Autoklavieren auf 53g/kg TG reduzierte.
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1.3.1. Niedermolekulare Inhaltsstoffe

Nach HOPPE et al. [1987] sind Indol-3-Alkylamine, b-Carbolin und Cholin enthalten.

ARUNA et al. [1998] isolierten folgende Verbindungen aus den Wurzeln:
b-Sitosterol, Stigmasterol, b-Amyrinacetat, Ursolsaure, Betulinsdure sowie die Flavone

Acacetin und Luteolin.

Aus dem Kraut und den Samen wurden nachstehende Inhaltsstoffe isoliert:
die Fettsauren:  Laurinsdure, Myristinsdure, Olsdure, Palmitinsiure, Linolsdure,
Linolensaure
Gallussaure, Glutathion, Lecithin, b-Sitosterol, Nicotin und Vernolsaure.
Sowie verschieden Indol-3-alkylamin-Alkaloide:
Mucunadinin, Mucunadin, Mucunin, Pruriendin, Prurienin, Prurieninin und weitere
Alkaloidbasen P, Q, R, S, X [GHOSAL, 1971, PANIKKAR, 1987, SANTRA, 1953].

Aus den Samenschalen wurden Tryptamin, Alkylamine, Steroide, Flavonoide, Quma-
rine und Cardenolide isoliert [GOPAL, 1991].

Bei einer Recherche auf Naturstoffe im ,Dictionary of Natural Products“ [CRC PRESS,
2000] erhalt man zusatzlich die folgenden Angaben:
5-Hydroxytryptamin (Serotonin)
Stizolobinsaure (eine nichtproteinogene Aminosaure, [STEGLICH, 1997])
1,2,3,4-Tetrahydro-6,7 -dihydroxy-3-isochinolincarbonsaure (S)

1.3.2. Hochmolekulare Inhaltsstoffe

SINGH et al. [1999a, 1999b, 2000] isolierten aus den Samen ein wasserlosliches
neutrales Polysaccharid, das sie als Galaktomannan mit einem molaren Verhaltnis von
D-Galaktose zu D-Mannose von 1:3 identifizierten; ferner wurden Lektine [SIDDHURA-
JU, 1996] und Proteine mit Molekulargewichten von ca. 23, 26 und 30kD isoliert
[MACHUKA, 2000].
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Eine Phenoloxidase, die in der Lage war, verschiedene mono-, di- und tricyclische
Monophenole in ortho-Position zu hydroxilieren, wurde von PRAS et al. [1990] aus
Zellkulturen von Mucuna pruriens isoliert. WOERDENBAG et al. [1990] verwendeten
diese Phenoloxidase, um aus 3,17-b-Estradiol das 3,4,17-b-Hydroxyestradiol zu ge-

winnen.

1.4. Volksmedizinische Verwendung

In HOPPE-Drogenkunde [1987] ist die Verwendung der Brennhaare der Fruchthllsen
als hautreizendes Mittel beschrieben. Gegen Eingeweidenwurmer wird die Pflanze in
der indischen Volksheilkunde eingesetzt [BAL, 1984].

In der traditionellen indischen Ayurveda-Medizin wurden Zubereitungen aus den
Samen von Mucuna pruriens schon fruhzeitig zur Behandlung der Parkinson-Krankheit
eingesetzt [HUSSAIN, 1997]. Fur die Wirksamkeit ist der hohe Gehalt an L-DOPA ver-
antwortlich zu machen. Aufierdem wird es seit Jahrhunderten in der ayurvedischen
Medizin als pflanzliches Starkungsmittel eingesetzt, da es die Fruchtbarkeit bei Mann
und Frau férdern soll [GOPAL, 1991].

Aufgrund des hohen L-DOPA-Gehalts wird die Pflanze auch als Allelochemikalie zur
Unkrautbekampfung eingesetzt [FUJII, 1999].

PRUTHI et al. [2000] meldeten ein Patent auf eine Mixtur zur Behandlung von Sto-
rungen des Nervensystems einschliel3lich der Parkinson-Krankheit an. Das Patent
umfaldt einen 55-99prozentiger Gewichtsanteil an Mucuna pruriens und verschiedenen
Gewichtsanteilen von Piper longum und Zingiber officinalis.
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1.5. Pharmakologie

MAHAJANI et al. [1996] untersuchten die Bioverfugbarkeit von L-DOPA aus einem
Mucuna pruriens Samenpulver, das ca. 4% L-DOPA enthielt. Hierbei konnten sie
durch Untersuchungen an Probanden zeigen, da} das L-DOPA aus der Mucuna-
Rezeptur bioverfugbar ist und nach oraler Gabe schnell aufgenommen wird. Die
Plasmaspiegel an L-DOPA aus der Mucuna-Rezeptur waren etwas niedriger als nach
Gabe von natirlichem reinen L-DOPA (L-DOPAMmucuna= 1,56%0,163ug/ml bei tmax =
83+16,09min und L-DOPAein = 2,0+0,49ug/ml bei thax = 60min [MORRIS, 1976]). Die
Unterschiede waren jedoch nicht signifikant und die pharmakokinetischen Profile der

beiden Testsubstanzen waren sehr ahnlich.

In Rattenmodell konnten HUSSAIN et al. [1997] zeigen, dal® die Samen von Mucuna
pruriens im Vergleich zu aquivalenten Mengen an synthetischem L-DOPA als Mittel
gegen die Parkinson-Krankheit doppelt so wirksam waren. Eine Erklarung ware, daf}
noch weitere wirksame, bislang unbekannte Verbindungen in der Pflanze enthalten
sind oder Komponenten, die synergistisch die Wirkung des vorhandenen L-DOPA
potenzieren. Mucuna pruriens-Extrakte konnten eine naturliche Protektion auf Gehirn-
Neuronen ausuben und gleichzeitig die Bildung neuer Neuronen anregen sowie die
Nebenwirkungen minimieren.

RAJENDRAN et al. [1996] konnten zeigen, wie mit Apomorphin vorbehandelte Ratten
nach Gabe von Mucuna pruriens ,beweglicher wurden als nach Gabe von reinem
L-DOPA; d.h. die Wirksamkeit von Apomorphin wurde durch den Gesamtextrakt
starker antagonisiert als durch L-DOPA alleine.

In einer Studie wurden 60 Parkinson-Patienten mit Mucuna pruriens behandelt. Es
konnte eine signifikante Erniedrigung des ,Hoehn and Unified Parkinson’s Disease
Rating Scale Scores® nach 12 Wochen beobachtet werden [MANYAM, 1995].

Insgesamt ahneln sich die Wirkungen des synthetischen L-DOPA im Vergleich zu
Mucuna pruriens, jedoch scheinen die Wirkmechanismen unterschiedlich zu sein. So

tragen die Begleitstoffe in Mucuna pruriens deutlich zu einer Steigerung der Antiparkin-
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sonaktivitdt bei und fuhren im Tiermodell zu einer besseren Toleranz. Die Nebenwir-

kungen sind geringer als mit reinem L-DOPA und meist nur gastrointestinaler Art.

Mucuna pruriens wurde auch bei anderen Indikationen erfolgreich eingesetzt:
Eine Samen-Diat fuhrte bei normativen Hasen zu einem hypoglykamischen Effekt,
jedoch hatte diese Diat nur einen geringen, nicht statistisch gesicherten Effekt auf
Alloxan behandelte Hasen [AKHTAR, 1990].
Prurienin (eine Alkaloidbase) fuhrte zur Verlangsamung der Herztatigkeit, Erweite-
rung der Blutgefalle, Blutdrucksenkung und Anregung der Darmperistaltik bei
Froschen. Die Wirkung wird auf eine Histaminfreisetzung zurtickgeflihrt [ROTH,
1994].
Bei 15 psychiatrischen Patienten konnte eine durch Chlorpromazin verursachte
Hyperprolactinamie durch Gabe von 15g des rohen Samenpulvers antogonisiert
werden. Die Menge des verabreichten Pulvers entsprach 0,5g L-DOPA. Es traten
keinerlei Nebenwirkungen auf [VAIDYA, 1978].

Zellkulturen von Mucuna pruriens werden biotechnologisch zur Produktion von
L-DOPA verwendet [CHATTOPADHYAY, 1994, PRAS, 1993].
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2. EIGENE UNTERSUCHUNGEN DER POLYSACCHARIDE

2.1. Isolierung und Fraktionierung der Rohpolysaccharide

Zur lIsolierung der Polysaccharide aus Mucuna pruriens Samen wurden 500g des
getrockneten und gemahlenen Pulvers im Soxhlet nacheinander jeweils fir 24h mit
Hexan, Dichlormethan und Methanol extrahiert, um lipophile und niedermolekulare In-
haltsstoffe abzutrennen. Der extrahierte Drogerlickstand wurde getrocknet und bei
80°C mit demineralisiertem Wasser im Gewichtsverhaltnis 1:10 unter Ruihren extra-
hiert, wobei storende Begleitproteine denaturiert werden. Zur Verhinderung eines en-
zymatischen Abbaus und bakteriellen Befalls gab man nach dem Abkuhlen auf Raum-
temperatur 1g Natriumazid zu. Die Suspension wurde zur Abtrennung des Drogen-
rickstands zentrifugiert und der Uberstand 72h gegen demineralisiertes Wasser bei
4°C dialysiert (Ausschlu3volumen 12-14kD). Das Dialysat wurde zentrifugiert und ge-
friergetrocknet. Dieses Lyophilisat entspricht dem nicht-dialysierbaren, hochmolekula-
ren Anteil des Heillwasserextraktes. Nach erneutem Ldsen des Lyophilisats in demine-
ralisiertem Wasser im Verhaltnis 1:100 wurden durch Zugabe von Ethanol die Roh-
polysaccharide ausgefallt. Dazu gab man tropfenweise das gleiche Volumen Ethanol
unter Ruhren bei 4°C zu, das Ruhren wurde eingestellt und der Niederschlag Uber
Nacht stehen gelassen. Nach dem Abzentrifugieren des Niederschlags, der Rohpoly-
saccharid 1+1-Fallung, wurden weitere drei Volumina auf die gleiche Weise zu dem
Uberstand hinzugegeben und der erhaltene Niederschlag, die Rohpolysaccharid 1+4-
Fallung wie oben behandelt.

In Abbildung 20 ist das angewandte Isolierungsschema der Polysaccharide dargestellt.

Die gefriergetrockneten Retentate aus den 1:1 bzw. 1:4 Ethanol-Fallung lieferte die

Rohpolysaccharid 1+1- und 1+4-Fallung.

Die Durchfuhrungen der Analysen (DC, Neutralzuckerbestimmung, Anionenaustausch-
chromatographie, etc.) erfolgten analog den in dem Kapitel Uber Phyllanthus amarus

beschriebenen Angaben
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Isolierungsschema der Mucuna-Polysaccharide

getrocknetes, gemahlenes
Mucuna-Pulver

sukzessive Soxhletextraktion
mit Hexan, Dichlormethan und
Methanol

getrockneter
Drogenrickstand

HeilRwasserextraktion (100g
Droge mit 11 demin. Wasser,
1h, 90°C, zentrifugieren)

Gelatine-artiger Ruckstand

HeilRwasserextrakt
Dialyse,
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Abbildung 20: Isolierungsschema fir die Polysaccharide aus Mucuna pruriens
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Die Ausbeuten, bezogen auf das Trockengewicht, betrugen 11,4g (2,3%) fur die Roh-
polysaccharid 1+1- und 0,3g (0,1%) fur die Ropolysaccharid 1+4-Fallung.

In Tabelle 17 sind die Ausbeuten zusammengestellt.

Fraktion Menge [g]

Hexan 27,6 (5,5%)
Dichlormethan 24 (0,5%)
Methanol 13,0 (2,6%)
nicht dialysierbarer Anteil 16,7 (3,3%)
Rohpolysaccharid 1+1-Fallung 11,4 (2,3%)
Rohpolysaccharid 1+4-Fallung 0,3 (0,1%)

Tabelle 17: Mengenverhaltnisse der unterschiedlichen Fraktionen bei der Extraktion und Ethanolfallung

Auf eine weitere Untersuchung des gallertartigen Rickstands des Heildwasserextrak-
tes wurde verzichtet, da das Interesse hauptsachlich den aus der Wasserextraktion

durch Fallung erhaltenen Polysacchariden galt.

2.2, Allgemeine Charakterisierung der Rohpolysaccharide

Aufgrund geringer prozentualer Ausbeuten der Rohpolysaccharids 1+4-Fallung wurde
auf eine Charakterisierung verzichtet und das Interesse auf die Hauptfraktion (Roh-

polysaccharid 1+1-Fallung) fokussiert.

2.2.1. Zuckeranalyse

Nach Totalhydrolyse der Rohpolysaccharide mit 2M TFA und anschlieRender Neutral-
zuckeranalyse [BLAKENEY, 1983] wurden die Zucker Glucose, Mannose, Arabinose,
Galaktose und Xylose nachgewiesen. In Tabelle 18 ist die prozentuale Zusammen-

setzung des Rohpolysaccharids angegeben.
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Zuckermonomer [%]
Xylose 1,0
Galaktose 1,1
Arabinose 14
Mannose 1,7
Glucose 53
Tabelle 18: prozentuale Neutralzucker-Zusammensetzung der Zuckermonomere in der

*

Rohpolysaccharid 1+1-Fallung ( Massenprozent)

2.2.2. Uronsaureanalyse

Durch den Pektinaseabbau und die anschlieRende DC-Untersuchung konnte die Uron-

saure als Galakturonsaure identifiziert werden.

Die quantitative Uronsaurebestimmung erfolgte nach der Methode von BLUMEN-
KRANTZ [1973]. Der Uronsaureanteil der Rohpolysaccharid 1+1-Fallung betrug 6,7%

(Massenprozent).

2.2.3. Proteingehalt

Die Proteinbestimmung nach LOWRY [1951] ergab fUr die Rohpolysaccharid 1+1-
Fallung einen Proteinanteil von 53,9% und fir die 1+4-Fallung 30,4%. Der Stickstoff-
gehalt der 1+1-Fallung lag laut Elementaranalyse (EA) bei 68,1%.

2.2.4. High Performance Gel Permeation Chromatography (HPGPC)

Da das Elutionsprofil Aufschlufd Uber die Reinheit eines Polysaccharid gibt, wurden
mittels HPGPC an einer Superose-12-Saule die Rohpolysaccharide und die daraus
isolierten Fraktionen aufgetrennt. Uber den Brechungsindex (RI) und die UV-Absorp-
tionsmessungen kdnnen Homogenitat eines Polysaccharids und evtl. Verunreinigung-

en durch begleitende Proteine (UV-Absorption bei 280mn) Gberprift werden.
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Die Molekulargewichtsbestimmung von den verschiedenen Polysacchariden im Roh-
polysaccharid erfolgte durch Aufstellen einer Eichgerade mit definierten Dextranen und
Glucose als Referenzsubstanzen. Durch die erhaltenen Retentionszeiten der HPGPC-
Methode wurden die Molekulargewichte bestimmt. In Abbildung 21 sind die Elutions-
profile, dargestellt durch die Brechungsindices und UV-Absorptionen der Rohpolysac-

charid 1+1-Fallung, abgebildet.

Brechungsindex ' V-Absorption
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Abbildung 21: HPGPC-Chromatogramm der Rohpolysaccharid 1+1-Fallung; gemessen mittels
Brechungsindex und UV-Absorption (280nm)

Die HPGPC-Chromatogramme zeigen das Vorliegen von Gemischen aus Polysaccha-
riden, Proteinen und Polyphenole in der Rohpolysaccharids 1+1-Fallung an. Im
Bereich von 600kD bis 1kD (R; = 16-36min) lassen sich verschiedene Polymere detek-
tieren. Im UV-Chromatogramm erkennt man, dald noch gro3e Mengen an Verunreini-
gungen enthalten sind, da reine Zuckerpolymere bei 280nm keine Absorption aufwie-
sen wurden.

Wegen des hohe Proteingehaltes der Rohpolysaccharid 1+1-Fallung war eine Abtrenn-
ung mittels TCA erforderlich. Nach der Proteinfallung wurden die Polysaccharide aus
dem Uberstand erneut mit Ethanol geféllt. Zur Proteinfallung wurden 1,5g der 1+1-

Fallung eingesetzt, aber nur 95,8mg (6,4%) aufgereinigtes Polysaccharid erhalten.
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2.3. Isolierung und Charakterisierung des Hauptpolysaccharids

2.3.1. Isolierung

Anionenaustauschchromatographie

Bei der Aufreinigung mittels Anionenaustauschchromatographie konnten aus der ge-

reinigten Rohpolysaccharid 1+1-Fallung ein neutrales Polysaccharid A und ein saures

Polysaccharid B isoliert werden. Beide Polysaccharide wiesen einen positiven opti-
schen Drehsinn auf (PS A: [a] = +31,3°, PS B: [a] = +63,0). In Tabelle 19 sind die er-

haltenen prozentualen Mengen angegeben.

eingesetzte Rohpoly- .
sac?charid-FélIun% M Polysaccharid Ausbeute [mg] [%]
. A 14,5 7,3
1+1 (gereinigt) 5 097 "

Tabelle 19: Ausbeuten der Rohpolysaccharid 1+1-Fallung nach der Anionenaustauschchromato-
graphie (eingesetzt wurden 500mg)

Da das Polysaccharid B quantitativ die Hauptmenge darstellte, wurde nur dieses
weiter bearbeitet.

Das Hauptpolysaccharid B wurde zunachst mittels HPGPC auf Homogenitat gepruft.
Hierbei konnten noch geringe Mengen an Verunreinigungen detektiert werden, was
eine weitere Fraktionierung an Fraktogel? nétig machte.

Da aufgrund der erhaltenen HPGPC-Ergebnisse der gereinigten Rohpolysaccharid
1+1-Fallung mit einem Molekulargewicht von ca. 300kD zu rechnen war, wurde an
Fraktoge? TSK HW-65 (F) getrennt, da dieses den Trennbereich von 10-200kD um-
fal3t. Nach Chromatographie, Dialyse und Gefriertrocknung wurde eine Ausbeute von
61,3% erhalten.

2.3.2. Charakterisierung

Homogenitatsprifung und Bestimmung des Molekulargewichts mittels HPGPC

In Abbildung 22 sind die HPGPC-Chromatogramme des Polysaccharids B dargestellt.
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Abbildung 22: HPGPC-Chromatogramme des Hauptpolysaccharids B
(I = 280nm)

Das Polysaccharid B zeigt einen homogenen Hauptpeak bei ca. 110kD (R¢= 22,1min).
Durch die Aufreinigung ist der Proteinanteil nahezu véllig reduziert worden, wie man
an dem UV-Absorptionsspektrum (Abbildung 22, rechts) erkennen kann (vgl. Rohpoly-
saccharid 1+1-Fallung, Abbildung 21).

Neben der Molekulargewichts- und Proteingehaltsbestimmung [LOWRY, 1951] wurden
die spezifische Drehung [nach DAB 10] und der Uronsauregehalt [BLUMENKRANTZ,

1973] des Hauptpolysaccharids B bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 20 zusam-

mengefalit.
Polysaccharid B
(Hauptpolysaccharid der 1+1-Fallung)
Proteingehalt [%] 23
Uronsauregehalt [%] 53,0
Spezifische Drehung [a]2.. +63,0
Molekulargewicht [kD] 110

Tabelle 20: Physikalisch-chemische Parameter des Mucuna-Polysaccharids
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Der Proteinanteil von Uber 50% im Rohpolysaccharid wurde durch die Aufreinigungs-
schritte (TCA-Proteinfallung, Anionenaustauschchromatographie und Chromatogra-
phie an Fraktogel ) auf 2,3% abgesenk.

Der Uronsauregehalt hatte sich durch die Aufreinigung von 6,7% auf 53,0% erhoht.
Dies resultierte vermutlich aus der Abtrennung von Proteinen, Neutralzuckern oder

hochmolekularen Gerbstoffen.

Bei dem vorliegenden Polysaccharid aus Mucuna pruriens handelt es sich demnach

um ein saures Polysaccharid mit einem Molekulargewicht von ca. 110kD.

Neutralzuckeranalyse des Polysaccharids B

Nach DC- und GC-Analyse des Polysaccharids konnten die in der Tabelle 21 aufge-
listeten Zucker qualitativ und quantitativ bestimmt werden. Insgesamt weist Polysac-
charid B einen Neutralzuckeranteil von 22,5% auf, der sich wie folgt aufgliedert:

Zusammensetzung [%]
Arabinose 99
Galaktose 6,3
Xylose 45
Rhamnose 1,8
Tabelle 21: Prozentuale Verhaltnisse des genuinen Mucuna-Polysaccharids B

Das Ergebnis war Uberraschend, da es von der Zusammensetzung der Rohpolysac-
charid 1+1-Fallung deutlich abwich (Glucose 5,3%; Mannose 1,7%; Arabinose 1,4%;
Galaktose 1,1%; Xylose 1,0%; siehe Tabelle 18). Der vorher hohe Anteil an Glucose
war von 5,3% auf 0% und ebenso der an Mannose von 1,7% auf 0% reduziert worden.
Umgekehrt hatten die Anteile an Arabinose von 1,4% auf 9,9% zugenommen, ebenso
der Galaktoseanteil von vorher 1,1% auf 6,3% sowie der Xyloseanteil von 1,0% auf
4,5%.
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Die starke Reduzierung des Proteinanteils durch die Aufreinigung zusammen mit der
Veranderung der prozentualen Zuckerzusammensetzung deutet auf das Vorhanden-

sein verschiedener Glykoproteine hin.

Bestimmung des Veresterungsgrades

In einem sauren Polysaccharid konnen Carboxyl- oder Hydroxylester vorkommen.
Beide Estergruppierungen wurden auf unterschiedliche Weise erfaldt. Der Verester-
ungsgrad der OH-Gruppen betrug 2,0% und der der Uronsauren 2,0%, was fur das

Polysaccharid nur einen geringen Veresterungsgrad ergibt.

Bestimmung des Restwassergehalts

Der Restwassergehalt des Lyophilisats wurde mittels Karl-Fischer-Titration bestimmt

und betrug fur das Polysaccharid 4,4%.

Neutralzuckeranalyse des Polysaccharids und zweier Derivate

Die Neutralzuckerzusammensetzung des Polysaccharids ist in Tabelle 21 angegeben.
Zur weiteren Strukturaufklarung wurde das Polysaccharid partiell mit 0,5M TFA hydro-
lysiert und mit NaBH; (bzw. NaBD4) reduziert. Von beiden Produkten wurde eine
erneute Neutralzuckeranalyse durchgefihrt. In der Tabelle 22 sind die Ergebnisse
zusammen mit den Werten des genuinen Polysaccharids, der Uronsaure- und Protein-

bestimmung aufgelistet.
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Mucuna pruriens

Zusammensetzung [%] Polysaccharid
genuines PS part. hydrol. PS red. PS
Arabinose 9,9 - 9,8
Galaktose 6,3 14,2 37,9
Xylose 4,5 4,6 4,3
Rhamnose 1,8 3,7 1,6
Glucose - - 0,6
Galakturonsaure 53,0 46,9 16,3
Proteine 2,3 n.b. n.b.
Wassergehalt 4.4 n.b. n.b.
Tabelle 22: Prozentuale Verhéltnisse des genuinen und modifizierten Mucuna-Polysaccharids B

n.b. = nicht bestimmt

Im genuinen Polysaccharid B sind die Zucker Rhamnose, Xylose, Galaktose und Ara-

binose etwa im Verhaltnis 1:3:4:6 enthalten. Nach partieller Hydrolyse war in dem

resultierenden Produkt keine Arabinose mehr nachweisbar. Die Arabinose muf} also

ausschlielich in den Seitenketten lokalisiert sein. Die Hauptkette besteht jetzt nur aus

Rhamnose, Xylose und Galaktose im Verhaltnis ca. 3:4:12. Der Uronsaure- zu Neutral

zuckeranteil betragt etwa 2:1. Das verbleibende Reduktionsprodukt enthalt fast aus-

schlieB3lich Galakturonsdure und nur noch einen geringen Anteil an Glucuronsaure.

Der restliche Uronsaureanteil (16,3%) ist auf eine unvollstandige Reduktion zurickzu-

fUhren.

Aus dem Ergebnis der Neutralzuckeranalyse laf3t sich folgern, dald es sich bei Poly-

saccharid B um ein saures Rhamnoxylogalaktoarabinan handelt, dessen ,backbone”

uberwiegend aus Galakturonsaure, Rhamnose, Xylose und Galaktose aufgebaut ist.
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Methylierungsanalysen

Zur Aufklarung der Verknupfungen der Monomere wurden die folgenden Methylie-

rungsanalysen durchgefihrt:

a) Methylierungsanalyse des genuinen Polysaccharids (vollstandige Methylierung,
Totalhydrolyse und Acetylierung)

b) Methylierungsanalyse des partiell hydrolysierten Polysaccharids (vollstandige
Methylierung, partielle Hydrolyse und Acetylierung)

c) Methylierungsanalyse des mit NaBDs reduzierten Polysaccharids (Reduktion der

Uronsauren, vollstandige Methylierung, Totalhydrolyse und Acetylierung)

Zuc): Zur Reduktion wurde NaBD, anstelle von NaBH, eingesetzt, um den prozentu-
alen Anteil an Uronsauren und Neutralzuckern zu ermitteln. Dies gelang durch den
doppelten Deuterium-Einbau am G1 Atom, der eine massenspektrometrische Unter-

scheidung ermoglicht.

Im Anschlul an die jeweilige Methylierungsanalyse wurden die Produkte gaschromato-
graphisch aufgetrennt und anhand der massenspektrometrischen Fragmente den
unterschiedlich verknupften Zuckern bzw. Uronsauren zugewiesen. Die Zuordnung der
einzelnen Zuckerart erfolgte durch den Vergleich der Retentionszeiten mit Referenz-
substanzen bzw. mit Literaturwerten [JANSSON, 1976].

Hieraus ergaben sich folgende Werte (siehe Tabelle 23):
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Zuckerverkntpfung Zusammensetzung des Polysaccharids B [%]
genuin hyrt)jarcr)tli;s"i;e ; reduziert
term. Rhamnopyranose - 6,7 -
term. Xylopyranose - 49 -
term. Arabinofuranose 9,8 - 2,6
1,2,5-Arabinopyranose 28,3 - 10,6
1,2,5-Xylopyranose 17,9 19,2 6,2
term. Galaktopyranose 1,7 7,2 1,0
1,2,5-Rhamnopyranose - 12,5 -
1,2,4,5-Rhamnopyranose 10,3 - -
1,2,4,5-Arabinofuranose 5,1 - -
1,4,5-Glucopyranose - - 0,8
1,4,5-Galaktopyranose 2,8 6,4 74,2
1,3,4,5-Arabinofuranose 49 - 1,5
1,3,5-Galaktopyranose - 10,8 -
1,5,6-Galaktopyranose 2,5 9,2 -
1,3,5,6-Galaktopyranose 16,7 231 2,2

Tabelle 23: Zusammenfassung der Ergebnisse der unterschiedlichen Methylierungsanalysen des
Folysaccharids B
korrigierte Werte nach SWEET [1975]

Die prozentualen Mengenverhaltnisse der vorliegenden Zuckermonomere der Methy-
lierungsanalysen passen zu denen der Neutralzuckeranalyse. Da die Reaktions- und
Aufreinigungsschritte, insbesondere bei den terminalen Zuckern, zu Verlusten fuhren
kénnen, multe dies bei der Strukturermittiung bericksichtigt werden [ASPINALL,
1982].

13C-Kernresonanzspektroskopie

Da bekanntlich aus Ergebnissen einer Methylierungsanalyse keine Ruckschlisse uber
die Konfiguration am anomeren C-Atom getroffen werden kénnen, wurde die '3C-

Spektroskopie zur Bestimmung der jeweiligen axialen oder aquatorialen Stellung der
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anomeren C-Atome aufgrund der unterschiedlichen Tieffeldverschiebung herange-

zogen.

Wegen der schlechten Loslichkeit des Polysaccharids konnte trotz Einsatzes hoher

Konzentration und langer MeRzeiten kein ">*C-NMR-Spektrum aufgenommen werden.

Aus diesem Grund koénnen Analogieschlisse nur in Anlehnung an die Literatur ge-
zogen werden [ASPINALL, 1982, 1983, PAULSEN, 2000] (siehe Tabelle 24).

Form Zucker

b-D 1,2-Xylopyranose

a-L 1,2,4-Rhamnopyranose

a-L- term. Arabinofuranose

a-L- 1,2-Arabinopyranose

a-L 1,2,5-Arabinofuranose

a-L 1,3,5-Arabinofuranose

b-D- term. Galaktopyranose

b-D- 1,4-Galaktopyranose

b-D- 1,3-Galaktopyranose

b-D- 1,6-Galaktopyranose

b-D- 1,3,6-Galaktopyranose

a-D- 1,4-Galaktopyranosesaure

a-D 1,4-Glucopyranosesaure
Tabelle 24: Konfigurationszuordnung der Zuckermonomere im Polysaccharid B

Zusammenfassung der Ergebnisse

In der Tabelle 25 sind die Ergebnisse der Untersuchungen des Polysaccharids B

zusammengefaldt:
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Zuckerverknupfung Zusammensetzung des Polysaccharids B [%]
genuin hy%?;tlg/es”i;art reduziert

term. a-L-Rhamnopyranose - 6,7 -
term. b-D-Xylopyranose - 49 -
term. a-L-Arabinofuranose 9,8 - 2,6
a-L-1,2-Arabinopyranose 28,3 - 10,6
b-D-1,2-Xylopyranose 17,9 19,2 6,2

term. b-D-Galaktopyranose 1,7 72 1,0
a-L-1,2-Rhamnopyranose - 12,5 -
a-L-1,2,4-Rhamnopyranose 10,3 - -
a-L-1,2,4-Arabinofuranose 51 - -
b-D-1,4-Glucopyranose - - 0,8
b-D-1,4-Galaktopyranose 2,8 6,4 74,2

a-L-1,3,4-Arabinofuranose 4.9 - 2,5
b-D-1,3-Galaktopyranose - 10,8 -
b-D-1,6-Galaktopyranose 2,5 9,2 -
b-D-1,3,6-Galaktopyranose 16,7 231 2,2
Neutralzuckeranteil 22,3 24,6 60,9

Arabinose 9,9 - 9,8
Galaktose 6,3 14,2 37,9
Xylose 4,5 4,6 4,3
Rhamnose 1,8 3,7 1,6
Glucose - - 0,6
Uronsauregehalt [%] 53,0 46,9 16,3
Uronsaureester 2,0 n.b. n.b.
Ester der OH-Gruppen 2,0 n.b. n.b.
Proteingehalt [%] nach LOWRY 2,3 n.b. n.b.
Wassergehalt [%] 4.4 n.b. n.b.
Spezifische Drehung [a]?,... +63,0 n.b. n.b.
Molekulargewicht-HPGPC [kD] 110 n.b. n.b.
Molekulargewicht-AF* [kD] 168 n.b. n.b.

Tabelle 25: Zusammenfassung der Ergebnisse des Polysaccharids B

n.b. = nicht bestimmt

*korrigierte Werte nach SWEET [1975]
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Aus den Untersuchungen des genuinen Polysaccharids B geht hervor, dal® es sich bei

dem Mucuna-Polysaccharid um ein Pektin handelt, das zu Uber 50% aus 1,4-verknupf

ter Galakturonsaure aufgebaut ist. Der Neutralzuckeranteil setzt sich aus den Zuckern

Arabinose, Galaktose, Xylose und Rhamnose im Verhaltnis ca. 6:4:3:1 zusammen.

Anhand der partiellen Hydrolyse konnen der Hauptkette des Polysaccharids die Zucker
Rhamnose-Xylose-Galaktose etwa im Verhaltnis 3:5:22 zugeordnet werden. Die
Hauptkette ist stark verzweigt. Es finden sich als Verzweigungen: 1,2-verknlpfte
Rhamnose, 1,2-Xylose sowie 1,3-, 1,4-, 1,6- und 1,3,6- Galaktose. Aus der Literatur ist
bekannt, dal® in verzweigten Galaktoseketten haufig Rhamnosen eingebaut sein
konnen [ASPINALL, 1982]. Aus den Hydrolysergebnissen ist aul’erdem erkennbar,
dald die Abspaltungen hauptsachlich an den VerknUpfungstellen zu den Verzwei-
gungen stattgefunden haben missen: so liegt im genuinen Polysaccharid bevorzugt
die 1,3,6-verknlupfte Galaktopyranose vor, wahrend nach der partiellen Hydrolyse
teilweise die 1,3- und 1,6-verknlpfte Galaktoseeinheiten auftraten.

Auffallig ist auch, dal® die im genuinen Polysaccharid vorkommende 1,2,4-verknupfte
Rhamnopyranose voéllig verschwunden ist und daflir im Partialhydrolysat die 1,2-verk-
nupfte Rhamnopyranose fast im gleichem Verhaltnis erscheint. Dies fuhrt zu dem
Schlu®, dal® die Rhamnopyranose in der Hauptkette 1,2-verknlpft vorliegt und die
Seitenketten in Position 4 angeknupft sind. Da diese Verzweigungsstelle hydrolisiert
wurde, ist es wahrscheinlich, dal® an dieser Position eine saurelabile Arabinosekette
oder eine terminale Arabinose annektiert ist. So ist Arabinose nicht in der Hauptkette,
sondern nur in den Seitenketten vorhanden. Auch Galakturonsduren muissen in den

Seitenketten lokalisiert sein.

Bei der vorliegenden Hauptkette mul® jedoch bericksichtigt werden, dald das Neutral-
zucker-Zuckersauren-Verhaltnis ca. 1:2 ist, d.h. der Hauptanteil liegt als 1,4-verknupfte
Galakturonsaure vor. Das Polysaccharid mufl®3 somit hdchstwahrscheinlich aus Be-
reichen mit langeren sauren Galakturonsaureketten und neutralen Rhamnoxylo-
galaktomannanketten aufgebaut sein. Zudem ist noch ein sehr geringer Anteil an 1,4-
verknUpfter Glucuronsaure vorhanden. Dieser Anteil betragt jedoch nur etwa ein Sieb-

zigstel des Anteils an Galakturonsaure.
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Die Seitenketten bestehen groftenteils aus hochverzweigten Arabinaneinheiten. Der
hohe Verzweigungsgrad wird durch die gefundenen Verknipfungsstrukturen (1,2-,
1,3,5-, 1,2,5-) bestatigt. Diese sind sowohl furanosidisch wie auch pyranosidisch struk-
turiert. Weiterhin ist auch ein geringer Anteil an 1,2-verknipften Xylopyranosen in den
Seitenketten vorhanden. Galakturonsaureneinheiten kommen auch in den Seiten-
ketten vor, denn der Galakturonsaureanteil ist nach der partiellen Hydrolyse nicht
weiter angestiegen.

Damit kann das Mucuna-Polysaccharid dem Strukturtyp |l zugeordent werden (siehe
Phyllanthus amarus) [ASPINALL, 1983].

Es enthalt einen sehr geringen Veresterungsgrad (2,0% der Carboxylgruppen und
2,0% der Hydroxylgruppen).

Unter Berlcksichtigung der Zuckerverhaltnisse kann folgender Strukturvorschlag fur

das Hauptpolysaccharid B aus Mucuna pruriens gegeben werden (Abbildung 23):
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Mucuna pruriens
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Wahrend unserer Arbeiten erschienen Veroffentlichungen von SINGH et al. [1999a,
1999b, 2000], in denen Uber die Isolierung eines wasserlosliches neutralen Polysac-
charids aus Samen von Mucuna pruriens berichtet wurde. Das gereinigte Polysaccha-
rid wurde durch Ethanolfallungen und Ultrazentrifugation aus Samen gewonnen. Das
Polymer enthielt keinen Stickstoff, Schwefel sowie keine Halogene, Acetylgruppen,
Uronsauren oder Methoxylgruppen. Nach Hydrolyse mit 72%iger Schwefelsdure be-
stimmten sie das molare Verhaltnis von Galaktose zu Mannose auf 1:3. Durch weitere

Hydrolysen konnten sie vier Disaccharide und ein Trisaccharid isolieren:

a-D-Galaktopyranosyl-(1,6)-O-a-D-mannopyranose
b-D-Mannopyranosyl-(1,6)-O-b-D-mannopyranose
b-D-Galaktopyranosyl-(1,4)-O-b-D-mannopyranose
b-D-Mannopyranosyl-(1,4)-O-b-D-mannopyranose
a-D-Galaktopyranosyl-(1,6)-O-a-D-mannopyranosyl-(1,6)-O-b-D-mannopyranose.

Im Rahmen unseren Untersuchungen fanden wir nach Anionenaustauschchromato-
graphie der 1+1-Fallung ebenfalls ein neutrales Polysaccharid. Der prozentuale Anteil
im Verhaltnis zum sauren Hauptpolysaccharid betrug jedoch nur etwa ein Achtel und
wurde deshalb von uns nicht weiter untersucht.

Die Diskrepanz beider Ergebnisse ist vermutlich auf das verwendete Pflanzenmaterial
und auf den unterschiedlichen Aufarbeitungsweg zurtickzufiihren. Denkbar ware auch,
dal} bei den eingesetzten Samen-Materialien unterschiedliche Reifegrade vorgelegen

hatten.
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D PHYTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN VON CISSUS
QUADRANGULARIS L.

1. ALLGEMEINE UBERSICHT

1.1. Systematik und Verbreitung

Botanisch wird Cissus quadrangularis L. wie folgt eingeordnet [FROHNE, 1996]:

Abteilung: Spermatophytae
Unterabteilung: Magnoliophytinae
Klasse: Magnoliatae
Unterklasse: Rosidae
Ordnung: Rhamnales
Familie: Vitaceae
Gattung: Cissus

Art: quadrangularis

Zur Gattung Cissus gehdren rund 350 sub-/tropische Kletterpflanzen und sukkulente
Arten. Die Art ist weit verbreitet in den Trockengebieten Afrikas (Zentralafrika, Sahel),
in denen sie oft kultiviert wird. Die Pflanze bildet riesige Blsche, wobei sie andere
Straucher Gberwachst.

Im Englischen wird sie als ,veldt grape“ und im Deutschen als ,kaktusahnlicher Wein*
bezeichnet. Synonyme sind Cissus cactiformis oder Vitis quadrangularis (L.).

Abbildung 24 zeigt die Pflanze:
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Abbildung 24: Cissus quadrangularis (Zweige mit Bliten und Frichten (links), Blatter (rechts))
[NEUWINGER, 1998]

1.2. Botanische Beschreibung

Cissus quadrangularis gehort zu den Kletterpflanzen mit Ranken. Die dunnen Stdmme
haben gegenstandige Blatter und sind robust, sehr sukkulent und scharf vierkantig
(selten funfkantig); die Kanten sind gefllgelt, glatt, wachsartig und gestreift. Die 8-
10cm langen Internodien sind in der Mitte 12-15mm dick; die Stdmme schniren sich
an den Knoten mehr oder weniger zusammen. Die Blatter sind meist 5x10cm, aber
auch bis zu 11cm lang und breit; sie sind morphologisch sehr variabel, von flinfwinklig
mit 5 Spitzen bis eifdrmig-dreieckig, rundlich. Die Basis ist gestutzt oder schwach herz-
formig. Die Blatter besitzen eine vorne stumpfe oder spitze Form; sie erscheinen nicht
gelappt oder mehr ader weniger tief 3-5fach gelappt. Die Rander sind grob gezahnt
und haben 3-5 Basisnerven und 2-3 weitere Nerven zur Spitze. Der Stiel ist bis zu 4cm
lang. Die Pflanze bildet sparliche und kurze weillliche oder grinliche Trugdolden. Die
Frichte sind glatte, rundliche oder ellipsoide Beeren, die unreif schwarz und reif rot mit
einer Grolde bis zu 1,2” 0,8cm sind [NEUWINGER, 1998].
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1.3. Bekannte Inhaltsstoffe

1.3.1. Niedermolekulare Inhaltsstoffe

Aus Cissus quadrangularis wurden bisher verschiedene Terpene, Triterpene, Fette

und deren Ester, Vitamine, Sauren, Sterole und Flavone isoliert:

d-Amyrin [BUTHANI, 1984]

d-Amyron [BUTHANI, 1984]

Ascorbinsaure [HEGNAUER, 1973]
3,21-Dihydroxy-onoceren-7-on [CRC PRESS, 2000]
Eicosansaureeicosanylester [GUPTA, 1991]
Eicosanylicosanoat [GUPTA, 1991]

Friedelan-3-on [GUPTA, 1991]
4-Hydroxy-2-methyltricos-2-en-22-on [GUPTA, 1991]
7-Hydroxy-20-oxo-docosanylcyclohexan [GUPTA, 1991]
Iso-Pentacosansaure [GUPTA, 1991]

Kampferol [ADESANYA, 1999]

Ketosterin [HEGNAUER, 1973]
9-Methyloctadeca-9-en [GUPTA, 1991]
31-Methyl-1-tritriacontanol [CRC PRESS, 2000]
31-Methyltritriacontan-1-ol [GUPTA, 1991]
31-Methyltritriacontansaure [GUPTA, 1991]
Octadecansaureheptadecylester [GUPTA, 1991]
7-Onoceren-3,21-diol (3b,21a und 3a,21b) [CRC PRESS, 2000]
7-Oxoonocer-8-ene-3b,21a-diol [GUPTA, 1990]
Pallidol [ADESANYA, 1999]

Parthenocissin A [ADESANYA, 1999]

Pektine [NEUWINGER, 1998]

Piceatannol [ADESANYA, 1999]

Quercetin [ADESANYA, 1999]

Resveratrol [ADESANYA, 1999]

b-Sitosterin [HEGNAUER, 1973, NEUWINGER, 1998]
Taraxerol [GUPTA, 1991]

Taraxerylacetat [GUPTA, 1991]

Terpene (drei verschiedene) [BUTHANI, 1984]
3,3',4,4'-Tetrahydroxybiphenyl [MEHTA, 2001]
Weinsaure [HEGNAUER, 1973, NEUWINGER, 1998]

AulRerdem die Stilbenderivate:
Quadrangularin A [ADESANYA, 1999]
Quadrangularin B [ADESANYA, 1999]
Quadrangularin C [ADESANYA, 1999]
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1.3.2. Hochmolekulare Inhaltsstoffe

Hochmolekulare Inhaltsstoffe wurden bisher aus Cissus quadrangularis nicht isoliert.

1.4. Volksmedizinische Verwendung

Volkmedizinisch werden folgende Erkrankungen mit der Cissus quadrangularis Droge
bzw. Zubereitung behandelt:

Wurmerkrankungen, Asthma, Herzrhythmusstorungen, Blutungen, Brustkrebs, Furun-
kel, gastrointestinale Beschwerden, Gonorrhoe, Hautkrankheiten, Knochenbriche,
Menstruationsbeschwerden, Skorbut, Sterilitdt, Syphilis und Tuberkulose. Ferner wird

es als Abortivum, Brechmittel und zur Geburtserleichterung eingesetzt.

In Indien wird der Saft der frischen, beblatterten Stengel in Milch oder als Paste o0.a.
sowohl topisch als auch intern medizinisch verwendet. Seine Anwendung zur Herstel
lung von Jagd- und Giftmischungen wird ebenfalls beschrieben [CHOPRA, 1956, DEY,
1980, NEUWINGER, 1998].

1.5. Pharmakologie

PRASAD et al. [1963, 1970] und UDUPA et al. [1964a, 1964b, 1965] untersuchten den
Einflud von Inhaltsstoffen mit steroidaler Struktur aus Cissus quadrangularis auf den
Heilungsprozeld von Knochenbrichen. Sie fanden eine Gewichtszunahme und eine
zytologische Veranderung der Schilddriise und Hirnanhangsdriise sowie eine Zunah-
me des Adrenalinspiegels. Sie konnten ferner zeigen, dald der Gesamtextrakt bei der
Knochenheilung den anabolischen Effekt von endogenem Kortison neutralisiert. Der
stimulierende Effekt des Extraktes war groler als bei dem Hormon Durabolin, wahr-
scheinlich aufgrund der im Extrakt enthaltenen Phytosteroide und Vitamine. Im Tierver-
such wurde die Heilungsdauer durch Extraktgabe um ca. 33% verkurzt. Cissus qua-
drangularis besitzt einen positiven Einflul auf die organische und mineralische Phase

bei der Knochenheilung von Versuchstieren. Den Beweis lieferten die Wissenschaftler
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durch den Einbau von radioaktivem Calcium-45-Isotop in die Knochen, die bereits

friiher stabiler waren als die der unbehandelten Versuchstiere.

SUBBU et al. [1967] fanden ein Glucosid, welches oral und transdermal appliziert
keine Wirkungen zeigte, jedoch bei intravendser Gabe die Versuchstiere sofort totete
(MLD =15,5mg/kg Korpergewicht Meerschweinchen). Die hierfur verantwortliche Ver-
bindung ist jedoch noch nicht aufgeklart. Dal3 die unbekannte Substanz eine negativ

chronotrope Wirkung besitzt, konnten SUBBU et al. zeigen [1970].

2. EIGENE UNTERSUCHUNGEN DER POLYSACCHARIDE

2.1. Isolierung und Fraktionierung des Rohpolysaccharidgemisches

Die Isolierung und Fraktionierung der Polysaccharide aus Cissus quadrangularis
erfolgte analog der fur Phyllanthus amarus beschriebenen Methode (siehe Seite 13)

und dem Isolierungsschema (Abbildung 3, Seite 14).

Die gefriergetrockneten Retentate lieferten die Rohpolysaccharid 1+1- und 1+4-
Fallung aus der 1:1 bzw. 1:4 Ethanol-Fallung.

Die Durchflihrungen der Analysen (DC, Neutralzuckerbestimmung, Anionenaustausch-
chromatographie, etc.) erfolgte ebenfalls analog den in dem Kapitel Uber Phyllanthus
amarus beschriebenen Angaben.

Die Ausbeuten, bezogen auf das Trockengewicht, betrugen 6,9g (1,3%) fur die Roh-
polysaccharid 1+1- und 3,3g (0,6%) fur Rohpolysaccharid 1+4-Fallung. In Tabelle 26

sind die Ausbeuten zusammengestellt.
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Fraktion Menge [g] [%]*
Hexan 18,6 3,6
Dichlormethan 55 1,1
Methanol 75,4 14,5
nicht dialysierbarer Anteil 14,8 2,8
Rohpolysaccharid 1+1-Fallung 6,9 1,3
Rohpolysaccharid 1+4-Fallung 3,3 0,6

Tabelle 26: Mengenverhaltnisse der Fraktionen (*bezogen auf 520,0g Droge)

2.2. Allgemeine Charakterisierung der Rohpolysaccharid-Fallungen

2.2.1. Zuckeranalyse

Bei der DC-Analyse konnten die Zuckermonomere Arabinose, Glucose, Mannose und
Galaktose nachgewiesen werden. Die Bestimmung der quantitativen Zuckerzusam-
mensetzung erfolgte nach der Methode von BLAKENEY [1983] (siehe Tabelle 27).

Rohpolysaccharid Neutralzuckeranteile [%]

Arabinose 1,4
Glucose 1,8

1+1
Mannose 3,0
Galaktose 53
Arabinose 5,6

144 Glucose 8,8
Mannose 8,8
Galaktose 16,7

Tabelle 27: prozentuale Neutralzuckerzusammensetzung der Zuckermonomere

in den Rohpolysacchariden
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2.2.2. Uronsaureanalyse

Durch den Pektinaseabbau und der anschlieenden DC-Untersuchung wurde Galak-
turonsdure nachgewiesen. Die quantitative Uronsaurebestimmung erfolgte nach der
Methode BLUMENKRANTZ [1973].

Der Uronsaureanteil der Rohpolysaccharid 1+1-Fallung betrug 37,2% und der der 1+4-
Fallung 11,5%.

2.2.3. Proteingehalt

Bei der Proteinbestimmung nach LOWRY [1951] wurde ein Proteingehalt von 7,3% in
der Rohpolysaccharid 1+1-Fallung und 20,7% in der 1+4-Fallung erhalten.

2.2.4. High Performance Gel Permeation Chromatography (HPGPC)

Zur Ermittlung der Zusammensetzung der Polysaccharid-Fraktion wurden die Rohpoly-
saccharide mittels HPGPC an einer Superose-12-Saule aufgetrennt. Uber den Bre-
chungsindex (RI) und die UV-Absorption (bei 280nm) erhalt man Aufschlu® Uber die
Homogenitat eines Polysaccharids und Hinweise auf Verunreinigungen durch beglei-
tende Proteine.

Die Molekulargewichtsbestimmung der verschiedenen Polysaccharide im Rohpolysac-
charid erfolgte durch Aufstellen einer Eichgerade mit definierten Dextranen und Gluco-
se als Referenzsubstanzen. Anhand der Retentionszeiten bei der HPGPC konnte das

jeweilige Molekulargewicht bestimmt werden.

In Abbildung 25 sind exemplarisch die Brechungsindices- und UV-Chromatogramme

der Rohpolysaccharid 1+1-Fallung abgebildet.
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Abbildung 25: HPGPC-Chromatogramme der Rohpolysaccharid 1+1-Fallung, gemessen mittels
Brechungsindex und UV-Absorption (280nm)

Die zu erwartende heterogene Verteilung (verschiedene Polysaccharide, Proteine, Poly-
phenole) der Rohpolysaccharid 1+1-Fallung der Droge ist in den HPGPC-Chromato-
grammen zu erkennen.

Im Brechungsindex-Chromatogramm sind im Bereich von 100-550kD (R; = 17-22min)
die Polysaccharide und im niedermolekulareren Bereich des UV-Chromatogramms

(Rt = 30-40min) Verunreinigungen durch Begleitstoffe detektierbar.

2.3. Isolierung und Charakterisierung von Polysaccharid B

2.3.1. Isolierung

Anionenaustauschchromatographie

Bei der Aufreinigung mittels Anionenaustauschchromatographie konnten aus der Roh-
polysaccharid 1+1-Fallung ein neutrales Polysaccharid A und ein saures Polysaccharid
B isoliert werden. Beide Polysaccharide weisen einen positiven optischen Drehsinn
auf. Bei der Aufreinigung der Rohpolysaccharid 1+4-Fallung wurden gleichfalls ein
neutrales Polysaccharid C und ein saures Polysaccharid D mit positivem optischen
Drehsinn isoliert. In Tabelle 28 sind die prozentualen Mengen an Polysaccharid, be-

zogen auf die Fallung, angegeben.
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Rohpolysaccharidfallung Polysaccharid Ausbeute [mqg] [%]
A 28,8 5,8
1+1
B 322,5 64,5
C 29,8 6,0
1+4
D 247 .4 49,5

Tabelle 28: Ausbeuten an Polysacchariden aus den Rohfallungen nach Anionenaustauschchroma-
tographie (eingesetzt wurden 500mg)

Aus beiden Rohpolysaccharidfallungen konnte jeweils eine geringe Menge an neutra-

lem Polysaccharid (A bzw. C) und eine groliere Menge der sauren Hauptkomponenten

B bzw. D isoliert werden. Da es sich bei dem Polysaccharid B um das mengenmaliig

vorherrschende Polysaccharid handelte, wurde nur fir dieses eine Strukturaufklarung

durchgeflhrt.

2.3.2. Charakterisierung

Homogenitatsprifung und Bestimmung des Molekulargewichts mittels HPGPC

In Abbildung 26 sind die HPGPC-Chromatogramme des Polysaccharids B dargestellt.
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Abbildung 26: HPGPC-Chromatogramme des Hauptpolysaccharids B

(I = 280nm)
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Das Polysaccharid B zeigt einen Hauptpeak bei ca. 530kD (R¢= 17,7min) und enthalt
erwartungsgemal nur noch sehr wenige Proteinverunreinigungen, wie an dem UV-
Absorptionsspektrum (Abbildung 26, rechts) erkennbar ist (vgl. Rohpolysaccharid 1+1-
Fallung, Abbildung 25).

Eine weitere Aufreinigung an Fraktogelo wurde im kleinen Malstab durchgefuhrt. Da
sich die Zusammensetzung nur wenig verandert hatte, wurde mit dem Polysaccharid B

weitergearbeitet.

Proteingehalt, spezifische Drehung und Uronsauregehalt

Neben dem Molekulargewicht und dem Proteingehalt [LOWRY, 1951] wurden die spe-
zifische Drehung [nach DAB 10] und der Uronsauregehalt [BLUMENKRANTZ, 1973]

des Hauptpolysaccharids B bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 29 zusammen-

gefaldt.
Polysaccharid B
(Hauptpolysaccharid der 1+1 Rohfallung)

Proteingehalt nach LOWRY [%)] 2,8
Uronsauregehalt [%] 43,3
Spezifische Drehung [a[?... +59,0
Molekulargewicht [kD] 530

Tabelle 29: Physikalisch-chemische Parameter des Cissus-Polysaccharids B

Der Proteinanteil wurde von 7,3% im Rohpolysaccharid auf 2,8% reduziert. Dieses Er-
gebnis war aufgrund des UV-Spektrums bei der HPGPC-Charakterisierung zu erwar-
ten, da der Anteil der im UV-Bereich absorbierenden deutlich abgenommen hatte.

Der Uronsauregehalt hatte sich durch die Aufreinigung etwas erhoéht (von 37,2% auf
43,3%). Es handelt sich also um ein saures Polysaccharid, das mit einem ermittelten

Molekulargewicht von 530kD Uberraschend grol} ist.
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Neutralzuckeranalyse

Nach DC- und GC-Analyse des Polysaccharids konnten die Zucker qualitativ und
quantitativ bestimmt werden. Insgesamt weist das Polysaccharid einen Neutralzucker-
anteil von 22,3% auf, der sich wie folgt in die Zuckermonomere aufgliedert (siehe
Tabelle 30):

Zusammensetzung [%]
Xylose 1,4
Arabinose 2,9
Mannose 6,2
Galaktose 11,8
Tabelle 30: Prozentuale Verhaltnisse des genuinen Polysaccharids B

*bezogen auf das gesamte Polysaccharid

Die Zuckerzusammensetzung hatte sich im Vergleich zu dem Rohpolysaccharid (Ara-
binose 1,4%, Glukose 1,8%, Mannose 3,0%, Galaktose 5,3%) verandert. Der
Galaktose-, Mannose- und Arabinoseanteil hat sich erhoht. Glucose ist im Polysac-

charid B nicht vorhanden, dafur findet sich Xylose zu einem geringe Prozentsatz.

Bestimmung des Veresterungsgrades und des \Wassergehalts
Die Bestimmung erfolgte nach SCHOLLHORN [1994] und ergab nur eine 0,2%ige Ver-

esterung der Hydroxylgruppen und eine 0,9%ige Veresterung der Carboxylgruppen

des Polysaccharids.
Der Restwassergehalt des Polysaccharids B betrug 9,4% (Methode: Karl-Fischer-Titra-

tion).

Neutralzuckeranalyse des Polysaccharids und zweier Derivate

Die Neutralzuckerzusammensetzung des Polysaccharids ist in Tabelle 30 angegeben.
Zur weiteren Strukturaufklarung wurde das Polysaccharid partiell hydrolysiert und
reduziert. Von beiden Produkten wurde eine Neutralzuckeranalyse durchgefihrt, deren
Ergebnisse in Tabelle 31 angegeben sind. Zum Vergleich sind die Werte des genuinen

Polysaccharids und die Ergebnisse der Uronsaurebestimmung mitangegeben.
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Zusammensetzung [%] Polysaccharid
genuines PS part. hydrol. PS red. PS
Galaktose 11,8 11,1 44,7
Mannose 6,2 12,5 12,1
Arabinose 2,9 - 45
Xylose 1,4 1,0 24
Glucose - - 6,2
Uronsaure 43,3 54,9 15,1
Proteine 2,8 n.b. n.b.
Wassergehalt 94 n.b. n.b.
Tabelle 31: Prozentuale Verhaltnisse des genuinen und modifizierten Cissus-Polysaccharids B

n.b. = nicht bestimmt

Demnach sind im genuinen Polysaccharid die Zucker Xylose, Arabinose, Mannose
und Galaktose etwa im Verhaltnis 1:2:4:8 enthalten. Nach partieller Hydrolyse und der
damit verbundenen Abspaltung der Seitenkettenlag das Verhaltnis Mannose zu Galak-
tose nun bei 1:1.Aus diesem Grund mufld der Hauptstrang des Polysaccharids aus
einer alternierenden Mannose-Galaktose-Zuckerkette aufgebaut sein. Zusatzlich ist
noch ein geringer Teil an Xylose vorhanden.

Nach Reduktion des Polysaccharids hat sich erwartungsgemal der Neutralzucker-
anteil stark erhoht und der Uronsaureanteil erniedrigt. Der restliche Uronsaureanteil
(15,1%) deutet auf eine unvollstandige Reduktion hin. Wie aus der DC-Analyse bereits

erkennbar, handelt es sich bei der nachgewiesenen Uronsaure um Galakturonsaure.

Zusatzlich konnte durch die GC-Analyse noch ein Anteil an Glucose detektiert werden,
der auf das Vorhandensein von Glucuronsaure hinweist. Diese war nach Pektinase-

hydrolyse und DC-Analyse nicht nachweisbar.
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Methylierungsanalysen

Zur Aufklarung der Verknupfungen der Monomere wurden die folgenden Methy-

lierungsanalysen durchgefiihrt:

a) Methylierungsanalyse des genuinen Polysaccharids
Totalhydrolyse und Acetylierung)

b) Methylierungsanalyse des partiell
Methylierung, partielle Hydrolyse und Acetylierung)

c) Methylierungsanalyse des mit NaBDs reduzierten Polysaccharids (Reduktion der

Uronséauren, vollstandige Methylierung, Totalhydrolyse und Acetylierung)

Zuc). Zur Reduktion wurde NaBD4 eingesetzt und anschlieRend die jeweilige Methy-

lierungsanalyse (analog zu Phyllanthus amarus) durchgefuhrt. Hieraus ergaben sich

fur die Zuckerverknipfungen folgende Ergebnisse (Tabelle 32):

(vollstandige Methylierung,

hydrolysierten Polysaccharids (vollstandige

Zuckerverknupfung Zusammensetzung des Polysaccharids B [%]
genuin hy%argtli;!i_e " reduziert
term. Xylopyranose 3,7 0,8 4,3
term. Arabinofuranose 2,0 0,4 -
1,5-Arabinofuranose 2,0 - -
1,2,5-Arabinofuranose 5,7 0,4 8,0
1,3-Mannopyranose 4,5 10,1 57
1,6-Mannopyranose 8,9 15,4 8,0
1,2,3-Mannopyranose 4,5 20,6 3,0
term. Galaktopyranose 1,2 2,6 3,2
1,4-Galaktopyranose 14,7 8,3 42,7
1,3,6-Galaktopyranose 49,0 27,7 14,1
1,3,4,6-Galaktopyranose 3,8 13,7 3,7
1,4-Glucopyranose - - 7,3

Tabelle 32: Zusammenfassung der Ergebnisse der unterschiedlichen Methylierungsanalysen des

Polysaccharids B

*korrigierte Werte nach SWEET [1975]
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Die Verhaltniszahlen der Zuckermonomere der Methylierungsanalysen passen zu
denen der Neutralzuckeranalyse, wenn man bertcksichtigt, dal® die Reaktions- und
Aufreinigungsschritte, insbesondere bei den terminalen Zuckern, zu Verlusten flhren
kénnen [ASPINALL, 1982].

Die partielle Hydrolyse zeigte, dal® die Hauptkette des Polysaccharids aus Mannose-
und Galaktose-Einheiten aufgebaut ist. Die Kette weist Verzweigungen auf, wie aus
dem hohen Prozentanteil verschieden verknupfter Zuckermonomere (Mannose: 1,2,3-
und 1,6-; Galaktose: 1,3,6- und 1,3,4,6-verknupft) hervorgeht. Aus der Literatur
[BUCKERIDGE, 1995, GUPTA, 1990, IKUTA, 1997, MESTECHKINA, 1998] sind
Galaktomannane bekannt, die eine Hauptkette aus Mannosen mit unterschiedlich
verknlUpften Galaktosen bilden. Die Hauptkette enthalt aulRerdem 1,4-verknipfte Glu-
curonsaure und Galakturonsauren im Verhaltnis 1:4. Die Neutralzucker kommen im
Verhaltnis 1:2 zu den Uronsauren vor.

Daher ist anzunehmen, dal} es Bereiche mit langeren sauren Galakturonketten neben
den neutralen Galaktomannanketten gibt, dies z.T auch alternierend. Da nach den
Analysen der prozentuale Mannoseanteil im Partialhydrolysat zunimmt, darften sich
Mannosemonomere nahezu ausschlie3lich in der Hauptkette finden.

Der Arabinoseanteil nimmt dagegen (abgesehen von den 1,2,5-verzweigten Einheiten)
nach der partiellen Hydrolyse genau wie der Gehalt an terminaler Xylose stark ab. Ara-

binosen und Xylosen finden sich also vor allem in den Seitenketten.

13C-Kernresonanzspektroskopie

Im "*C-Spektrum kdénnen die anomeren C-Atome aufgrund der unterschiedlichen Tief-
feldverschiebung durch Vergleich mit Literaturwerten der jeweiligen axialen oder aqua-

torialen Stellung zugeordnet werden.

Durch Vergleich mit Literaturdaten konnten die Signale den verschiedenen Zuckern mit

ihren Verknupfungen zugeordnet werden (siehe Tabelle 33):
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Zuckerverknlupfung Verschiebungen | Literaturwerte Literatur
[ppm] [ppm]
1,4-a-D-GalpA C6 1741 KEENAN, 1985
174,9 174,5-176,8 DAVIS, 1990
1,4-a-D-GlupA C6 174,9 MORI, 1981
term. b-D-Galp C1 105,1 COLLINS, 1981
105,1 105,2 CAPEK, 2000
1,3,6-b-D-Galp C1 105,1 KANARI, 1989
1,3-b-D-Manp C1 103.1 103,0 GRASDALEN, 1980
1,4-a-D-GlupA C1 ’ 103,3 MORI, 1981
1,4-a-D-GalpA C1 102,1 102,5 SUN, 1987
term. a-D-GalpA C1 100 4 100,5 SHIMIZU, 1989
’ 100,3 MORI, 1981
term.-a-D-Xylp C1 994 100,0 McEWAN, 1982
1,2,5-a-L-Araf C2 87,9 88,2 CAPEK, 1983
term. a-L-Araf C2 83 1 82,5 CAPEK, 1983
1,5-a-L-Araf C4 ’ 83,4 CAPEK, 1983
1,4-b-D-Galp C5 DAVIS, 1990
1,6-b-D-Manp C5 76,9 76,6 GANTER, 1995
1,2,3-a-D-Manp C3 IKUTA, 1997
1,4-b-D-Galp C4 74,2 RYDEN, 1989
1,6-b-D-Manp C2 749 74,4 GANTER, 1995
1,2,3-a-D-Manp C5 ’ 74,2 IKUTA, 1997
1,3-b-D-Manp C3 744 GRASDALEN, 1980
1,4-a-GalAp C3 711 70,8 DAVIS, 1990
term. a-D-Xylp C4 70,4 69,9 McEWAN, 1982
69,3 COLLINS, 1981
term. b-D-Galp C4 69,4 696 RYDEN, 1989
term.-a-L-Araf C6 66.1 65,9 GROMAN, 1994
1,2,3-a-D-Manp C4 ’ 66,3 IKUTA, 1997
1,3-b-D-Manp C6 63,0 63,6 GRASDALEN, 1980
term. a-L-ArafC5 62,3 SAULNIER, 1988
1,4-b-D-Galp C6 62,1 62,2 DAVIS, 1990
1,6-b-D-Manp C6 62,5 GANTER, 1995
term. b-D-Galp C6 61,9 RYDEN, 1989
term. a-D-Xylp C5 61,5 61,6 McEWAN, 1982
1,2,3-a-D-Manp C6 61,9 IKUTA, 1997
-OCHs3 an C4 60,5 60,6 DINAND, 2001
Tabelle 33: Resonanzen der C-Atome fiir das Polysaccharid B im Vergleich zu Literaturwerten

Aufgrund der hochkomplexen Struktur, der hohen Molekulgrofe, des hohen Galaktu-
ronsaureanteils und der eingeschrankten Loslichkeit war es nicht in allen Fallen mog-

lich, die sich stark Uberlagernden Signale zuzuordnen (siehe Tabelle 33). Anhand der
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NMR-Daten und dem Vergleich mit Literaturdaten konnte jedoch grofdtenteils geklart
werden, in welcher Konfiguration die bereits zugeordneten Zucker vorliegen (Tabelle
34):

Form Zucker

a-D- term. Xylopyranose

a-L- term. Arabinofuranose

a-L- 1,5-Arabinofuranose

a-L- 1,2,5-Arabinofuranose

b-D- 1,3-Mannopyranose

b-D- 1,6-Mannopyranose

b-D 1,2,3-Mannopyranose

b-D- term. Galaktopyranose

b-D- 1,4-Galaktopyranose

b-D- 1,3,6-Galaktopyranose

b-D- 1,3,4,6-Galaktopyranose

a-D- 1,4-Galaktopyranosesaure

a-D 1,4-Glucopyranosesaure
Tabelle 34: Konfigurationszuordnung der Zuckermonomere im Polysaccharid B

Mannose und Galaktose liegen in der b-D-, Arabinose in der a-L- und Xylose in der

a-D-Form vor.

Fur die 1,3,4,6-Galaktopyranose liegen keine Literaturwerte vor, jedoch dirfte aus
Analogiegrinden die b-D-Form sehr wahrscheinlich sein. Die entsprechenden Signale
sind im "*C-NMR-Spektrum {iberlagert und daher nicht anzugeben.

Die Werte der 1,2,3-verknipften Mannopyranose entsprechen annahernd denen der
a-D-Form, doch konnte das Signal des anomeren C-Atoms nicht zugeordnet werden
(1,2,3-a-D-Manp C-1 =101,6ppm [IKUTA, 1997]). Aus diesem Grund liegt wahrschein-
lich die 1,2,3-verknipfte Mannopyranose - so wie die 1,3- und 1,6-verknupfte Manno-
pyranose - in der b-Form vor. Die ™*C-NMR-Daten von IKUTA et al. [1997] stammen

aus Untersuchungen des Pilzes Trichophyton mentagrophytes. Aus der Literatur
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[ASPINALL 1982, 1983] ist aber bekannt, dal} in Polysacchariden von Pilzen meist

andere VerknUpfungarten und Konfigurationen vorkommen.
Die Galakturon- und Glucuronsaure weisen die a-D-Form auf. Die Signale der ver-
esterten Galakturonsdure mit deren Methylester im '3C-Spektrum erscheinen bei

174,9ppm.

Zusammenfassung der Ergebnisse des Polysaccharids B

In der Tabelle 35 sind die Untersuchungsergebnisse des Polysaccharids B zusammen-

gefaldt:
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Zuckerverknupfung Zusammensetzung” des Polysaccharids B [%]
, partiell- :
genuin hydrolysiert reduziert
term. a-L-Xylopyranose 3,7 0,8 4,3
term. a-L-Arabinofuranose 2,0 04 -
a-L-1,5-Arabinofuranose 2,0 - -
a-L-1,2,5-Arabinofuranose 57 0,4 8,0
b-D-1,3-Mannopyranose 4,5 10,1 5,7
b-D-1,6-Mannopyranose 8,9 15,4 8,0
b-D-1,2,3-Mannopyranose 4.5 20,6 3,0
term. b-D-Galaktopyranose 1,2 2,6 3,2
b-D-1,4-Galaktopyranose 14,7 8,3 42,7
b-D-1,3,6-Galaktopyranose 49,0 27,7 141
b-D-1,3,4,6-Galaktopyranose 3,8 13,7 3,7
a-D-1,4-Glucopyranose - - 7,3
Neutralzuckeranteil 22,3 24,6 60,9
Galaktose 11,8 111 31,7
Mannose 6,2 12,5 134
Arabinose 2,9 - 4.9
Xylose 1,4 1,0 3,0
Glucose - - 7,9
Uronsauregehalt [%] 43,3 54,9 15,1
Uronsaureester 0,9 n.b. n.b.
Ester der OH-Gruppen 0,2 n.b. n.b.
Proteingehalt [%] nach LOWRY 2,8 n.b. n.b.
Wassergehalt [%] 94 n.b. n.b.
Spezifische Drehung [a]fooc +59,0 n.b. n.b.
Molekulargewicht-HPGPC [kD] 530 n.b. n.b.
Molekulargewicht-AF* [kD] 272 n.b. n.b.

Tabelle 35: Zusammenfassung der Ergebnisse des Polysaccharids B
n.b. = nicht bestimmt
korrigierte Werte nach SWEET [1975]
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Bei dem vorliegenden genuinen Polysaccharid handelt es sich um ein zu 43,3% aus
Galakturonsaure aufgebautes Pektin. Der Anteil der Neutralzucker setzt sich aus
Xylose, Arabinose, Mannose und Galaktose und im Verhaltnis 1:2:4:8 zusammen und

gehdrt zur Klasse der sauren Xyloarabinomannogalaktane.

Durch die partielle Hydrolyse werden vor allem Arabinose und Xylose abgespalten. Die
zurickbleibende Hauptkette besteht zu etwa gleichen Teilen aus Galaktose und
Mannose. Die Hauptkette ist wegen des hohen Anteils an verzweigten Zuckereinheiten
sehr komplex aufgebaut (Mannose: 1,2,3- und 1,6-; Galaktose: 1,3,6- und 1,3,4,6-
verknUpft). In der Literatur sind Galaktomannane bekannt, die eine Hauptkette aus
Mannose mit unterschiedlichen Verzweigungsstellen aufweisen und zusatzlich Galak-
toseankntpfungen besitzen [ASPINALL, 1982, 1983].

Bei der vorliegenden Hauptkette muss jedoch bericksichtigt werden, daly das Zucker-
Zuckersauren-Verhaltnis ca. 1:2 betragt. Es liegt somit ein saures Polysaccharid vor,
dessen saurer Anteil zu etwa vier Teilen aus 1,4-verknupften Galakturonsauren und zu
einem Teil aus 1,4-verknupften Glucuronsauren aufgebaut ist. Deshalb liegen wahr-
scheinlich Bereiche mit langeren sauren Galakturonketten neben den neutralen Galak-
tomannanketten vor.

Aus den Analysen ist ersichtlich, da® der Anteil an Mannose in der Hauptkette
zunimmt und somit die Mannosemonomeren in der Hauptkette zu finden sind, wahrend
die Anteile an Arabinose und Xylose durch die partielle Hydrolyse stark abnehmen.
Dies zeigt, dald die beiden Pentosen in den Seitenketten des Polysaccharids enthalten
sein mussen.

Die prozentuale Abnahme an 1,3,6- und 1,4-verknupften Galaktopyranosen im Partial-
hydrolysat gegentber dem genuinen Polysaccharid a3t darauf schlieRen, dal? diese
beiden Galaktopyranoseeinheiten sowohl in der Hauptkette wie auch in den Seiten-
ketten gebunden vorliegen. In den Seitenketten kommen die 1,4- und 1,3,6-verknupf-
ten Galaktopyranosen in einem Verhaltnis von etwa 1:3 vor.

Aufgrund der komplexen Struktur kann das Polysaccharid dem Strukturtyp |l zugeord-
net werden (siehe Phyllanthus amarus) [ASPINALL, 1983].

Damit kann folgender Strukturvorschlag fir das Hauptpolysaccharid B aus Cissus

quadrangularis gemacht werden (Abbildung 27):
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E ASYMMETRISCHE FLUR-FELDFLURFRAKTIONIERUNG
(AF%)

Die asymmetrische FluR-FeldfluRfraktionierung (AF?) ist eine Trenntechnik zur Bestim-
mung von GroRenverteilungen in Partikel, Protein- oder Polymerproben [LIU, 1993].
Ihr Einsatzbereich reicht bei Partikeln von ca. 1Tnm bis 100pum und bei Makromolekulen
von 10° bis 10"D. Die Vorteile der AF* sind der geringe Aufwand der Probenprépara-
tion, die schonenden Trennbedingungen und die Moglichkeit, verdinnte Proben im
Trennkanal aufzukonzentrieren.

Durch Kalibration mit geeigneten Referenzsubstanzen kann die Anlage sowohl zur
GroRen- und Molekulargewichtsverteilung als auch zur Quantifizierung eingesetzt
werden. In der Literatur sind erfolgreiche Arbeiten zur Molekulargewichtsbestimmung
von Biopolymeren mittels AF* (bzw. FFFF) beschrieben [KULICKE, 1999, ROESS-
NER, 1994, WHITE, 1997], jedoch beschrankten sich die Untersuchungen meist auf
die leicht zuganglichen kauflichen Standardsubstanzen wie z.B. Dextran, Pullulan,

Starke oder Zellulose.

1. TRENNPRINZIP

Das Trennprizip der AF* ist in Abbildung 28 dargestellt.

Kanaloberseite

—_—> o Querfluf}

—» . OOOOOO TDiffusion
Akkumulationswand mit unterer
Ultrafiltrationsmembran Kanal

Kanalunterseite

Abbildung 28: Trennprinzip der asymmetrischen FluR-FeldfluRfraktionierung (AF4)



Seite 104 Asymmetrische FluB-Feldflu3fraktionierung

Im Kanal bildet sich zwischen der Kanaloberseite und der Akkumulationswand ein
parabelférmiges laminares Stromungsprofil aus. Senkrecht zum Flul® wird ein Querflul®
erzeugt, welcher fir die Trennkraft verantwortlich ist. Die Gegenkraft zum Querflul
bildet die Ruckdiffusion in den Kanal. Jede Probe nimmt im Kanal (in Abhangigkeit
vom hydrodynamischen Volumen) eine definierte Gleichgewichtsposition durch den
spezifischen Diffusionskoeffizienten ein.

Der Querflul bewirkt nach Probenaufgabe zunachst eine Probenanreicherung in
Richtung der Akkumulationswand. Die Gleichgewichtsposition ist von der Proben-
groRe, der Polaritat der Ultrafiltrationsmembran und der Probe, dem Flu® und dem
Querflul abhangig. Je naher die Gleichgewichtsposition an der Akkumulationswand
liegt, umso spater wird die Probe eluiert, d.h. groRere Partikel oder Probenmolekile
werden durch den Querflu® starker an die Akkumulationswand ,gedrtickt* als kleinere,
wodurch die Gleichgewichtsposition naher an der Akkumulationswand liegt. Grolde
Probenmolekille eluieren spater, da die Stromungsgeschwindigkeit parabelférmig

entgegen der Entfernung zur Akkumulationswand abnimmt.
Der Querflul® wird nicht durch Abzweigen eines Teils des Laminarflusses erzeugt, son-

dern wird von einer zusatzlichen Pumpe in den oberen Kanal gepumpt und im unteren
Kanal abgezogen. Hierdurch wird der Laminarflu® konstant gehalten.

2. VERSUCHSAUFBAU

Der Versuchsaufbau der AF* ist in Abbildung 29 dargestellt.

Elutionspumpe

| p asymmetrischer

| — Detektor

| 7N » Kanal
1 |
Injektionspumpe |
| I
' !
Autosampler v
Spritzenpumpe
(Querflud)

Abbildung 29: schematischer Versuchsaufbau der AF* (ohne Umschaltventile)
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Eine Elutionspumpe fordert die Elutionsflissigkeit ventilgesteuert in den Trennkanal
(Laminarflu3). Mit einer Injektionspumpe wird die Probe manuell oder automatisch
(Autosampler) mittels eines Injektionsventils Uber einen separaten Einlal in den Kanal
injiziert. Die Probe wird durch den Querflul der saugend eingesetzten Spritzenpumpe
und dem ventilgesteuerten Laminarzuflul® (Fokussierflull) auf der Membran fokussiert.
Dieser Schritt kann zeitlich verlangert werden, um stark verdinnte Proben anzurei-
chern. Uber computergesteuerte Ventilsysteme und Pumpen werden die zur optimalen
Trennung bendtigten Flusse eingestellt. Nach der Fraktionierung im Trennkanal erfolgt

die Registrierung mit einem DurchfluRdetektor.

3. MOLEKULARGEWICHTSBESTIMMUNG VON POLYSACCHA-
RIDEN MITTELS AF*- UND RI-DETEKTOR

Um die MolekillgroRe bestimmen zu kénnen, wurde als erstes das AF*-System mit
geeigneten Standards geeicht. Derzeit verwendet man Dextrane und Pullulane, da
diese in definierten Grolken zuganglich sind. Hierbei handelt es sich um eine relative
Molekulmassenbestimmung.

Da Polysaccharide keine Absorption im UV-Licht aufweisen, wurden die Proben mittels

RI-Detektor nachgewiesen.

In Vorversuchen mit den Standardeinstellungen der AF* konnte mit den Dextran-
standards kein befriedigendes Ergebnis erhalten werden, da die molekulare Verteilung
der Dextrane sehr grof3 ist und die Nachweisempfindlichkeit des RI-Detektors nicht
ausreichend war. Aus diesem Grund wurden die Fokussierzeit verlangert, die Quer-
fluBrate erhdoht und verschiedene Membrane auf ihre Brauchbarkeit geprift. Zudem
wurde der Ubliche Phosphatpuffer durch Wasser ersetzt. Mit diesen Modifikationen

konnte schliellich ein befriedigendes Ergebnis erzielt werden (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30: Konzentrationsabhangigkeit des Dextran 110kD in der AF*

Da Dextrangemische wie erwahnt aufgrund der breiten GroéRenverteilung nicht ge-
trennt werden und eine lineare Kalibrationskurve nicht erstellt werden konnte (siehe
Abbildung 32), wurden zur Kalibration Pullulanstandards eingesetzt. Diese besitzen
eine engere Grolenverteilung und kénnen daher auch bei Vorliegen von Gemischen
getrennt werden.

In Abbildung 31 sind die Retentionszeiten der einzelnen Pullulanstandards dargestelt.

— Pullulan 55 kD

0,005 — Pullulan 11,2 kD
— Pullulan 220 kD
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Abbildung 31: Retentionszeiten der verschiedenen Pullulanstandards in der AF*
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Das ,Fronting“ der Peaks entsteht durch unzureichendes Fokussieren der Probe auf
der Membran. Es kommt zu unterschiedlichen Gleichgewichtsabstanden der Proben-
moleklle zur Membran, wodurch geringere Wechselwirkungskrafte auf sie wirken und
als Folge die Verbindungen schneller eluiert werden.

Die Kalibrationskurven der Dextran- und Pullulanstandards sind in Abbildung 32

wiedergegeben.
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Abbildung 32: Vergleich der Kalibrationskurven der Dextran- und Pullulanstandards

Die Kalibrationskurven zeigen, daf} die Pullulane eine prazisere Molekulargewichtsbe-
stimmung zulassen als die Dextrane. Dies bestatigt das Ergebnis von WITTGREN et
al. [1997], wonach Pullulane eine engere Molekulargewichtsverteilung im Vergleich zu
dem polydisperseren Dextranen aufweisen.

Alle weiteren Groflenbestimmungen der pflanzlichen Polysaccharide wurden daher in
Relation zu den Pullulanstandards und zwar mit den aufgereinigten Polysaccharide

aus Phyllanthus amarus, Cissus quadrangularis und Mucuna pruriens durchgefuhrt.

In Tabelle 36 sind die Ergbnisse der Grolienbestimmung im Vergleich zu den bereits

bestimmten Werten der HPGPC-Analytik angegeben.
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Polysaccharide aus AF* HPGPC Literatur
Phyllanthus amarus 6 425 -
Mucuna pruriens 10 110 -
Cissus quadrangularis 6 530 -
Larix occidentalis 6 17 37

Tabelle 36: Vergleich der Molekulargewichtsbestimmung durch AF* und HPGPC [kD]
*bezogen auf Pullulanstandards
bezogen auf Dextranstandards

Obwohl die Kalibrierkurven von AF* (siehe Abbildung 32) und HPGPC (Daten nicht
gezeigt) keine auffalligen Abweichungen von der Norm zeigten, wichen die Ergebnisse
der pflanzlichen Proben stark voneinander ab. Die HPGPC-Proben wurden anhand der
Dextranstandards ausgewertet.

Zur Uberpriifung beider Methoden wurde das bekannte neutrale Polysaccharid der
Larche (Larix occidentalis) untersucht. Aus der Literatur ist bekannt, dal} es sich um
ein neutrales Arabinogalaktan mit einem Molekulargewicht von 37kD handelt [PON-
DER, 1997, PRESCOTT, 1995].

Zusammenfassung

Die mittels AF* und HPGPC experimentell ermittelten Molekulargewichte des Larchen-
Arabinogalaktans stimmte nicht mit dem aus der Literatur bekannten Wert Uberein
(siehe Tabelle 36). In der Literatur [PONDER, 1997, PRESCOTT, 1995] wurde das
Larchen-Arabinogalaktan durch die Lichtstreuung- und MALDFTOF-Methode be-
stimmt. Beide Methoden sind allgemein zur absoluten Molekulargewichtsbestimmung
anerkannt.

Die von uns durchgefuhrten Bestimmungen sind dagegen relative Methoden, wobei
das hydrodynamische Volumen der Probe in Relation zu dem hydrodynamischen
Volumen der Referenz vermessen wird. Als Ursachen fur die Abweichungen kommen
in den gemessenen Proben und den Referenzen die unterschiedlichen Primar-,
Sekundar- und Tertiarstrukturen in Frage, da diese nur bedingt miteinander verglichen
werden.

Zur Lésung des Problems muften Korrekturfaktoren - beispielsweise in Bezug auf die
Struktur oder das hydrodynamische Volumen — berucksichtigt werden. Da diese Kor-
rekturfaktoren experimentell nur sehr schwer zuganglich sind, wurde der Einsatz eines

anderen Detektors z.B. eines Lichtstreudetektors versucht.
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4. MOLEKULARGEWICHTSBESTIMMUNG VON POLYSACCHA-
RIDEN MITTELS AF*, RI- UND LICHTSTREUDETEKTOR

Zur Absolutmassenbestimmung der isolierten Polysaccharide wurde eine AF*-Anlage

mit einem Brechungsindex- und einem statischen LASER-Lichtstreudetektor (SLS)

kombiniert.

Das Prinzip eines statischen LASER-Lichtstreudetektors (SLS) ist in Abbildung 33
wiedergegeben.

Probe

i Hauptstrahl
LASER |———» >
- ga

~
~
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computergestutzte
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Abbildung 33: Schematische Darstellung eines statischen LASER-Lichtstreudetektors (SLS)

Das LASER-Licht wird in die Probe gestrahlt. Der grofRere Anteil (Hauptstrom) passiert
ohne Ablenkung die Probe. Ein geringer Anteil wird an den Probenmolekilen gestreut.
Das abgelenkte Licht (Streulicht) kann in Abhangigkeit des Streuwinkels mittels Photo-
multiplier verstarkt und Uber den Computer ausgewertet werden.

Bei der statischen Lichtstreuungsverteilung erhalt man Informationen Uber das Mole-
kulargewicht, den Gyrationsradius und die dreidimensionale Struktur der gel6sten
Molekdile.

Der SLS-Detektor kann die molare Masse - aber nicht die Konzentration - bestimmen,
da die Empfindlichkeit nicht linear mit der Probengrofie zunimmt. Aus diesem Grund
muld parallel mit einem RI-Detektor die Konzentration bestimmt werden. Erst durch
Kombination ist es moglich, sowohl die Konzentration als auch die Molekulargewichte

online zu bestimmen.
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In Abbildung 34 sind exemplarisch die Mel3werte des Polysaccharids aus Phyllanthus

amarus dargestellt.
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Abbildung 34: Fraktogramm des Polysaccharids aus Phyllanthus amarus mit Rl und SLS 90°-
Detektion

In Abbildung 34 ist anhand des Verlaufs des RI-Detektorsignals gut zu erkennen, daf}
nur im Retentionsbereich von etwa 1,5-10min die Probe eluiert. Im spateren Bereich
nimmt die Empfindlichkeit des SLS-Detektors stark zu, so dall es zu den beiden
Signalen bei 13,7min und 17,8min kommt. Bezieht man aber fur diese Retentions-
zeiten das RI-Signal mit ein, so erkennt man, dal3 so gut wie keine Probenmolekiile
mehr eluieren. Hieraus ergibt sich, dald die Hauptkomponente bei ca. 1,5-10,5min

eluiert, was nach Auswertung des SLS-Signals einem Molekulargewicht von 259kD

entspricht.

In Tabelle 37 sind die Ergebnisse der Pflanzenproben der unterschiedlichen Trennver-

fahren und Detektoren zusammengestellit:
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Molekulargewicht [kD]

Polysaccharide aus RI-Detektor? SLS-RHIDetektor®
AF* HPGPC’ AF*
Phyllanthus amarus 6 425 259
Mucuna pruriens 10 110 168
Cissus quadrangularis 6 530 272

Tabelle 37; Vergleich der Molekulargewichtsbestimmung durch AF* und HPGPC bei verschiedenen
Detektoren
relative® und absolute” Molekulargewichtsbestimmung
*bezogen auf Dextranstandards

Wie aus Tabelle 37 hervorgeht, weichen auch die mit SLS-RIDetektor ermittelten
Molekulargewichte von den Werten der beiden anderen Verfahren ab. Die bestimmten
absoluten Molekulargewichte der pflanzlichen Polysaccharide liegen sowohl unter
(Phyllanthus amarus = 259kD, Cissus quadrangularis = 272kD) als auch Uber (Mucuna
pruriens = 168kD) den Werten der HPGPC-Analysen. Die Werte der AF*-Analytik sind
viel zu niedrig, vor allem wenn man bericksichtigt, da die Polysaccharide wahrend
der Aufreinigung mehrmals gegen ein Ausschluvolumen von 12-14kD dialysiert

wurden.

Zusammenfassung

Die Methoden der relativen Molekulargewichtsbestimmung von sauren pflanzlichen
Heteroglycanen mittels HPGPC oder AF* in Kombination mit einem Brechungsindex-
Detektor ((RI)-Detektor) sind nicht geeignet (siehe Tabelle 37). Die Ublicherweise ein-
gesetzten Standardverbindungen (Dextrane, Pullulane = Homoglycane) zur Eichung
des Verfahrens sind sowohl in der Sekundar- bzw. Tertiarstruktur (lineare Standards
vs. hochverzweigte Proben) als auch in ihrem Trennverhalten (neutrale Homoglycane
vs. saure Heteroglycane) gegenuber den untersuchten Heteroglycanen zu unter-
schiedlich.

Aus diesen Griinden ist eine Molekulargewichtsbestimmung auf der Basis der derzeit
zuganglichen Standardsubstanzen in Kombination mit einem RI-Detektor nur sehr ein-

geschrankt aussagekraftig und somit als Routineverfahren nicht geeignet.
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Zur Molekulargewichtsbestimmung mittels AF* und RI-Detektor schlugen HEGEN-
DORF et al. [2001] die Einflhrung eines substanzspezifischen ,Formfaktors® vor.
Jedoch ist die Bestimmung eines ,Formfaktors® (entspricht dem hydrodynamischen
Volumen) mit erheblichem experimentellen Aufwand oder dem Einsatz teurer Detek-
toren verbunden. Dies wiederum verhindert einen schnellen routinemafRligen Einsatz

dieser Methode.

Eine Aussage uber das Molekulargewicht der hochkomplexen pflanzlichen Polysac-
charide ist somit nur Uber eine absolute Molekulargewichtsbestimmung mdglich. Hier-
zu wurde ein SLS-Detektor mit einer AF*-Anlage gekoppelt.

Die AF*Anlage wurde ausgewahlt, um die bei der Gelpermeationschromatographie
auftretende Wechselwirkungen mit der stationaren Phase wie Adsorption, lonenaus-
schlul® (Veranderung des Porenvolumens) und Degradierung (z.B. durch Strukturver-
langerung aufgrund des Stromungsflusses) zu vermeiden.

Der SLS-Detektor bestimmt das absolute Molekulargewicht Gber die Lichtstreuung an
den Probenmolekilen, wodurch Standards Uberfllissig werden.

Durch Einsatz einer Kopplung aus AF* und LASER-Lichtstreudetektor konnten bereits
PICTON et al. [2000] Polysaccharide aus Acacia senegal auftrennen und charakte-

risieren.

Ein anderes Verfahren der absoluten Molekulargewichtsbestimmung, das derzeit auch
angewandt wird, ist eine spezielle Art der Massenspektrometrie, die ,matrix-assisted
laser desorption/ionisation — time of flight*-Methode (MALDFTOF). Hierbei wird die
Probe mittels LASER aus einer Matrix schonend ionisiert und anschlie3end werden die
Massenfragmente anhand der ,Flugzeit” analysiert. Dieses Verfahren wird bereits zur
Strukturaufklarung von Oligosacchariden und Polysacchariden eingesetzt [HARVEY,
1996, VENKATARAMAN, 1999]. Da die Obergrenze der zu erfassenden Molekular-
gewichte derzeit noch bei 200kD liegt, konnte das MALDFTOF-Verfahren zur Struktur-
aufklarung der im Rahmen dieser Arbeit isolierten pflanzlichen Polysaccharide nicht

eingesetzt werden.
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F PHARMAKOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN

1. PRUFUNG VON POLYSACCHARIDEN AUF ZYTOTOXIZITAT

Um einen mdglichen toxischen Einflul von Roh- und Polysaccharide auf Zellysteme
auszuschlie®en, wurde exemplarisch die Rohpolysaccharidfraktion aus der 1+1-Fal-
lung von Phyllanthus amarus im Tetrazolium-Vitalitatstest untersucht.

Die Grundlage des Test besteht in einer Spaltung von dem Tetrazoliumsalz WST-1 zu
dem Farbstoff Formazan durch das Succinat-Tetrazolium-Reduktase-System, das zu
der Atmungskette der Mitochondrien gehort und nur in lebenden Zellen aktiv ist. Die
gebildete Menge an Farbstoff ist direkt proportional zu der Anzahl an metabolisch akti-
ven Zellen und durch Messung der Absorption der Farbstofflésung kann die Anzahl der

lebenden Zellen bestimmt werden.

In Konzentrationen von 5500ug/ml wurden bei HepG2-Zellen keine Zytotoxizitat fest-

gestellt, d.h. selbst hohe Konzentrationen von bis zu 500ug/ml hatten in vitro nach 12h

keinen zytotoxischen Effekt auf die Vitalitat der Zellen.

2. AKTIVIERUNG DER UNSPEZIFISCHEN IMMUNABWEHR
DURCH POLYSACCHARIDE

An der unspezifischen Immunabwehr sind die neutrophilen und eosinophilen Granulo-
zyten malgeblich beteiligt [MUTSCHLER, 1996, SZALAY, 1997, THEWS, 1999]. Die
neutrophilen Granulozyten sind zur Produktion von Sauerstoffradikalen, Phagozytose
und zur Degranulation von proteolytischen Vesikeln befahigt. Zu den Phagozyten
werden die neutrophilen und eosinophilen Granulozyten (= Mikrophagen) sowie Mono-
zyten (= Makrophagen) gezahlt. Sie spielen bei der Elimination pathogener Mikroorga-

nismen eine zentrale Rolle.
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Der Vorgang der Phagozytose selbst kann aufgeteilt werden in:

Anlockung der Phagozyten durch Bakteriengifte, Stoffe des Zellzerfalls oder fremde
Zellen,

Opsonierung (durch Bestandteile des Komplementsystems),

Adharenz der Membranrezeptoren,

Invagination der Zellmembran,

Bildung des Phagosoms,

Bildung des Phagolysosoms und

Abbau bzw. intrazellulare Modifikation.

Ein zweiter Abwehrmechanismus steht mit der sogenannten "oxidative burst"-Aktivitat

zur Verfigung. Dieser Vorgang beinhaltet eine durch Induktion von Neutrophilen er-
zeugte rasche Freisetzung gro3er Mengen an Sauerstoffradikalen, die durch aktivierte
NADPH-Oxidase gebildet werden und eingedrungene Mikroorganismen sowohl intra-
zellular als auch extrazelluléar schadigen kénnen. Uber den Mechanismus der Erzeu-
gung der Sauerstoffradikale gibt es umfangreiche Literatur [z.B. EDWARDS, 1996].
Obwohl die Phagozytose- und die "oxidative burst"-Aktivitat in den meisten Fallen
miteinander Kkorrelieren, gibt es Falle, bei denen der eine Vorgang nicht unbedingt den
anderen auslost. Die "oxidative burst"-Aktivitat und die Phagozytose spielen bei der
Eliminierung von pathogenen Mikroorganismen und bei allen Entzindungsvorgangen

eine wichtige Rolle.
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2.1. Phagozytoseinduktion durch Polysaccharide

Zur Bestimmung der Phagozytose-Aktivitdt nach Exposition mit Polysacchariden wird
heute die DurchfluRzytometrie nach Anfarben der Phagozyten mit einem Fluoreszenz-
farbstoff eingesetzt, die rasch und einfach Ergebnisse mit hoher Prazision und Repro-
duzierbarkeit liefert.

Das Prinzip der Bestimmung beruht auf der Erkennung verschiedener Zellpopulationen
in Vollblut anhand ihrer spezifischen GroRe und Granularitat. Aufschlul® dariber erhalt
man durch das Vorwarts- und Seitwartsstreulicht eines Lasers, das durch Reflexion an
Bestandteilen der Probe entsteht. Mittels des eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffs
konnen einzelne Zellen, Zellbestandteile oder DNA-Fragmente angefarbt und auf diese
Weise ihre Zahl und Veranderungen ihrer Eigenschaften festgestellt werden. Die
unterschiedlich ausgesandten Fluoreszenzen werden detektiert, wodurch Informatio-
nen Uber die Kriterien ,lebend“ oder ,tot* bzw. ,phagozytiert habend“ oder ,noch nicht
phagozytiert habend” erhalten werden konnen.

Anhand eines Zeitverlaufs der Phagozytose-Aktivitat in Abhangikeit zur eingesetzten
Konzentration (siehe "oxidative burst"-Aktivitat) wurde auch hier eine optimale Kon-
zentration von 10ug/ml festgestellt. Diese Konzentration wurde zur Bestimmung des
Einflusses der Roh- und Polysaccharidfraktionen auf die Phagozytose-Aktivitat einge-
setzt.
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Abbildung 35: Prozentuale Phagozytoseaktivitat verschiedener Roh-/Polysaccharide gegeniber dem
Bakterienstamm Staphylococcus aureus in einer Dosierung von 10ug/mi
*Prozent als relative Aktivierung im Vergleich zur Kontrolle (auf 0% gesetzt)
A = Phyllanthus amarus Rohpolysaccharid 1+1-Fallung
B = Phyllanthus amarus Rohpolysaccharid 1+4-Fallung
C = Phyllanthus amarus Hauptpolysaccharid B
D = Mucuna pruriens Rohpolysaccharid 1+1-Fallung
E = Cissus quadrangularis Rohpolysaccharid 1+1-Fallung
F = Cissus quadrangularis Hauptpolysaccharid B

Alle getesteten Roh- und Polysaccharidfraktionen waren in der Lage, die Phagozytose-
aktivitat zu erhdhen. Die drei verschiedenen Phyllanthus-Fraktionen stimulierten die
Phagozytoseaktivitdt am besten; auch die Fraktionen aus Mucuna und Cissus konnten
einen positiven Effekt erzielen.

Bei den Phyllanthus-Fraktionen sind die Rohpolysaccharid-Fallungen potenter als die
Hauptkomponente (Polysaccharid B), d.h. neben der Hauptkomponente kommen noch
weitere Verbindungen in den Rohfallungen vor, die synergistisch die Aktivierung der
Phagozytose-Aktivitat steigern. Ahnliches ist auch bei den Cissus-Fraktionen zu
beobachten; auch hier erwies sich die Rohfallung aktiver als die isolierte Hauptkompo-

nente.
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In der Literatur wurden bereits sehr viele Polysaccharide beschrieben, die die Phago-
zytose-Aktivitat steigern. Beispielsweise isolierte INGOLFSDOTTIR [2000] aus
Cetraria islandica ein Galaktomannan, das in vitro im menschlichen Granulozyten-
Modell in einer Konzentration von 100ug/ml eine Steigerung der Phagozytose-Aktivitat
um 68%, bei 10pg/ml um 24% und bei 1ug/ml um 14% hatte.

SCHOLLHORN [1994] fand eine in vitro- und in vivo-Stimulierung der Phagozytose-
Aktivitat bei den aus Withania somnifera isolierten Polysacchariden. Hochaktiv war das
saure Arabinorhamnogalaktan im Carbon-Clearance-Test und im durchfluizytometri-
schen Phagozytosetest, wohingegen das neutrale Polysaccharid (Galaktoglucan) nur
eine moderate Wirkung hatte. So konnte das saure Arabinorhamnogalaktan die
Phagozytose-Aktivitat bei der Konzentration von 100ug/ml um 74% und bei 10ug/ml
um 40% steigern. Aus diesen Ergebnissen schloR SCHOLLHORN, dal die sauren
Polysaccharide aus Withania somnifera als ein wesentliches immunmodulierendes
Wirkprinzip betrachtet werden konnen. Aus Echinacea purpurea wurden von
WAGNER et al. [1985, 1988] ein Arabinogalaktan isoliert, das die Phagozytose stimu-
lierte. Der Effekt wurde sowohl in vivo im Carbon-Clearance-Test an Mausen in einer
Dosis won 10ml/kg KG beobachtet als auch in vitro an polymorphkernigen Neutrophilen
(PMN) im menschlichen Plasma; hier wurde bei einer Konzentration von 10ug/ml die
Phagozytose-Aktivitat um 32% gesteigert.

In vivo konnten PEREIRA et al. [2000] an Mausen mittels Carbon-Clearance-Test
zeigen, dal die aus Periandra mediterranea isolierten hochverzweigten Glucane bei
Gabe von 50ug/g KG Uber 5 Tage eine Steigerung der Phagozytose-Aktivitat von 16%
bis 291% gegenlber der Kontrollgruppe bewirkten.

Auffallend ist, dal® das von KRAUS [1998] isolierte lineare Glucan aus Urtica dioica die
Phagozytose-Aktivitat (<10% bei 10pug/ml) nur sehr schwach stimulierte. Auch das
neutrale Galaktoglucan aus Withania somnifera steigerte die Phagozytoserate nur sehr
schwach (13% bei 10ug/ml) [SCHOLLHORN, 1994].

Die isolierten Polysaccharide aus Phyllanthus amarus und Cissus quadrangularis
aktivieren die Phagozytose in ahnlichen Konzentrationen wie vergleichbare in der

Literatur beschriebene Polysaccharide.
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Beim Vergleich der Literaturdaten mit den Ergebnissen der Hauptpolysaccharide aus

Phyllanthus amarus und Cissus quadrangularis stellt man fest, da® tendenziell saure

Polysaccharide die Phagozytose-Aktivitat besser steigern als neutrale Polysaccharide.

Ferner scheint die Aktivitat mit zunehmendem Uronsaureanteil gesteigert zu werden.

Dieser Zusammenhang wird deutlich, wenn man den Uronsaureanteil bei einer be-

stimmten Konzentration vergleicht (Tabelle 38).

Uronséaure-

Phagozytose-

Pflanze Strukturtyp anteil [%] Aktivitat [%]* Literatur
Thuja Fucogalaktoxylo-
occidentalis glucan 0 +10 FISCHER, 1992
Sabal serrulata | Galaktomannan 0 +30 FISCHER, 1992
Cetraria INGOLFSDOTTIR,
Islandica Galaktomannan 0 +24 2000
Urtica dioica Glucan 2 +6 KRAUS, 1998
Echinacea Arabinogalakt 9 +27 WAGNER, 1985
purpurea rabinogalaktan ,
Thuja
occidentalis Glucomannan 36 +2 FISCHER, 1992
Cissus | Xyloarabino- 43 +13 diese Arbeit
quadrangularis | mannogalaktan
Withania Arabinorhamno- 63 +40 SCHOLLHORN,
somnifera galaktan 1994
Phyllanthus Arabinorhamno- . .
amarus galaktan 73 +46 diese Arbeit
Rumex acetosa Arabinorhamno- 78 +34 SCHWARTNER,
umex galaktan RW-S1 1995, 1996
R t Arabinorhamno- 85 +54 SCHWARTNER,
umexacetosa | gajaktan RW-S2 1995, 1996

Tabelle 38:

*Steigerung relativ zur Negativkontrolle, ¢ = 10ug/ml

Vergleich der Phagozytose-Aktivitat verschiedener saurer Polysaccharide
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Wie aus Tabelle 38 zu entnehmen, ist diese Tendenz aber nur eingeschrankt gultig.
Die Polysaccharide aus Cetraria und Cissus (Galaktomannan bzw. Xyloarabinomanno-
galaktan) z.B. durften als Ausnahme gelten. Folglich kann der Uronsaureanteil nicht
allein dafur verantwortlich sein, ob ein Polysaccharid die Phagozytose-Aktivitat steigert
oder nicht. Weitere Griinden liegen hdchstwahrscheinlich in der Komplexizitat der
Feinstruktur, den VerknlUpfungsarten und den damit verbundenen Sekundar- sowie
Tertiarstrukturen. Eine weitere systematische Untersuchung ist notig, um eine genaue

Struktur-Wirkungs-Beziehung zu erhalten.

2.2 Steigerung der ,,oxidative burst“-Aktivitat durch Polysaccharide

Die Bestimmung der ,oxidative burst®-Aktivitat kann durch Messung der erhohten
Chemilumineszenz von Luminol oder Lucigenin erfolgen [WAGNER, 1991]. Die heute
zum Screening genutzte Methode ist die DurchfluRzytometrie im Vollblut (siehe Kapitel
2.1., Seite 115).

Die Bestimmung der ,oxidative burst‘-Aktivitat wurde mittels DurchfluBzytometrie an
Vollblut freiwilliger Spender durchgefiihrt. Die Aktivitat wird anhand des zuerst farb-
losen Farbstoffs Dihydroethidium (DHE) ermittelt, der nach Diffusion in die Zelle durch
die gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) der phagozytierenden Zellen oxidiert
wird und dann als rote Fluoreszenz spezifisch vermessen werden kann. In dieser
Methode sind DNA der abgestorbenen Zellen rot und die Phagozyten orange ange-
farbt.

Exemplarisch ist der Zeitverlauf der ,oxidative burst‘-Aktivitat unter EinfluR des Haupt-
polysaccharids aus Phyllanthus amarus in Abhangigkeit der Konzentration dargestellt
(siehe Abbildung 36).
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Abbildung 36: Zeitverlauf der ,oxidative burst™-Aktivitdt gegeniber dem Bakterienstamm Staphylococ-
cus aureus in Gegenwart verschiedender Konzentrationen des Hauptpolysaccharids

aus Phyllanthus amarus

Man kann erkennen, daf} eine Dosis-Wirkung-Beziehung besteht. Bei einer Konzentra-
tion von 1ug/ml ist eine leichte Aktivierung zu erkennen. Bei 10ug/ml ist die starkste
Aktivierung zu beobachten, die bei weiterer Konzentrationserhéhung (100ug/ml) ab-
sinkt.

Die optimale Testkonzentration betrug 10ug/ml, weshalb zur Bestimmung der ,oxida-
tive burst®-Aktivitat der unterschiedlichen Roh- und Polysaccharidfraktionen diese Kon-

zentration eingesetzt wurde (siehe Abbildung 37).



Pharmakologische Untersuchungen Seite 121

75

an
o

N
(¢)]

"oxidative burst"-Aktivitat [%]*

A B C D E F

Abbildung 37: Prozentuale ,oxidative burst“Aktivitdt gegentiber dem Bakterienstamm Staphylococcus
aureus unter Einflul® verschiedener Roh- und Polysaccharidfraktionen in einer
Dosierung von 10ug/ml
*Prozent als relative Aktivierung im Vergleich zur Kontrolle (auf 0% gesetzt)
A = Phyllanthus amarus Rohpolysaccharid 1+1-Fallung
B = Phyllanthus amarus Rohpolysaccharid 1+4-Fallung
C = Phyllanthus amarus Hauptpolysaccharid B
D = Mucuna pruriens Rohpolysaccharid 1+1-Fallung
E = Cissus quadrangularis Rohpolysaccharid 1+1-Fallung
F = Cissus quadrangularis Hauptpolysaccharid B

Alle getesteten Roh- und Polysaccharidfraktionen konnten die ,oxidative burst*-Aktivi-
tat steigern. Die drei verschiedenen Phyllanthus-Fraktionen stimulierten die Aktivitat
am starksten; auch die Fraktionen aus Mucuna und Cissus erzielten einen Effekt.

Unter den Phyllanthus-Fraktionen hatte die Rohpolysaccharid 1+4-Fallung den gering-
sten Einflud auf die Aktivitat. Die Rohpolysaccharid 1+1-Fallung flhrte zu einer hohen
,oxidative burst‘-Aktivitdt. Das daraus isolierte Hauptpolysaccharid induzierte sogar
eine noch hdhere Aktivitat. Somit scheint das Hauptpolysaccharid groRtenteils fur die
Aktivitat verantwortlich zu sein. In der 1+1-Rohfallung wirken die Begleitkomponenten

schwach antagonistisch bzw. hemmend auf die ,oxidative burst‘-Aktivitat.
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Bis Mitte der neunziger Jahre war es ublich, die aktiven Sauerstoffspezies in einer
angereicherten Granulozyten-Fraktion mittels Luminol bzw. Lucigenin zu messen. Mit
dieser Methode wurde beispielsweise die Aktivitat des aus Echinacea purpurea isolier-
ten Arabinogalaktans bestimmt [LOHMANN-MATTHES, 1989]. Das Polysaccharid
konnte dosisabhangig die Produktion der reaktiven Sauerstoffspezies in Mausemakro-
phagen in dem Lucigenin/Zymosan-Chemilumineszenz-Assay steigern. Eine Erhdhung
der Dosis fuhrte zu einer Hemmung der ROS-Produktion. PUHLMANN [1989, 1991,
1992] isolierte aus Achyrocline satureioides zwei Arabinorhamnogalaktane, die die
,oxidative burst®-Aktivitdt in einer Konzentration von 10ug/ml um 18% bzw 33% stei-

gerten (Bestimmung nach dem Chemilumineszenzverfahren).

Uronsaure- | “ox. burst®- .
Pllanze Typ anteil [%] | Aktivitat [%]* Literatur
. Arabinogalaktan ¢ PUHLMANN,
Arnica montana All 18 +8 1991
Cissus Xyloarabino- y . .
quadrangularis | mannogalaktan 43 +23 diese Arbeit
Achyrocline Arabinorhamno- 65 +18° PUHLMANN,
satureioides galaktan AS3 1992
Achyrocline Arabinorhamno- 66 +33¢ PUHLMANN,
satureioides galaktan AS4 1992
Phyllanthus Arabinorhamno- ¥ . .
amarus galaktan 73 +61 diese Arbeit
Tabelle 39: Vergleich der ,oxidative burst™Aktivitat verschiedener saurer Polysaccharide

*Steigerung relativ zur Negativkontrolle, ¢ = 10pg/ml

£Chemilumineszenz-Methode
¥Durchfluf?>zytrometrie-Methode

Eine tendenzielle Zunahme der ,oxidative burst“-Aktivitat ist mit steigendem Uron-
saureanteil zu erkennen.

Ferner konnten aus den Zellwanden verschiedener Bakterien (Saccharomyces [WAK-
SHULL, 1999], Pseudomonas [PASQUIER, 1997], Salmonella [CHATEAU, 1997], etc.)
verschiedene Polysaccharide isoliert werden, die dosisabhangig die ,oxidative burst®-

Aktivitat steigerten.
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Im Gegensatz zu den beschriebenen positiven Ergebnissen fanden SALIH et al. [1997]
bei Heparin, dal® es die ,oxidative burst‘-Aktivitat, durchfluizytometrisch im menschli-

chen Vollblut gemessen, dosisabhangig signifikant senkt.

These

Der Uronsaureanteil scheint nicht zwingend das Hauptstrukturmerkmal fur die Steige-
rung der ,oxidative burst“-Aktivitdt zu sein, da beispielsweise das von PUHLMANN
[1989, 1991, 1992] isolierte Arabinorhamnogalaktan mit einem Uronsaureanteil von
65% eine vergleichsweise schwache Wirkung aufweist.

Die Verknupfungsarten und Verzweigungsgrade sowie sowie die Sekundar- und
Tertiarstrukturen spielen fur die Wirksamkeit eine grol3e Rolle. Eine weitere syste-
matische Untersuchung ist nétig, um eine Struktur-Wirkungs-Beziehung feststellen zu

kdbnnen.

2.3. Zusammenfassung

Bei der induzierten unspezifischen Immunabwehr werden verschiedene Mechanismen
wie Phagozytose und ,oxidative burst” aktiviert.

Beim Vergleich der Daten aus den beiden Testmodellen ergibt sich, daR alle isolierten
Roh-/Polysaccharide in der Lage waren, beide Aktivitaten zu steigern.

Bei dem Hauptpolysaccharid aus Phyllanthus amarus fallt auf, dal® die Aktivierung der
Phagozytose gegenuber der entsprechenden Rohfallung abnimmt, die ,oxidative
burst“-Aktivitat jedoch zunimmt.

Ob man aus diesem Vergleich jedoch auf unterschiedliche Angriffspunkte der Polysac-

charide schlie3en kann, ist nicht gesichert und bedarf weiterer Untersuchungen
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3. UNTERSUCHUNGEN VON POLYSACCHARIDEN AUF
ANTIVIRALE AKTIVITAT

Die antivirale Wirkung von Polysacchariden ist in der Literatur haufig beschrieben wor-
den [z.B. VLIETINCK, 1998]. Die wirksamen Substanzen sind Uberwiegend sulfatierte
Polysaccharide, die aus Pflanzen, Mosen oder Algen sowie aus Pilzen, Bakterien und
marinen Organismen isoliert oder semisynthetisch hergestellt wurden, wie beispiels-
weise das sulfatierte Dextran. Eine Ausnahme macht das neutrale Glucan aus dem
Pilz Sclerotium glucanicum, das offenbar direkt antiviral auf Herpes simplex-Viren wirkt
[MARCHETTI, 1996]. Sowohl sulfatierte Homo- als auch Heteroglykane aus verschie-
denen Algen besitzen in vitro eine starke antivirale Aktivitat, wobei allerdings unter-
schieden werden muf} zwischen einer direkten und immuninduzierten, z.B. Uber die

Induktion von Interferon, zustande kommende Wirkung.

3.1. Wirkung von Polysacchariden auf das Hepatitis B Virus

Da Phyllanthus amarus-Drogenpulver und wassrige Extrakte volksmedizinisch zur Be-
handlung von viralen Lebererkrankungen (Hepatitis) angewandt wurden und bisher
nicht bekannt war, welche Substanzklassen fur die hepatoprotektive bzw. antivirale
Wirkung verantwortlich sind, wurde das isolierte saure Arabinorhamnogalaktan auf
eine mogliche Wirkung auf die Genexpression und die virale Replikation des wild type
Hepatitis B Virus in vitro an Leberzellen (HepG2.2.15) getestet.

Hierzu wurden die infizierten Leberzellen mit der Testsubstanz in verschiedenen Kon-
zentrationen (1, 10, 25 und 50ug/ml) 7 Tage lang inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen homogenisiert und fraktioniert. Die Bestimmung der viralen DNA wurde uber

Southern-Blot und Radioaktivmarkierung durchgefihrt.

Das saure Arabinorhamnogalaktan erwies sich in vitro nicht in der Lage, in Konzentra-
tionen von 1-50ug/ml die de novo DNA-Synthese des wild type Hepatitis B Virus in
Leberzellen signifikant zu hemmen. Dieses erste Versuchsergebnis ist noch kein Be-
weis fur die grundsatzliche antivirale Unwirksamkeit von Polysacchariden gegenuber
Hepatitis-Viren, da noch nicht gepruft wurde, ob eine Abhangigkeit der Wirkung von

Molekulargewicht, Strukturtyp und Zuckerzusammensetzung besteht.
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ZHANG et al. [1995] konnten zeigen, dal} ein aus Astragalus-Wurzeln isoliertes kom-
plexes Glucan in vitro signifikant die virale HBV-DNA-Menge reduzierte. In einem kirz-
lich von KHOTIMCHENKO et al. [2000] an Mausen beschriebenen Versuch, bei denen
durch Tetrachlorkohlenstoff eine toxische Hepatitis induziert worden war, waren ver-
schiedene Polysaccharide (Calcium-Alginat, niedrig methoxylierte Pektine, Fucoidan
und Chitosan) in der Lage, in Dosen von 150mg/kg KG Uber 14-21 Tage gegeben den
totalen Lipid- und Glykogengehalt der Leber zu verbessern. Allerdings lalt dieses
Ergebnis keine absolute Aussage Uber eine antivirale Wirkung zu. Bei oraler Gabe an
Patienten wurde ebenfalls die HBV-DNA-Menge im Plasma im Vergleich zur Kontroll-

gruppe gesenkt.

Da sulfatierte Polysaccharide in einem Anti-HBV-Modell nicht getestet werden
konnten, mul} die Frage nach einer mdglichen anti-Hepatitis B oder G-Wirkung von

genuinen oder chemisch abgewandelten Polysacchariden noch offen bleiben.

3.2. Wirkung von Polysacchariden auf die ,,Human Immundeficiency Virus“
(HIV) -Replikation

Die Virus-Zell-Interaktion bei der in vitro-Infizierung mit HIV-1/-2 ist inzwischen sehr gut
untersucht. Durch Interaktion des viralen Hullenglycoproteins mit dem CD4-Rezeptor
der Wirtszelle bindet das Virus an die Zelle. AnschlieRend erfolgt die Zellverschmel-
zung der Virushille mit der Zellmembran, wobei wiederum verschiedene virale Glyco-
proteine beteiligt sind. Nach Zellverschmelzung entsteht mit Hilfe der reversen Trans-
kriptase aus der viralen RNA die provirale DNA, die durch die Integrase in die DNA der
Wirtszelle eingebaut wird. Die virale DNA kann nun von der Wirtszelle abgelesen

werden, so daf die nachste Virengeneration gebildet wird (siehe Abbildung 38).
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T-Zelle [YANG, 2001]

Der Eingriff eines aktiven Polysaccharids erfolgt bereits im ersten Schritt bei der Zell-
adhasion. Das Polysaccharid bindet zum einen aufgrund seines polyanionischen Cha-
rakters an das Virus und verhindert dadurch die Interaktion des viralen Hullenproteins
mit dem CD4-Rezeptor der Zelle. Zum anderen bindet es selbst an den CD4-Rezeptor
der Zelle und verhindert so kompetitiv die virale Infektion. Ferner hemmen Polysaccha-
ride und sulfatierte Derivate die Ausbildung des fur HIV typischen Synzytiums. Anders
als bei den derzeit eingesetzten Medikamenten (z.B. AZT) ist die Resistenzbildung bei
Polysacchariden und deren Derivaten gering [DE CLERCQ, 1993, 1995, LUSCHER-
MATTLI, 2000, SCHAEFFER, 2000, WITVROUW, 1997, YANG, 2001].

Zunachst wurde untersucht, ob die eingesetzte Testkonzentration an Polysaccharid-
Sulfat toxisch auf die Zellen wirkt. Nach Ausschlufd der Zytotoxizitat wurde der eigent-

liche antivirale Test durchgefihrt.

Das Virus und die Testsubstanz wurden zusammen bei 37°C fur 60min inkubiert. Nach

Abtrennung der ungebundenen Inhibitoren (= Polysaccharide) wurden die MAGI-Zellen
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mit den vorbehandelten Viren infiziert und fur zwei Tage inkubiert. Ein Vergleich der vor-

behandelten Zellproben mit der Kontrolle ergibt das Ausmal} einer antiviralen Wirkung.

Die sulfatierten Phyllanthus-Polysaccharide konnten die Replikation der HIV-1 Virus-
linie im MAGI-Assay stark inhibieren. Der ECsp-Wert fur das in DMSO sulfatierte Poly-
saccharid betrug 0,12 + 0,05ug/ml und fur das in DMF sulfatierte Polysaccharid
0,27 £ 0,12ug/ml.

Weiterhin wurde die Aufnahme des HIV-1 in die Zelle durch das in DMSO sulfatierte
Polysaccharid dosisabhangig gehemmt. In einer Konzentration von 2ug/ml wurde die
Internalisation des Virus um 82+7%, bei 0,5ug/ml um 70£11% und bei 0,125pg/ml um
36+27% gehemmt. Im Vergleich hemmte die Positivkontrolle (Heparin) die Virusauf-

nahme um 78+2% in einer Konzentration von 100ug/ml.

Zur Aufklarung des Wirkmechanismus wurde zusatzlich die Inhibierung der HIV-1
Virusreplikation untersucht. Das sulfatierte Polysaccharid war in einer Konzentration
von 0,6pg/ml in der Lage, die Virusreplikation wahrend der Infektionsphase um fast

60% zu hemmen.

Diskussion der vorliegenden Ergebnisse der Phyllanthus-Polysaccharid-Sulfate

zusammen mit Literaturergebnissen

Unter Berlcksichtigung von Literaturergebnissen ergibt sich folgendes Gedsamtbild:
aus Algen und Pilzen konnten bisher sulfatierte Polysaccharide mit antiviraler Aktivitat
isoliert werden. Die Strukturen cer isolierten Verbindungen sind sehr unterschiedlich;
sie reichen von gering sulfatierten Homoglykanen bis hin zu hoch sulfatierten Hetero-
polysacchariden. In Tabelle 40 sind einige Literaturbeispiele zusammen mit ihren Anti-
HIV-1-Aktivitaten angefuhrt:
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Pol haride bzw. ;
e AR B Strukturtyp ECso [ug/ml] Literatur
lineares sulfatiertes
Dextransulfat, 8kD a-1,6-Glucan 0,024 YANG, 2001
lineares sulfatiertes LUSCHER-
Dextransulfat, 40kD a-1,6-Glucan 1,3 MATTLI, 2001
lineares sulfatiertes LUSCHER-
Dextransulfat, 110kD a-1,6-Glucan 3,0 MATTLI, 2001
lineares sulfatiertes LUSCHER-
Dextransulfat, 40kD a-1,6-Glucan 1,3 MATTLI, 2001
sulf. Mannan, 20kD sulfatiertes Mannan 1,6 I\/II_ X%?_rg(?m
lineares sulfatiertes
Heparin 1,4 Glucuronsaure- 5 RIDER, 1997
glucosamin
| -Carrageenan lineares sulfatiertes 29 LUSCHER-
(Chondrus crispus, Rotalge)| 1,3-a-,Galaktan® ’ MATTLI, 2001
k-Carrageenan verzweigtes sulfatiertes 6.4 LUSCHER-
(Chondrus crispus, Rotalge) | 1,3-, 1,4-, 1,6-,Galaktan® ’ MATTLI, 2001
lineares sulfatiertes YAMAMOTO,
Curdlan b-1,3-Glucan 3.3 1990
Agardhiella tenera (Rotalge) | sulfatiertes Galaktan 0,5 SCHAEFER, 2001
Aspalathus linearis saures Glucan
(Rooibusch-Blatter) (Rohfallung) 8-22 NAKANO, 1997
sulfatiertes saures
Arabinorhamnogalaktan 0,12 diese Arbeit
(in DMSO)
Phyllanthus amarus
sulfatiertes saures
Arabinorhamnogalaktan 0,27 diese Arbeit
(in DMF)

Tabelle 40:

Anti-HIV-1 Aktivitat verschiedener Polysaccharide

Die Wirksamkeit der sulfatierten Polysaccharide korreliert mit dem Molekulargewicht

und dem Sulfatierungsgrad: mit steigendem Molekulargewicht steigt tendenziell die

Wirksamkeit etwas und mit steigendem Sulfatierungsgrad stark an.
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Die sulfatierten Phyllanthus-Polysaccharide haben mit den ECso-Werten von
0,12+0,05ug/ml fur das in DMSO sulfatierte Polysaccharid und von 0,27+0,12ug/ml fur
das in DMF sulfatierte Polysaccharid eine vergleichsweise hohe Wirksamkeit. Deshalb
ware denkbar, dal® der fur die Wirksamkeit postulierte polyanionische Charakter sich

additiv aus Sulfat- und Carboxylgruppen zusammensetzt.

Eine Ausnahme macht das von NAKANO et al. [1997] isolierte Polysaccharid, das
stark wirksam ist, obwohl es als eines der wenigen bisher untersuchten Polysacchari-

de aus einer héheren Pflanze (Rooibusch-Blattern) keine Sulfatgruppen besitzt.

Die ersten durchgefuhrten in vitro Versuche lieRen hoffen, eines Tages sulfatierte
Polysaccharide als Therapeutika bei HIV oder anderen viralen Infektionen einsetzen
zu konnen. Diese Hoffnungen haben sich allerdings bei Studien, die in den letzten
Jahren an Tieren und Patienten durchgeftihrt wurden, nicht erfullt.

Bei oraler Gabe von 0,9-5,4g Dextransulfat/Tag Uber 8 Wochen an HIV-Patienten
konnte keine Veranderung der CDs-Lymphozytenanzahl und des HIV-Antigen-Levels
festgestellt werden.

In einer weiteren Studie sollten HIV-Patienten flr 14 Tage intravends die maximale
tolerierbare Dosis an Dextransulfat injiziert bekommen, doch bereits nach drei Tagen
wurde eine reversible Thrombozytopenie diagnostiziert. Weiterhin wurde der HIV -Anti-
genspiegel signifikant erhéht, d.h. die kontinuierliche, intravendse Gabe von Dextran-
sulfat war toxisch und kontraproduktiv.

In einer neueren Studie konnte gezeigt werden, da® Dextransulfat bei oraler Gabe
systemisch aufgenommen wird. Mittels Elektrophoresetechnik konnte Dextransulfat so-
wohl im Serum als auch im Urin aller Probanden nachgewiesen werden. Jedoch fand
nur eine geringe Resorption statt, die mit einem starken Abbau einherging. Die anti-
virale Aktivitat von Dextransulfat wurde im Serum durch Degradation und vermutlich

durch Einlagerung in der Niere stark reduziert.

Nach jetzigem Kenntnisstand sind daher sulfatierte Polysaccharide nicht als alleiniges
Therapeutikum zum Einsatz gegen HIV geeignet. Jedoch waren einige in der Lage,

AZT resistente HIV -1 Viren zu hemmen.
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Ein neuer Therapieansatz ware die Kombination von bereits bewahrten antiviralen
Therapeutika mit sulfatierten Polysacchariden. Damit wirden die Vorteile beider
Therapeutika kombiniert und es konnten somit auch Erkrankungen mit resistenten
Virenstammen behandelt werden [LUSCHER-MATTLI, 2000, MATTHEE, 1999,
RIDER, 1997, SCHAEFFER, 2000, WITRVROUW, 1997, YANG, 2001].

4. UNTERSUCHUNGEN VON POLYSACCHARIDEN AUF
ANTIPHLOGISTISCHE WIRKUNG

Obwohl aus der Volksmedizin schon lange bekannt war, dal} Pflanzenschleime,
topisch oder oral appliziert, eine entzindungshemmende Wirkung besitzen, wurden
erst in den letzten 10 Jahren pharmakologische Arbeiten publiziert, in denen diese Wir-
kungen anhand von Tiermodellen nachgewiesen werden konnten [z.B. FULLER, 2000,
KRAUSS, 1998, PEREIRA, 2000, SENDL, 1993]. Die diesen Effekten zu Grunde
liegenden Wirkmechanismen blieben aber in den meisten Fallen unbekannt. Auch
Struktur-Wirkungs-Beziehungen konnten noch nicht aufgeklart werden. Ebenfalls offen
war die Frage, ob auch peroral oder intraperitoneal applizierte reine Polysaccharide
oder solche, die in wassrigen Extrakten zusammen mit Glykoproteinen und anderen
wasserloslichen Verbindungen vorliegen, Uberhaupt systemische Wirksamkeit be-

sitzen.

Wegen der komplexen Pathophysiologie der Entzindung ist es nicht leicht, die geeig-
neten in vitro und in vivo Modelle auszuwahlen. Es gibt in vitro Modelle unter Einbezie-
hung der Arachidonsaurekaskade, des Komplement-Systems, der Histaminfreisetzung
sowie Modelle von endokrinen und immunologischen Mechanismen, ohne dal} genau
bekannt ware, welche Strukturtypen in die einen oder anderen Mechanismen ein-
greifen. Aus diesem Grund wird heute sehr haufig das Rattenpfotenddem-Modell als
aussagekraftiges in vivo Modell bevorzugt, um schnell Aussagen Uber Wirksamkeit

oder Unwirksamkeit eines derartigen Praparates machen zu konnen.
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Uber die verschiedenen Wirkmechanismen und die zur Verfligung stehenden Modelle
existiert zahlreiche Literatur (z.B. THEWS, 1999, PAULSEN, 2000), so daf hier nicht

erneut darauf eingegangen werden mulf3.

41. Polysaccharide mit antiphlogistischer Wirksamkeit

Bis zum Jahr 2000 sind Uber 70 Publikationen zum Thema ,antiinflammatorische
Wirkung von Polysacchariden® erschienen. In der nachstehenden Tabelle sind einige
strukturell unterschiedliche Polysaccharide und deren Ergebnisse in verschiedenen

Testsystemen aufgelistet.
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Pflanze PS-Typ MW [kD] | Test Ergebnis Literatur
, 33%
RO (3mg,i.v.,8h)
Achyrocline 93% PUHLMANN,
satureioides Glykanogalakturonan 15 K (100pg/ml) 1992
A 70%
(100ug/ml)
Alisma 35% TOMODA,
orientale Galakturonan 52 K (100ug/ml) 1994
K 53%
i 100ug/mi
QQL%‘%%Z Polygalakturonan 32 ( 2 L;f/ ) KIY%%ASRA’
,O07/0
A (100ug/ml)
Artemisia 70% YAMADA,
princeps Rhamnogalakturonan 139 K (100ug/mi) 1986
Bupleurum . 25% YAMADA,
falcatum Arabinoglucan 19 K (100pg/mi) 1988
55% TOMODA,
Cridium Galaktan 51 K (100ug/mi) 1992
officinale . 53 TOMODA
Arabinogalaktan 79 K (100ug/mi) 1994b
Dictyophora : 21% HARA,
indusiata b-D-Glucan 33 | RO | (25mg2*ip.3h) 1982
Glycyrrhiza 78,5% ZHAO,
uralensis Galakturonan 190 K (33ug/ml) 1991
Malva . 60% TOMODA,
verticillata | A\raPinogalaktan 26 K (100ug/ml) 1990
Melia , . 37,8% FUJIWARA,
azadirachta | AArabinoglucan 8 | MO | 25mg)p.0.5h) 1984
Paeonia 30% TOMODA,
Jactiflora a-D-Glucan 2 Kb (oougimi) 1993
Sedum » 25,1% SENDL,
telephinum | - Olygalakturonan 13 | RO 1omgiiv.3h) 1993
Urtica » 44% KRAUS,
dioica a-1,4-Glucan 10| RO | (10mg, ip., 4h) 1008
Tabelle 41: Literaturbeispiele Uber bisher isolierte strukturell unterschiedliche Polysaccharide mit

antiinflammatorischer Wirksamkeit [KRAUS, 1998, erganzt]
(RO = Hemmung im Rattenpfotenédem, MO = Hemmung im M&usepfotenddem, K =
Komplement klassisch, A = Komplement alternativ)




Pharmakologische Untersuchungen Seite 133

Wie die Tabelle 41 zeigt, gibt es sowohl neutrale als auch saure, sowohl heterogen als
auch homogen strukturierte Polysaccharide mit nachgewiesener antiphlogistischer
Wirkung. Sie entstammen den verschiedensten Pflanzenfamilien und besitzen Moleku-
largewichte von 4-500kD.

Die Wirkstarken ahneln sowohl bei in vitro- als auch bei in vivo-Modellen denen be-
kannter Referenzsubstanzen (Phenylbutazon oder Indometacin).

Wenn man die in vivo-Ergebnisse einer Bewertung zu Grunde &gt, kommt man zu
dem Schlul}, dal3 Polysaccharide bei peroraler, intravendser und intraperitonealer
Gabe das Odemvolumen signifikant senken und somit als antiphlogistische Thera-

peutika genutzt werden konnten.

4.2. Rattenpfotenodemtest der Phyllanthus-, Mucuna- und Cissus-

Polysaccharide

Beim Rattenpfotenddemtest [OTTERNESS, 1988, WINTER, 1962] wird durch Injektion
einer Carrageenanlésung in die Rattenhinterpfote eine Odembildung provoziert. Eine
Stunde vor der Provokation werden die Ratten intraperitoneal mit der Testlosung be-
handelt. Als Positivkontrolle dient das stark entzindungshemmende synthetische Pra-
parat Indometacin (10mg/kg Kdrpergewicht); als Negativkontrolle wird eine physiologi-
sche Kochsalzldsung eingesetzt. Die Zunahme des Odemvolumens in der Rattenpfote
wird mit einem Plethysmometer Uber 24h gemessen.

Zur Berechnung werden die MelRwerte zuerst auf den Anfangswert normiert und an-
schlieRend die jeweiligen Stundenwerte gemittelt. Die Mittelwerte der Test- und
Kontrollgruppen werden verglichen. Tabelle 42 zeigt die Ergebnisse, die fur die einge-
setzten Polysaccharide und die Positivkontrolle (Indometacin) bei intraperitonealer

Applikation (10mg/kg Korpergewicht) erzielt wurden.
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Testsubstanz Volumen des Rattenpfotenddems [VE]
(10mg/kg KG) 2h 4h 6h 24h
Kontrolle 0,9+0,2 1,0+£0,2 0,9+0,1 0,7+0,2
Indometacin 0,3+0,1 0,4+£0,1 0,3+0,0 0,2+0,0
(Positivkontrolle) p=0.004 p=0,030 p=0.000 p=0,022
genuines Phyllanthus- 0,6+£0,0 0,9+0,0 0,8+0,1 0,3+0,2
Polysaccharid p=0,059 p=0,249 p=0,077 p=0,046
sulfatiertes Phyllanthus- 0,6+0,2 0,7+0,2 0,6+0,2 0,3+0,1
Polysaccharid (DMF) p=0,102 p=0,049 p=0,044 p=0,033
M Pol harid 0,8+0,2 0,9+0,1 0,9+0,1 0,5+0,1
ucuna-rolysacchar p=0,245 p=0,413 p=0,500 p=0,188
Ci Pol harid 09+0/1 1,0+ 0,1 0,9+0,1 0,3+0,1
ISSus-rolysacchar p=0,500 p=0,582 p=0,235 p=0,040
Tabelle 42: Reduktion des Rattenpfotenddemvolumens bei intraperitonealer Applikation der

Polysaccharide aus Phyllanthus amarus (genuin und sulfatiert), Mucuna pruriens und
Cissus quadrangularis. Angegeben sind die Mittelwerte jeder Gruppe (n=4) tStandard-
abweichung und die Fehlerwahrscheinlichkeit p (Student's tTest) [signifikant <0,05)
oder hochsignifikant (p<0,005) zur Kontrollgruppe]

Wie zu erkennen ist, fuhrt bei den genuinen Polysacchariden die intraperitoneale
Applikation nach 2, 4 und 6h nur zu schwachen antiphlogistischen Effekten, die jedoch
statistisch nicht signifikant (p>0,05) sind. Nach 24h jedoch ist eine signifikante Hem-
mung (p<0,05) bei allen Polysacchariden zu beobachten.

Das sulfatierte Phyllanthus-Polysaccharid hemmt schon nach 2h, jedoch nicht signifi-
kant. Bei 4h und 6h ist der antiphlogistische Effekt im Gegensatz zu den genuinen
Polysacchariden bereits signifikant. Interessanterweise nimmt die Hemmung durch alle
eingesetzten Polysaccharide nach 24h zu, was auf eine Langzeitwirkung hindeutet,
wie sie charakteristisch fur Glucocorticoide ist.

Indometacin (Positivkontrolle) zeigte erwartungsgemalld einen signifikanten und teil-
weise hochsignifikanten (p<0,005) antiphlogistischen Effekt (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Hemmung des Rattenpfotenédems bei intraperitonealer Applikation der Polysaccharide
aus Phyllanthus amarus (genuin und sulfatiert), Mucuna pruriens und Cissus quadran-
gularis bei einer Dosierung von 10mg/kg KG

Bei einer Dosierung von 10mg/kg KG zeigten sich geringe antiphlogistische Effekte.
Da diese aber grofRtenteils statistisch nicht abgesichert sind, wurde eine zweite Ver-
suchsreihe mit einer Dosierung von 20mg/kg KG durchgeflihrt. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 43 zusammengefasst.
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Testsubstanz Volumen des Rattenpfotenddems [VE]
(20mg/kg KG) 2h 4h 6h 24h
Negativkontrolle 0,9+0,2 1,0£0,2 0,9+£0,1 0,7+0,2
Indometacin* 0,3+£0,1 0,4+£0,1 0,3+0,0 0,2+£0,0
(Positivkontrolle) p=0.004 p=0,030 p=0.000 p=0,022
genuines Phyllanthus- 0,5+0,1 0,7+£0,1 0,6+0,0 0,1+0,1
Polysaccharid p=0,026 p=0,062 p=0.001 p=0,009
sulfatiertes Phyllanthus- 0,3+0,0 0,4+0,1 0,3+0,1 0,2+0/1
Polysaccharid (DMF) p=0.004 p=0.003 p=0.001 p=0,014
M Pol harid 0,5+0,1 0,6+0,1 0,5+0,1 0,1+0,1
ucuna-rolysacchar p=0,014 p=0,014 p=0.003 p=0,009
Ci Pol harid 0,4+£0,0 0,5+£0,0 0,4+0,0 0,2+0,1
ISSus--olysacchari p=0,007 p=0,005 p=0,000 p=0,014
Tabelle 43: Reduktion des Rattenpfotenddems bei intraperitonealer Applikation der Polysaccharide

aus Phyllanthus amarus (genuin und sulfatiert), Mucuna pruriens und Cissus quadran-
gularis. Angegeben sind die Mittelwerte jeder Gruppe (n=3) +Standardabweichung und
die Fehlerwahrscheinlichkeit p (Student’s tTest) [signifikant <0,05) oder hochsignifi-
kant (p<0,005) zur Kontrollgruppe], *10mg/kg KG

Bei der intraperitonealen Gabe von 20mg/kg KG zeigten sich starke, statistisch signi-
fikante Hemmungen (p<0,05, z.T. p<0,005). Interessanterweise weisen alle Polysac-
charide - im Gegensatz zum 10mg/kg KG-Versuch - schon nach 2h und 4h einen
deutlichen antiphlogistischen Effekt auf. Dieser Effekt nimmt mit Versuchsdauer zu und
ist nach 24h starker als der der Positivkontrolle (Indometacin). Auffallig ist, dal} der
Effekt des genuinen Phyllanthus- und Mucuna-Polysaccharids nach 6h noch nicht sehr
ausgepragt ist, aber nach 24h starker ist als der der anderen Substanzen (incl. Positv-
kontrolle). Dieser Effekt ist in Abbildung 40 dargestellt.
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Abbildung 40: Hemmung des Rattenpfotenddems bei intraperitonealer Applikation der Polysaccharide
aus Phyllanthus amarus (genuin und sulfatiert), Mucuna pruriens und Cissus
quadrangularis bei einer Dosierung von 20mg/kg KG (Indometacin, ¢ = 10mg/kg KG)

Beim Vergleich der beiden eingesetzten Konzentrationen fallt auf, dal3 die Hemmung
bei 20mg/kg KG durch das sulfatierte Phyllanthus- und Cissus-Polysaccharid doppelt
so hoch wie die Hemmung bei 10mg/kg KG ist. Bei dem genuinen Phyllanthus- und
Mucuna Polysaccharid ist die Wirkung nach 2h und 4h bei beiden Konzentrationen
ahnlich, nimmt aber mit zunehmender Versuchdauer stark zu. Die Hemmung der
20mg/kg KG-Konzentration des Phyllanthus-Polysaccharids ist dreimal und die des
Mucuna-Polysaccharids sogar funfmal starker als die bei 10mg/kg KG.

Nach 24h zeigen alle eingesetzten Polysaccharide eine starkere signifikante - zum Teil
hochsignifikante - Hemmung als die Positivkontrolle Indometacin.
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Zusammenfassung

Bei den getesteten Polysacchariden handelte es sich um sehr unterschiedliche

Strukturtypen:

genuines Phyllanthus-Polysaccharid saures Arabinorhamnogalaktan

sulfatiert. Phyllanthus-Polysaccharid saures sulfatiertes Arabino-

(in DMF sulfatiert) rhamnogalaktan

genuines Mucuna Polysaccharid saures Arabinoxylogalaktan

genuines Cissus-Polysaccharid saures Arabinomannogalaktan

Die Wirksamkeit der genuinen Polysaccharide bei intraperitonealer Gabe ist in einer
Konzentration von 10mg/kg KG nach 24h als sehr gut zu bezeichnen. Nach den Litera-
turangaben sind die Odemhemmungen in der Maus oder Ratte meist nach 3-8h am
starksten. Die Wirksamkeitsverzogerung der eingesetzten Polysaccharide ist wahr-
scheinlich von den Molekulargewichten abhangig: mit steigendem Molekulargwicht
verzogert sich der Wirkeintritt. Nach 24h haben die getesteten Polysaccharide ahnliche
oder bessere Wirksamkeiten als die Kontrolle Indometacin. Bei Dosiserhdhung auf
20mg/kg KG waren bereits nach 2h deutliche Effekte zu erkennen. Durch die Konzen-
trationserhdohung scheint die intraperitoneale Aufnahme der Polysaccharide schneller
vonstatten zu gehen, wodurch die Hemmung des Odems schneller erzielt wird. Die
Wirksamkeit der Polysaccharide steigt auch nach 24h im Vergleich zur Kontrolle an.

Das sulfatierte Phyllanthus-Polysaccharid stellt eine Ausnahme dar, da es bereits nach
4h hochsignifikant die Odembildung hemmt. Diese fiir Polysaccharide friih eintretende
Wirkung ist wahrscheinlich auf den starken polyanionischen Charakter der Sulfat-
gruppen und auf das vergleichweise geringe Molekulargewicht (M = 30kD) zurlckzu-
flhren; dadurch kénnte es im Vergleich zu den anderen Substanzen schneller resor-

biert werden.

GARBACKI et al. [2000] testeten verschiedene sulfatierte Polysaccharide aus Cyano-
bakterien im Crotondkinduzierten Mauseohrédem-Modell. Die Hauptkomponente, ein

sulfatiertes Glucomannan, konnte die Odembildung um bis zu 56% hemmen.
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Resumee
Wenngleich die Zahl der getesteten Polysaccharide noch gering ist, kann man, da ihre
Strukturen bekannt sind, beim Vergleich mit den Angaben der Literatur, folgende Aus-

sagen treffen:

Bei Polysacchariden mit niedrigem Molekulargewicht tritt aufgrund der beschleunigten
Resorption die Wirkung friher ein als bei solchen mit héherem Molekulargewicht.
Hierfur sprechen zum einen der vergleichsweise fruihe Wirkeintritt des sulfatierten
Phyllanthus-Polysaccharids (M = 30kD) und zum anderen die verzdgert eintretende
Wirksamkeit des Phyllanthus- (259kD), Mucuna- (168kD) und Cissus- (272kD) Poly-
saccharids. Erst ein enzymatischer Abbau wirde die aktiven Strukturen freisetzen, die

dann zu der beobachteten antiphlogistischen Wirkung nach 24h fuhrt.

Die Wirksamkeit von Polysacchariden wurde bisher sowohl in vitro (z.B. Komplement-
system) als auch in vivo (z.B. Rattenpfotenddem, i.p. und p.o.-Applikation) festgestellit.
Jedoch konnen bis heute Wirkstrukturen und -schemata nur vermutet bzw. postuliert
werden. So wird einerseits angenommen, dal} sich die wirksamen Strukturelemente in
der Feinstruktur (Sekundar- oder Tertiarstruktur) oder in ,Untereinheiten der Gesamt-
struktur verbergen. An dem gut untersuchten Arabinogalaktan aus der Larche (arix
occidentalis), das ein Molekulargewicht von 37kD besitzt, konnte gezeigt werden, daf}
es sich aus vier gleichwertigen Untereinheiten von je 9kD zusammensetzt [PRES-
COTT, 1995].

Vermutlich sind alle pflanzlichen Polysaccharide aus sich wiederholenden Unterein-

heiten aufgebaut, die dann als kleinere Bausteine ihre Wirksamkeit entfalten.

Die Primarstruktur hat wahrscheinlich keinen wesentlichen Einflud auf die Wirksam-
keit, da strukturell sehr unterschiedliche Polysaccharide antiphlogistisch wirksam sind
(siehe Tabelle 41). Das Molekulargewicht scheint Uber Veranderungen der Sekundar-
und Tertiarstruktur auch das Wirkprofil zu beeinflussen. Die Struktur-Wirkungs-Bezieh-
ung ist in den Sekundar- und Tertiarstrukturen sowie damit verbunden in den Moleku-

largewichten zu suchen.
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Unsere Untersuchungen bestatigen weitgehend frihere Arbeiten und lassen den
Schluf® zu, dal® die Wirksamkeit wassriger Pflanzenextrakte in pharmakologischen und
klinischen Studien mit grolRer Sicherheit teilweise auf die enthaltenen Polysaccharide
zurUckzufuhren ist, bzw. dal} Polysaccharide die Wirkung anderer Inhaltsstoffe syner-

gistisch oder additiv steigern.

Andere pharmakologische Ergebnisse (z.B. antidiabetische, antiinflammatorische
Wirkung, etc.) konnten ebenfalls im Tiermodell nach Gabe von Polysacchariden oder
wassrigen Extrakten beobachtet werden. Es sind somit auch beim Menschen mit
grofRer Sicherheit pharmakologische Wirkungen durch Polysaccharide in hoher Dosie-

rung zu erwarten.

Mogliche Wirkungsmechanismen

KRAUS [1998] konnte in seiner Arbeit zeigen, da® das von ihm isolierte neutrale

Glucan aus Urtica dioica einen chemotaktischen Effekt besitzt: durch Extravasation der

Leukozyten wird eine Leukopenie herbeigefuhrt, dadurch wird die Akkumulation der
Leukozyten beim Carrageenan-induzierten Rattenpfotenddemtest reduziert und somit

auch die Entzindung gehemmt.

Da die Wirkung der getesteten Polysaccharide mit zunehmender Versuchsdauer in
dem verwendeten in vivo-Testsystem zunimmt, ist auch das Modell des ,Counter-
Irritation“-Effekts denkbar. Bei dem von DAMAS et al. [1986] beschriebenen Mechanis-

mus wird durch lokale reflektorische Reize die Hypophyse zur Hormonproduktion

stimuliert. Die gebildeten Hormone stimulieren die Nebenniere, deren ausgeschuttete
Hormone bekanntermal3en antiphlogistisch wirken.

STENBERG et al. [1990] konnten zeigen, dal} die Carrageenanprovokation bei Ratten
eine Corticoid-Antwort zur Folge hatte. Bei weiteren Versuchen, bei denen die Corti-
coidbildung verhindert wurde (Entfernung der Hypophyse, Blockade der Corticoidsyn-
these), wurden signifikant erhdhte Odemvolumina gemessen. Daraus folgt im Umkehr-
schluly, dall eine Abschwachung der entzindlichen Reaktion durch die Ausschittung
von Corticoiden erfolgt [ BHATTACHARYA, 1987].
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Es ware denkbar, dal} die getesteten Polysaccharide als Stressoren dieses endokrine
System bereits vor der Provokation durch Carrageenan aktivieren und damit zu einer
vermehrten Freisetzung von Corticoiden fuhren, wodurch letztendlich eine Verringe-
rung des Odemvolumens erzielt wiirde.

Jedoch ist die Wirkung der eingesetzten Polysaccharide stark dosisabhangig, wie bei

der Odembildung durch Carrageenan-Provokation beobachtet werden kann.
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G ZUSAMMENFASSUNG

1. PHYTOCHEMIE

Phyllanthus amarus SCHUMACH. et THONN.
Aus dem Kraut von Phyllanthus amarus SCHUMACH. et THONN. wurde erstmals ein

Hauptpolysaccharid durch Heildwasserextraktion, fraktionierte Ethanolfallungen und

Chromatographie an DEAE-Sepharose isoliert.

Gemessen nach der HPGPC-Methode besitzt das saure Polysaccharid (Polysaccha-
rid B) ein relatives Molekulargewicht von 425kD und eine optische Drehung von +133,6°;
es enthalt einen ca. 73%igen Uronsaureanteil und als Neutralzucker Rhamnose, Arabi-
nose und Galaktose. Die Strukturaufklarung erfolgte durch Permethylierung, Abbau
sowie MS- und NMR-Methoden. Die Hauptkette besteht demnach Uberwiegend aus
1,4-verknupften pyranosidischen a-D-Galakturonsaure-Einheiten mit 1,2- und 1,2/4-
verknlpften a-L-Rhamnopyranose- sowie 1,6- und 1,3,6-verzweigten b-D-Galakto-
pyranose-Einheiten. In den Seitenketten liegen sowohl 1,5-verzweigte a-L-Arabino-
furanoseketten als auch hochverzweigte b-D-Galaktanketten (1,2-, 1,3-, 1,4-, 1,3,6-,
1,3,4,6-verknlpft) neben Galakturonsaureketten vor. Der Galakturonsaureanteil ist zu
1,2% und die Hydroxylgruppen sind zu 2,2% verestert.

Das saure Arabinorhamnogalaktan ist ein Typ ll-Polysaccharid (hochverzweigte galak-

tosehaltige Hauptkette).

Zur Umwandlung des nicht antiviral wirksamen Phyllanthus-Polysaccharides in ein ak-
tives Polysaccharid-Sulfat wurde das Zuckerpolymer in DMF bzw. DMSO als Lésungs-
mittel durch Umsetzung mit dem SOs* Pyridin-Komplex sulfatiert. In beiden Versuchen
fuhrte das enthaltene Restwasser zu partiellem Abbau des Polysaccharides. Das n
DMF sulfatierte Polysaccharid wies ein relatives Molekulargewicht von 30kD und das
in DMSO sulfatierte von nur 3kD auf. Der Sulfatierungsgrad des Polysaccharid-Sulfats
betrug 0,86 (DMSO) bzw. 0,95 (DMF), d.h. etwa jedes Zuckermonomer ist einfach

sulfatiert.
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Aus dem Methanolextrakt konnten zusatzlich Brevifolincarbonsaure (M =292,2g/mol)

sowie die Gallotannine Corilagin (M =634,5g/mol) und Geraniin (952,7g/mol) isoliert
und durch 'H-'®C-NMR-Spektroskopie sowie Massenspektrometrie identifiziert
werden. Brevifolincarbonsaure wurde zum ersten Mal in Phyllanthus amarus nachge-
wiesen.

Die ermittelten antiviralen Aktivitaten (anti HIV-1) von Corilagin und Geraniin entspre-
chen den Konzentrationsbereichen, wie sie fur strukturverwandte Ellagitannine in der

Literatur beschrieben sind.

Mucuna pruriens L.

Aus den Samen von Mucuna pruriens L. wurde ein Hauptpolysaccharid durch Heil3-

wasserextraktion, fraktionierte Ethanolfallungen, Proteinabtrennung, Anionenaus-
tausch- und Gelchromatographie isoliert. Die Strukturaufklarung erfolgte wieder durch

Permethylierung, Abbau und Massenspektroskopie.

Das aus dem sauren Anteil der 1+1 Ethanolfallung isolierte Polysaccharid besitzt ein
relatives Molekulargewicht von 110kD und eine optischen Drehung von +63,0°. Neben
einem hohen Uronsdureanteil von 53,0% wurden die Neutralzucker Rhamnose,
Xylose, Galaktose und Arabinose nachgewiesen. Die Hauptkette besteht nach dem
Ergebnis der Permethylierung und der Uber Massenspektrometrie nachgewiesenen
partiell methylierten Alditolacetate vorwiegend aus 1,4-verknlpften pyranosidischen
a-D-Uronsaure-Einheiten (Glucuronsaure : Galakturonsaure = 1 : 70) mit 1,2-verzweig-
ten b-D-Xylopyranose- und 1,2,4-verzweigten a-L-Rhamnopyranose- sowie 1,4- und
1,3,6-verzweigten b-D-Galaktopyranose-Einheiten. Die Seitenketten liegen sowohl als
hochverzweigte = a-L-Arabinoseketten  (1,2-pyranosidisch, 1,2,5- und 1,3,5-
furanosidisch verknupft) als auch als 1,3,6-verzweigte b-D-Galaktanketten neben
Galakturonsaureketten vor. In dem sauren Polysaccharid sind 2,0% der
Hydroxylgruppen sowie 2,0% der Uronsauren verestert.

Aufgrund des hochkomplexen Aufbaus des sauren Xyloarabinogalaktans kann das

Polysaccharid dem Strukturtyp Il zugeordnet werden.

Wahrend der Enstehung der vorliegenden Arbeit erschienen Arbeiten von SINGH et al.

[1999a, 1999b, 2000], in denen ein neutrales Galaktomannan aus Mucuna pruriens
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beschrieben wird, das in der Struktur von dem von uns isolierten sauren Xyloarabino-
galaktan abweicht. Die Unterschiede sind wahrscheinlich auf ein anderes Isolierungs-

schema und Pflanzenmaterial zurtckzufihren.

Cissus quadranqularis L.

Durch Heildwasserextraktion, fraktionierte Ethanolfallungen und Saulenchromato-
graphie an DEAE-Sepharose wurde erstmals aus der Herba-Droge Cissus quadran-
gularis L. ein Hauptpolysaccharid isoliert. Die Strukturaufklarung erfolgte durch Per-

methylierung, Abbau sowie MS- und NMR-Messungen.

Das aus dem sauren Anteil der 1+1 Ethanolfallung isolierte Polysaccharid besitzt nach
der HPGPC-Methode ein relatives Molekulargewicht von 530kD und eine optische
Drehung von +59,0°. Es besteht aus den Neutralzuckern Xylose, Arabinose, Mannose
und Galaktose sowie einem Uronsaureanteil von 53,0%, der sich im Verhaltnis 1:4 aus
b-D-Glucuronsaure- und b-D-Galakturonsaure-Einheiten zusammensetzt. Die Haupt-
kette ist aus Uronsduren zusammen mit hochverzweigten b-D-Mannopyranosid- (1,3,
1,6- und 1,2,3-verknlpft) und b-D-Galaktopyranosid-Einheiten (1,4-, 1,3,6- und 1,3,4,6-
verknupft) aufgebaut. Als Seitenketten kommen sowohl hochverzweigte a-L-Arabino-
furanoseketten (1,5-, 1,2,5-verknlpft) oder verzweigte Galaktanketten (1,4-, 1,3,6-ver-
knlpft) sowie Galakturonsaureketten vor. In dem sauren Polysaccharid sind die Uron-
sauren (0,9%) und die Hydroxylgruppen (0,2%) nur schwach verestert.

Das saure Xyloarabinomannogalaktan kann einem Typ II-Polysaccharid zugeordnet

werden.

2. MOLEKULARGEWICHTSBESTIMMUNG

Bei dem Vergleich des bisher zur relativen Molekulargewichtsbestimmung eingesetz-
ten HPGPC-Verfahrens mit der AF*-Methode wurden groRe Unterschiede festgestellt.
Beide Verfahren erwiesen sich daher zur relativen Molekulargewichtsbestimmung von
sauren hochpolymeren Heteropolysacchariden als ungeeignet.

Durch Kombination der AF*-Methode mit einem statischen Laserlichtstreudetektor

konnten die ,absoluten” Molekulargewichte der isolierten Polysaccharide mit relativ
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groBer Genauigkeit ermittelt werden, die erheblich von den relativen abwichen (siehe
Tabelle 44).

Molekulargewicht [kD]
Polysaccharide aus RDetektor? SLS-RI-Detektor®
AF* HPGPC AF*
Phyllanthus amarus 6 425 259
Mucuna pruriens 10 110 168
Cissus quadrangularis 6 530 272

Tabelle 44 Vergleich der Molekulargewichtsbestimmung durch AF* und HPGPC bei verschiedenen
Detektoren
%relative und "absolute Molekulargewichtsbestimmung

FUr das Phyllanthus-Polysaccharid wurde ein absolutes Molekulargewicht von 259kD,

fur das aus Mucuna von 168kD und fiir das aus Cissus von 272kD ermittelt.

3. PHARMAKOLOGIE

3.1. Immunmodulatorische Aktivitat

Phagozytose
Die durch 1+1- und 1+4-Ethanolfallung erhaltenen Rohpolysaccharidgemische aus

Phyllanthus amarus steigerten in der Konzentration von 10ug/m die durchfluzyto-

metrisch gemessene Phagozytoseaktivitdt gegenlber dem Mikroorganismus
Staphylococcus aureus um 53% bzw. 52%. Das saure Arabinorhamnogalaktan
erhohte die Aktivitat in der gleichen Konzentration um 46%.

Das aus Mucuna pruriens isolierte Rohpolysaccharidgemisch aus der 1+1-Ethanol-

fallung des HeilRwasserextraktes aktivierte in einer Konzentration von 10ug/ml die
Phagozytose um 21%.

Das aus Cissus quadrangularis isolierte Rohpolysaccharidgemisch der 1+1-

Ethanolfallung stimulierte die Phagozytose-Aktivitat in der Konzentration von

10pg/ml um 17% und das saure Xyloarabinomannogalaktan um 13%.
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Da die Phagozytose-Aktivitat mit steigendem Uronsaureanteil zunahm, scheint eine
Struktur-Wirkungs-Beziehung zwischen Aktivitdt und saurem Zuckeranteil zu be-

stehen.

Loxidative burst“-Aktivitat

Die durch 1+1- und 1+4-Ethanolfallung isolierten Rohpolysaccharidgemische aus

Phyllanthus amarus steigerten im durchflulRzytometrisch bestimmten Fluoreszenz-

Test die ,oxidative burst“-Aktivitat in der Konzentration von 10pg/ml um 52% bzw.
32%. Das Hauptpolysaccharid erhdhte die Aktivitat in der gleichen Konzentration
um 62%.

Das aus Mucuna pruriens isolierte Rohpolysaccharidgemisch aus der 1+1-Ethanol-

fallung des Heillwasserextraktes aktivierte die ,oxidative burst‘-Aktivitat in einer
Konzentration von 10pug/ml um 29%.

Das aus Cissus quadrangularis isolierte Rohpolysaccharidgemisch der 1+1-Ethanol-

fallung und das Hauptpolysaccharid steigerten die ,oxidative burst“-Aktivitat in der
Konzentration von 10ug/ml um 26% bzw. um 24%.
Auch die ,oxidative burst“-Aktivitat scheint sich mit steigendem Uronsaureanteil zu er-
héhen. Fir die Struktur-Wirkungs-Beziehung spielen vermutlich auch noch andere
Faktoren wie der Verzweigungsgrad oder die Sekundar- bzw. Tertiarstruktur eine
Rolle.

3.2. Antivirale Aktivitat

Die aus Phyllanthus, Mucuna und Cissus isolierten Polysaccharide waren bei fehlen-

der zytotoxischer Wirkung (in Konzentrationen von 5500ug/ml gegenuber Leberzellen)
nicht in der Lage, in Konzentrationen von 1+50ug/ml die de novo Synthese des wild

type Hepatitis B Virus signifikant zu hemmen.

Die in DMF bzw. DMSO sulfatierten Phyllanthus-Polysaccharide waren in Konzentra-
tionen von 1-100ug/ml in MT4 Tellen nicht zytotoxisch. Sie erwiesen sich im MAGI-
Assay als starke Inhibitoren der Virusreplikation (HIV-1). Der ECso-Wert fur das in
DMSO sulfatierte Polysaccharid betrug 0,12 + 0,05ug/ml und fir das in DMF sulfatierte
Polysaccharid 0,27 £ 0,12ug/ml.
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Das in DMSO sulfatierte Phyllanthus-Polysaccharid konnte dosisabhangig die HIV-1
Internalisation im MAGI-Test inhibieren. In einer Konzentration von 2ug/ml wurde die
Internalisation des Virus um 82+7%, bei 0,5ug/ml um 70£11% und bei 0,125ug/ml um
36+27% gehemmt (Positivkontrolle mit Heparin: Inhibierung der Virusaufnahme um
78+2% in einer Konzentration von 100ug/ml). Ferner konnte das sulfatierte Polysac-
charid die HIV -1 Replikation wahrend der Infektionsphase um ca. 60% hemmen.

Der Vergleich mit Literaturdaten lie3 eine tendenzielle Struktur-Wirkungs-Beziehung
erkennen, d.h. mit steigendem Molekulargewicht erhohte sich die Wirksamkeit gering-
fugig, mit steigendem Sulfatierungsgrad jedoch stark. Offenbar spielt der sich additiv
aus Sulfat- und Carboxylgruppen zusammensetzende polyanionische Charakter fur

den Wirkungsgrad eine wichtige Rolle.

3.3. Antiphlogistische Aktivitat

Die aus Phyllanthus, Mucuna und Cissus neu isolierten Polysaccharide sowie das

sulfatierte Phyllanthus-Polysaccharid zeigten im Rattenpfotenddem bei intraperitonea-
ler Applikation eine starke antiphlogistische Wirksamkeit. In Tabelle 45 sind die Ergeb-

nisse der Hemmungen des Rattenpfotenddems zusammengefalt:

Testsubstanz Hemmung des Rattenpfotenddems nach 24h [%]
10mg/kg KG 20mg/kg KG

genuines Phyllanthus-

Polysaccharid 57 86

sulfatiertes Phyllanthus- 57 71

Polysaccharid (DMF)

genuines Mucuna-

Polysaccharid 29 86

genuines Cissus-

Polysaccharid 57 [
Tabelle 45: Reduktion des Rattenpfotenddems bei intraperitonealer Applikation nach 24h

(Mittelwerte)
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Bei den genuinen Polysacchariden nahm die Wirksamkeit zeitabhangig zu, wobei das
sulfatierte Phyllanthus-Polysaccharid mit kleinem Molekulargewicht in beiden Konzen-
trationen bereits nach 2h eine Hemmung bewirkte.

Eine Struktur-Wirkungs-Beziehung konnte demnach in Abhangigkeit des Molekularge-
wichts festgestellt werden: je kleiner das Molekulargewicht des Polysaccharids ist,
umso fruher tritt offenbar aufgrund der schnelleren Resorption die Wirkung ein.

Vermutlich sind Untereinheiten, die nach enzymatischer Degradation erhalten werden,
fur die starke Wirksamkeit der Polysaccharide mit groRem Molekulargewicht verant-
wortlich.

Die Ergebnisse der phytochemischen und pharmakologischen Untersuchungen dieser
Arbeit bestatigen frihere Vorstellungen Uber die Beteiligung von Inhaltsstoffen rein
wassriger Pflanzenextrakte der traditionellen Medizin an einer therapeutischen Wirk-
samkeit.

Neben den wasserlOslichen Tanninen zeichnen sich vor allem die hochmolekularen
sauren Polysaccharide durch eine Reihe pharmakologischer Wirkungen aus.

Die in dieser Arbeit beschriebene bereits in relativ niedriger Dosierung zum Tragen
kommende immunstimulierende, antiphlogistische sowie antidiabetische Wirksamkeit
(letztere aus patentrechtlichen Grunden hier nicht aufgefuihrt) eréffnen die Mdglichkeit,
in Zukunft auch isolierte Reinstoffe aus diesen Verbindungsklassen zur Arzneimittel-

entwicklung zu verwenden.
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H MATERIAL UND METHODEN

1. DROGEN-/ POLYSACCHARIDHERKUNFT

Phyllanthus amarus: Herba-Material aus Indien (Uber Fa. LAT bezogen,
Martinsried; Chargennummern: B. No. PA-05 und B.
No. PA-08,)

Cissus quadrangularis: getrocknetes oberirdisches Material aus Indien (Fa.
Zhandu, Indien, Chargenbezeichnung: HADJOD B
und F)

Mucuna pruriens: getrocknete gemahlene Bohnen aus Indien (Uber Fa.
LAT bezogen, Martinsried; Chargennummer: B.No:
ZP / RK /003 /99)

2. PHYSIKALISCH-CHEMISCHE ARBEITSMETHODEN

2.1. Analytische Diinnschichtchromatographie

Stationare Phase:
Kieselgel-Fertigplatten 60 Fs4 (20 ©~ 20cm, Schichtdicke 0,25mm, Fa. Merck, Darm-
stadt)

Mobile Phase:
Laufmittel 1: Chloroform-MethanolWasser (64:40:8)
Laufmittel 2: Butanol-Aceton-Eisessig-Wasser (35:35:10:20)
Laufmittel 3: Ethylformiat-Ameisensaure-Wasser (80:10:10)

Detektionsmittel:

Nach dem Trocknen wurden die DC-Platten zuerst im Tageslicht {is) ausgewertet,
dann im UV2s4nm und UV3esnm betrachtet. Anschlieliend wurde mit einem der folgenden
Reagenzien detektiert.

Diphenylamin-Anilin-Phosphorsaure-Reagenz

2ml Anilin, 2g Diphenylamin und 10ml Phosphorsaure (85%) wurden gemischt und mit
Methanol auf 100ml aufgefiillt. Nach Bespriihen wurde im Trockenschrank 10min bei
100°C erhitzt und im vis ausgewertet.

Anwendung: Nachweis von Zuckern
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Eisen(ll)chlorid-Reagenz

10% FeClzx6H20 Losung (m/V) in demineralisiertem Wasser.

Nach mehrmaligem Bespruhen und Zwischentrocknen wurde im vis ausgewertet.
Anwendung: Nachweis von Gallotanninen

2.2, HPLC

Probenvorbereitung

Nach dem Ldsen wurden die Proben zentrifugiert (5min, 3500UpM), 1,0ml des Uber-
stands auf eine mit 6ml Methanol konditionierte SEP-PAK C 18-Kartusche (Fa. Waters,
Eschborn) aufgegeben und mit weiteren 6ml Methanol eluiert.

Das Eluat wurde zur Trockne eingeengt, in 1,0ml Methanol aufgenommen, 10min bei
10000UpM zentrifugiert und der Uberstand durch einen 0,45um PVDF-Filter (Fa. All-
tech, Kronberg-Oberhdchstadt) filtriert. Die klare Losung wurde fur die HPLC einge-
setzt.

Parameter
Apparat: HP 1090 (Fa. Hewlett-Packard, Waldbronn)
Detektor: DAD HP 1040 (Fa. Hewlett-Packard, Waldbronn)
Saule: LiChrospher 100 RP 18 (5 ym; 125 x 4 mm) (Fa. Merck,
Darmstadt)
Vorsaule: LiChrospher 100 RP 18 (5 um; 4 x 4 mm) (Fa. Merck,
Darmstadt)
FlieBmittel: FlieBmittel A:
2,0ml 1N 0-H3zPO4 in 1000mI Wasser LiChrosolv (Fa. Merck,
Darmstadt), pH 2,9
Fliemittel B:
Acetonitril HPLC Grade (Fa. Promochem, Wesel)
Gradient: 5-15% B in 20min
15-25% B in 15min;
25-50% B in 5min;
50-90% B in 20min
Gesamtlaufzeit: 60min
Postrun: 10min
FluRrate: 1,0ml/min
Injektionsvolumen: 10ul
Konzentration: 1%ige Lésungen (m/V) in Methanol LiChrosolv (Fa. Merck,

Darmstadt)
Detektion: 254 nm; 280 nm; 365 nm (200 nm)
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23. Trennung an Sephadex LH 20

Saulen (Fa. Pharmacia, Freiburg)
Kleine Saule: Durchmesser 10mm, Gelbetthdhe 30cm

FluRrate: 6ml/h

aufgetragene Substanzmenge: 200mg Gallotanninfraktion
Grol3e Saule: Durchmesser 25mm, Gelbetthohe 35cm

FluRrate: 30ml/h

aufgetragene Substanzmenge: 1000mg Gallotanninfraktion

Elutionsmittel: 20%, 50% und 80% wassriges Methanol (V/V)

Detektor: Uvicord S Il (Fa. LKB, Bromma, Schweden)

Fraktionssammler: Ultrorac Il 2070 (Fa. LKB, Bromma, Schweden)

Pumpe: LKB 2132 Microperpex - peristaltic pump (Fa. LKB, Bromma,
Schweden)

Durchfihrung

Die Probe wurde in wenig Eluens geldst und auf die Sephadex-Saule aufgetragen, mit
dem jeweiligen Losungsmittel eluiert und die Fraktionen im Fraktionssammler aufge-
fangen. Die Detektion der einzelnen Fraktionen erfolgte online mittels UV-Detektor.
Nach Vereinigung zusammengehorender Fraktionen wurde Methanol unter Vakuum
abrotiert. Das Lyophilisat des Ruckstands ergab die Reinsubstanz.

24. Dialyse

Material: Servapor-Dialyseschlauche, Porenweite ca. 12-14kD, (Fa.
Serva, Heidelberg)

Art und Dauer: a) stehend (im 10l Eimer) unter Rihren gegen

demineralisiertes Wasser

Dauer: mind. 3 Tage, mit 4 Wasserwechseln pro Tag
b) flieRend unter Ruhren gegen demineralisiertes \Wasser

Dauer: mind. 72h

2.5. Zentrifugation

Gerate: Biofuge 13, Megafuge 1.0 S, Variofuge 20 RS und
Suprafuge 22 (alle Fa. Heraeus Christ, Osterode)
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2.6. Lyophilisation

Gerate: Modulyo (Fa. Edwards, Kirchheim), mit VacUUbrand RD-8
Pumpe (Fa. Vacuubrand, Wertheim)
Gamma 1-20 (Fa. Heraeus Christ, Osterode)
Epsilon 2-12D (Fa. Heraeus Christ, Osterode, im AK Prof.
Winter, Department Pharmazie — Zentrum fiir Pharma-
forschung, LMU-Mtinchen)

2.7. Elementaranalyse

Die Elementaranalysen wurden von der Mikroanalytischen Abteilung des Department
Chemie - Organische Chemie, LMU-Miinchen, angefertigt.

2.8.  'H-und *C- Kernresonanzspektroskopie

Gerat: Kernresonanzspektrometer GSX 400N (400MHz) (Fa. Jeol,
Eching)

Losungsmittel: D,0, CD30D, CDCI3, Dg-Aceton, Dg-DMSO (Fa. Sigma, Tauf-
kirchen)

Einwaage: 20-30mg auf 0,7ml DO

Die Signalverschiebungen wird in ppm angegeben.
Die Messungen wurden von Herrn Dr. Lerche und seinen Mitarbeiten, Department
Pharmazie — Zentrum fiir Pharmaforschung, LMU-M(inchen, durchgefiihrt.

2.9. Bestimmung der optischen Drehung

Gerat: Perkin-Elmer Polarimeter 241 (Fa. Perkin-EImer, Uberlingen)
Klvette: Volumen: 1ml, Lange: 1dm
Wellenlange: 589nm (Na-Lampe)

Zur Detektion der Polysaccharidfraktionen wurde bei 365nm
(Hg-Lampe) gemessen.

Konzentration: 0,1% (m/V)

Losungsmittel: destilliertes Wasser



Material und Methoden Seite 153

Durchfuhrung
Die auf 20+0,5°C eingestellten wassrigen Losungen der Polysaccharide wurden funf-

mal hintereinander gemessen und der Mittelwert a gebildet. Die spezifische

20
Drehung [a]D wurde nach der folgenden Formel berechnet:
20 _ 100°a
o] ==
D Ix

a = Drehwinkel, in Grad bei 20+0,5°C
Lange der Kuvette in Dezimeter

¢ = Konzentration der Substanz in Prozent (m/V)
Polarimeter-Detektion
Gerat/Klvette: siehe oben
Wellenlange: 365nm (Hg-Lampe)

2.10. Bestimmung des Wassergehalts

Karl-Fischer-Titration: 737 KF Coulometer (Fa. Metronm AG, Herisau, Schweiz),

Lésungsmittel: Hydranal®-Titrant, Hydranal®-Solvent, Methanol, asserfrei
(Fa. Riedel de Haén, Seelze)

Zentrifuge: Christ (Fa. Heraeus Christ, Osterode)

Durchfuhrung

Die Probenflaschchen mit Lyophilisat wurden gewogen und mit etwa 2ml wasserfreiem
Methanol versetzt und erneut gewogen. Die Proben wurden 10min ins Ultraschallbad
gestellt und anschlielend zentrifugiert. Etwa 300ul wurden mit einer Mikroliterspritze
aufgezogen, diese gewogen, der Inhalt in das Titriergefal® eingespritzt und die Spritze
erneut gewogen. Der errechnete Wassergehalt wurde am Gerat abgelesen und rech-
nerisch, unter Berucksichtigung des Losungsmittelwassergehalts und dem Lyophilisat-
trockengewicht, der relative Wassergehalt des Lyophylisats ermittelt. Durch flinfmali-
ges Einspritzen eines Wasserstandards wurde die Reproduzierbarkeit tGberprift. Der
Wasserwert des Ldsungsmittels und der Proben wurde ebenfalls aus dem Mittelwert
von funf Einspritzungen bestimmt.

Die Messungen konnten an den Gerdten des Arbeitskreises von Prof. Winter,
Department Pharmazie — Zentrum fiir Pharmaforschung, LMU-Miinchen, durchgefiihrt
werden.
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211. Molekulargewichtsbestimmung

2.11.1. High Performance Gel Permeation Chromatography (HPGPC)

Vorsaule: selbstgepackte Saule mit I-125 Proteinmaterial gefullt, | = 5cm

Saule: Superose 12 (Fa. Pharmacia, Freiburg) bzw. Sepharose 6B
(Fa. Sigma, Taufkirchen)

Mobile Phase: PBS-Puffer (0,05M Na-Phosphatpuffer pH = 7,0 mit 0,1M
NaCl)

Einspritzmenge: 100ul einer 2%igen Losung (m/V) in PBS-Puffer

Laufzeit: 50min

Durchfluf3: 0,45ml/min

Interface: D-6000, Softwaresteuerung (Fa. Merck, Darmstadt)

Autosampler: AS-2000 (Fa. Merck, Darmstadt)

Pumpe: L-6200 (Fa. Merck, Darmstadt)

Detektor: DAD-Detektor L-4500 (Fa. Merck, Darmstadt)

Eichsubstanzen:

Auswertung:

Differentialrefraktometer R-401 (Fa. Waters, Eschborn)

Glucose (Fa. Merck, Darmstadt)

Dextran: 5, 15, 40, 70, 110, 500 und 2000kD

(alle Fa. Pharmacia, Freiburg)’

Pullulan: 5,6, 11,2, 22,0, 45,9, 106, 200, 380, 710, 1520kD
(alle Fa. Postnova, Eresing)

Larchenarabinogalaktan: Fa. Sigma, Taufkirchen

_ Ve-Vo

Kb =
V1 -Vo

Anhand der Retentionszeiten jeder Eichsubstanz wurde das zugehorige Elutions-
volumen Vg bestimmt. Nach der Formel konnte der Kp-Wert der Probe in Abhangigkeit
von Total (V1) und Ausschluf3volumen (Vo) der Superose-12-Saule berechnet werden.
Aus den Ky-Werten der Eichsubstanzen, logarithmisch aufgetragen gegen ihre Mole-
kulargewichte, ergibt sich eine Eichgerade, aus der sich im linearen Bereich das Mole-
kulargewicht der Probe anhand des zugehdrigen Kp-Wertes ablesen lafit.
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2.11.2. Asymmetrische FluR-FeldfluRfraktionierung (AF*)

Parameter der Messung mit RI-Detektor

Anlage: Asymmetrische FluR3-Feldflu3fraktionierung HRFFF 10.000,
incl. Pumpen, AF*-Modul, Kanal, Software (Fa. Postnova,
Eresing)

Entgaser: PN 7505 (Fa. Postnova, Eresing)

Autosampler: Thriathlon (Spark Holland, VE Emmen, Niederlande)

RIDetektor: Differential-Refraktometer R401 (Fa. Waters, Eschborn)

Spritzenpumpe: LKB P-500 (Fa. Pharmacia, Freiburg)

Membrantyp: regenerierte Zellulose (cut off = 5kD)

Konzentration: 2,0mg/ml

Probenvolumen: 100pl

Eluent: Reinstwasser

Eichsubstanzen: siehe 2.11.1

MeRmethode: MelRzeit: 20min
QuerfluRgradient: 85-10% linear in 20min
Laminarfluf® out: 0,5ml/min von 0-20min
Laminarflufd in: 1,67-1,0ml/min von 0-20min
Injektionszeit: 60s
Fokussierzeit: 240s

Die Messungen wurden im Arbeitskreis von Prof. R. Nie8ner, Institut fiir Wasser-
chemie und Chemische Balneologie, TU-Miinchen, durchgefiihrt.

Parameter der Messung mit SLS- und RI-Detektor

Anlage: Asymmetrische Flu3-Feldflu3fraktionierung HRFFF 10.000,
incl. Pumpen, AF*-Modul, Kanal, Software (Fa. Postnova,
Eresing)

Entgaser: PN 7505 (Fa. Postnova, Eresing)

Autosampler: PN 5200 (Fa. Postnova, Eresing)

RIDetektor: PN 1000 (Fa. Postnova, Eresing)

Multilaserdetektor: SLS/DLS PN 3000 (Fa. Postnova, Eresing)

Membrantyp: regenerierte Zellulose (cut off = 5kD), Spacer d = 0,35mm

Konzentration: 2,0mg/ml

Probenvolumen: 100pl

Eluent: 0,2M Natriumnitratldsung in Reinstwasser
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Mel3methode: Melzeit: 20min
QuerfluRgradient: 40-0% linear in 20min
Laminarfluf? out: 1,0ml/min von 0-20min
Laminarfluf in: 1,67-1,0ml/min von 0-20min
Injektionszeit: 60s
Fokussierzeit: 120s

Die Messungen wurden in der Fa. Postnova, Eresing, durchgefihrt.

2.12. Proteingehalt nach LOWRY [1951]

Reagenzien: alkalisches Kupferreagenz:
1ml 1%ige wassrige CuSOy4-Losung (m/V)
1ml 2%ige wassrige K-Na-Tartrat-Losung (m/V)
20ml 10% NazCOs in 0,5M NaOH (m/V)

Folin-Ciocalteus-Phenol-Reagenz (Fa. Merck, Darmstadt):
1:10 mit destillietem Wasser verdinnt

Standardldsungen:
Rinderserumalbumin (Fa. Sigma, Taufkirchen) in
Konzentrationen von 5-300ug/ml in destilliertem Wasser

Probenlésungen: 0,1% (m/V) in destilliertem Wasser

Blindlosungen: destilliertes Wasser

Durchfiihrung
1ml Proben-, Standard- bzw. Blindldsung wurden mit je 1ml alkalischem Kupferrea-

genz versetzt. Nach 15min bei Raumtemperatur wurden je 3ml Folin-Reagenz zugege-
ben und sofort kraftig durchmischt. Nach 45min bei Raumtemperatur wurde die Extink-
tion bei einer Wellenlange von 540nm gegen den Blindwert gemessen. Anhand der
Eichgerade konnte der Proteingehalt der Probe bestimmt werden.



Material und Methoden Seite 157

2.13. Uronsaurebestimmung nach BLUMENKRANTZ [1973]

Reagenzien: Dinatriumtetraborat-Reagenz (Fa. Merck, Darmstadt):
0,5% (m/V) in H2S O4konz. (Warme, Ultraschallbad)

Hydroxybiphenyl-Reagenz (Fa. Sigma, Taufkirchen):
0,15% (m/V)in 1M NaOH

Standardl6sungen:
Galakturonsaure (Fa. Fluka, Steinheim) in Konzentrationen
von 10-200ug/ml in demineralisiertem Wasser

Probenlésungen: 0,05% (m/V) in destilliertem Wasser

Blindldsung: destilliertes Wasser

Durchfihrung
800ul Proben-, Standard- bzw. Blindlésung wurden mit 4ml des Dinatriumtetraborat-

Reagenz versetzt, sorgfaltig gemischt und 5min im kochenden Wasserbad erhitzt.
Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur im Wasserbad wurde die Absorption bei 520nm
gemessen (=Mel3wert 1). Anschliefend wurden 80ul des Hydroxybiphenyl-Reagenz
zugegeben, geschuttelt und 5min bei Raumtemperatur stehengelassen. Durch Mes-
sung der Absorption bei 520nm erhielt man den MeRwert 2. Die Differenz (MelRwert 2
— MeRwert 1) war maldgeblich fur die Bestimmung. Aus der Eichgerade der Galaktu-
ronstandards ergab sich der jeweilige Uronsaureanteil.

2.14. Dinnschichtchromatographie (Monosaccharide bzw. Polysaccharide
nach Hydrolyse)

Adsorbentien: Kieselgel 60 F,s4-Fertigplatten 20 x 20cm (Fa. Merck,
Darmstadt)
mobile Phase: Chloroform : Methanol : Wasser (64:14:8)
Butanol : Aceton : Eisessig : Wasser (35:35:10:20)
Detektion: Anilindiphenylaminphosphorsaure (2ml Anilin, 2g

Diphenylamin, 10ml Phosphorsaure ad 100ml Methanol)
Farbreaktion im vis nach 10min, 100°C (Trockenschrank)
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Durchfuhrung
1-2mg Polysaccharid wurden in einer 25ml Glasampulle eingewogen und mit +2ml

2M Trifluoressigsaure versetzt. Nach dem Verbordeln der Ampulle wurde die Probe
90min bei 121°C im Trockenschrank hydrolisiert. Nach dem Abklhlen wurde die
Lésung direkt auf die Kieselgelplatte aufgetragen. Die Auswertung erfolgte durch Ver-
gleich mit Monosacchariden als Referenzsubstanzen.

2.15. Neutralzuckeranalyse der Alditolacetate

2.15.1. Darstellung der Alditolacetate nach BLAKENEY [1983]

Gerate/Material: 25ml Glasampullen
Trockenschrank
Wasserbad
Rotationsverdampfer
Reagenzien: Zuckerstandards (Rhamnose, Fucose, Arabinose, Xylose,

Mannose, Galaktose, Glucose (Fa. Merck, Darmstadt))
2M Trifluoressigsaure

myo-Inositol (Fa. Sigma, Taufkirchen)

Eisessig

Acetanhydrid

Methanol p.A. (Fa. Merck, Darmstadt)
1-Methylimidazol (Fa. Sigma, Taufkirchen)
Acetanhydrid p.A. (Fa. Sigma, Taufkirchen)

1M Ammoniak

NaBH, (Fa. Merck, Darmstadt) 2% (m/V) in trockenem DMSO
frisch gelost

Dichlormethan p.A. (Fa. Merck, Darmstadt)

Durchflhrung
1-2mg Polysaccharid bzw. 1mg jedes Monosaccharids der Standardmischung (Rham-

nose, Fucose, Arabinose, Xylose, Mannose, Galaktose und Glucose) wurden in 25ml
Glasampullen eingewogen und mit 2ml 2M Trifluoressigsaure versetzt. Nach Ver-
schluf} der Ampullen wurden die Losungen 90min bei 121°C im Trockenschrank er-
hitzt. Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurden 200ul Inositstandardlésung
(c =5mg/ml) zugegeben und die Hydrolysate in 25ml Spitzkolben Uberflhrt, unter ver-
mindertem Druck zur Trockne eingeengt, zweimal mit je 2ml Methanol aufgenommen
und abermals einrotiert. Die Ruckstande wurden in 0,1ml 1M Ammoniak aufgenom-
men und durch Zugabe von 1ml NaBHs-Losung (2% (m/V) in DMSO) 90min im Was-
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serbad bei 40°C reduziert. 0,4ml anschliel3end zupipettierter Eisessig zerstorte Uber-
schussiges NaBH4. Die Acetylierung des reduzierten Zuckergemisches erfolgte 15min
spater durch Zusatz von 2ml Acetanhydrid und 0,2ml 1-Methylimidazol als Katalysator.
Nach 15min wurde Uberschussiges Acetanhydrid mit 20ml eiskaltem Wasser zerstort;
weitere 15min spater wurden die Alditolacetate mit 0,7ml Dichlormethan ausgeschut-
telt. Die Unterphase wurde direkt zur gaschromatographischen Analyse verwendet.

2.15.2. Gaschromatographie — Trennung der Alditolacetate (quantitative

Neutralzuckeranalyse)
Gerat: Perkin-Elmer Autosystem XL, Turbochrom-Software (Fa.
Perlkin Elmer, Uberlingen)
Tragergas: Helium
Detektor: Flammenionisationsdetektor (FID), 260°C
Einspritzmenge: 1ul, 260°C
Saule: SP-2380 (Fa. Supelco, Taufkirchen), 30m” 0,25mm” 0,2um

Filmdicke (90%-Biscyanopropyl-10%-
cyanopropylphenylsiloxan)

Temperatur: Injektor: 260°C
Gradient: 210°C, 5min
5°C/min auf 235°C,
1°C/min auf 245°C,
10°C/min auf 260°C

2.16. Methylierungsanalyse der Polysaccharide nach HARRIS [1984]

Gerate/Material: Exsikkator
25ml Glasampullen
Trockenschrank
Wasserbad
Rotationsverdampfer
Zentrifuge
Reagenzien: DMSO wasserfrei (Molekularsieb 4 A, Fa. Sigma, Taufkirchen)
Kaliumhydrid (6lige Suspension, Fa. Sigma, Taufkirchen)
Methyliodid (Fa. Sigma, Taufkirchen)
Chloroform, p.A. (Fa. Merck, Darmstadt)
Methanol, p.A. (Fa. Merck, Darmstadt)
destilliertes Wasser
2,2-Dimethoxypropan
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Eisessig

2M Trifluoressigsaure

Natriumborhydrid bzw. Natriumbordeuterid (Fa. Sigma,
Taufkirchen)

2M Ammoniak

Aceton, p.A. (Fa. Merck, Darmstadt)
Ethylacetat, p.A. (Fa. Merck, Darmstadt)
Acetanhydrid (Fa. Merck, Darmstadt)

60% Perchlorsaure (Fa. Merck, Darmstadt)
1-Methylimidazol (Fa. Sigma, Taufkirchen)
Dichlormethan, p.A. (Fa. Merck, Darmstadt)
myo-Inositolhexaacetat (Fa. Sigma, Taufkirchen)

Probenvorbereitung

1-5mg der mindestens 16h im Vakuum dber Phosphorpentoxid getrockneten Proben
wurden in 25ml Ampullen in 200ul wasserfreiem DMSO (Molekularsieb 4 A) geldst. Die
Ampullen wurden nach Begasen mit Argon zugebordelt.

Der Losevorgang kann durch Erwarmen und Rihren unterstitzt werden. Falls sich
eine Probe dennoch nicht 16st, so kann vor der eigentlichen Methylierung mehrmals
vormethyliert werden.

Herstellen des Kaliummethylsulfinylcarbanions

Ca. 5g dlige Kaliumhydrid-Suspension (entsprechend etwa 1g Kaliumhydrid) wurden
viermal mit je 20ml trockenem Hexan gewaschen und jedesmal abzentrifugiert (2min,
1000UpM, 20°C). Danach wurde das gereinigte Kaliumhydrid erneut in 20ml Hexan
suspendiert. Nach Sedimentation des festen Kaliumhydrids wurde das Hexan mit
Stickstoff abgeblasen und nach Eiskuhlung des trockenen Kaliumhydrids unter Argon-
atmosphare und standigem Ruhren langsam 13ml wasserfreies DMSO zugegeben
(starke Wasserstoffbildung !!). AnschlieRend wurde das Reaktionsgemisch langsam
auf Raumtemperatur gebracht. Nach Beendigung der Reaktion (ca. 30min) wurde die
Lésung in eine Ampulle uberflhrt, zugebdrdelt und zentrifugiert (3min, 1000UpM). Es
entstand eine graugrine Losung, welche bei—20°C ca. 1Monat stabil blieb.

Methylierung von in DMSO unléslichen Substanzen

Die in 200yl DMSO suspendierten, feingepulverten Substanzen wurden vor der eigent-
lichen Methylierung zweimal mit wenig Methyliodid vormethyliert: zu der Suspension
wurden 20ul Kaliummethylsulfinylcarbanion zugegeben, gemischt und 5Sul eiskaltes
Methyliodid zugesetzt. Nach Durchmischen wurden erneut 60ul Kaliummethylsulfinyl-
carbanion hinzugefugt, gemischt, mit Eis gekuhlt, 15pl eiskaltes Methyliodid zugesetzt
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und gemischt. Dieser Vorgang wurde so lange wiederholt, bis die Probe vollstandig ge-
|6st war. Danach wurde wie im folgenden beschrieben methyliert.

Methylierung
Zu den gelosten Proben wurden 250ul Kaliummethylsulfinylcarbanion zugegeben und

gemischt. Nach 10min wurde die Losung im Eisbad abgekihlt und 200ul eiskaltes
Methyliodid zugegeben. Wahrend sich die Mischung auf Raumtemperatur erwarmte,
wurde immer wieder gemischt. 10min nach Zusatz von Methyliodid wurden 3ml Chlo-
roform:Methanol (2:1) sowie 2ml demineralisiertes Wasser zugegeben und kraftig ge-
schittelt. Um die Phasentrennung zu erleichtern, wurde zentrifugiert (200g, 3min). Die
obere Phase wurde vorsichtig abpipettiert, ohne dabei die Phasengrenze zu zerstoren.
Der Waschproze3 wurde in gleicher Weise durch erneute Wasserzugabe viermal
wiederholt. Nach dem letzten Abpipettieren der Oberphase wurden zur Entfernung von
noch vorhandenem Wasser 2ml 2,2-Dimethoxypropan und 20pl Eisessig zugegeben.
Nach Zusatz von einigen Siedesteinchen wurde die Mischung im Wasserbad (90°C)
bis auf 200ul eingeengt. Die restliche Flussigkeit wurde mit Stickstoff abgeblasen.

Hydrolyse

0,3ml 2M Trifluoressigsaure wurde zu den methylierten Proben gegeben und die L6-
sung in verbordelten Ampullen im Trockenschrank fur 60min auf 121°C erhitzt. Nach
Abkuhlen wurden die Proben im Wasserbad (40°C) mit Inertgas zur Trockne abge-
blasen.

Reduktion und Acetylierung

1ml frisch bereitete 0,5M Natriumborhydridlésung (bzw. Natriumbordeuterid-Isg.) in 2M
Ammoniak wurde zum trockenen Hydrolysat gegeben und der Ansatz 60min bei 60°C
im Wasserbad reduziert. Um die Reaktion zu stoppen, wurden 0,5ml Aceton zugege-
ben und danach die Lésung im Wasserbad (40°C) mit Stickstoff zur Trockne abge-
blasen. Der Rickstand wurde in 0,2ml Eisessig aufgenommen und 1ml Ethylacetat
sowie 3ml Acetanhydrid wurden zugegeben. Nach Durchmischen wurden 100l 60%
Perchlorsaure als Katalysator flir die Acetylierung zupipettiert und erneut gemischt.
Nach 5min wurde mit Eis gekuhlt und 10ml demineralisiertes Wasser sowie 200yl
1-Methylimidazol zugegeben, gemischt und die LOsung fur weitere Smin stehenge-
lassen. 1ml Dichlormethan, gegebenenfalls mit 1,0mg myo-Inositolhexaacetat als in-
ternen Standard (Synthese siehe 2.21), wurden zugesetzt und geschittelt. Die untere
Phase wurde fur die GC/MS-Untersuchung (siehe 2.17) verwendet.
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2.17. Gaschromatographische Trennung der Alditolacetate und massen-
spektrometrische Untersuchung der Fraktionen (GC-MS)

Gerat: Gaschromatograph HP 5890 series Il (Fa. Hewlett-Packard,
Waldbronn)

Detektor: Massenpektrometer HP 5971 A MSD (Fa. Hewlett-Packard,
Waldbronn)

Tragergas: Helium, 1ml/min

Einspritzmenge: 1ul

Saule: Fused silica Kapillarsdule OPTIMA 1701 (Fa. Macherey-Nagel,

Duren), 14% Cyanopropylphenyl- 86% Dimethylpolysiloxan,

25m x 0,25mm 1.D., 0,25um Filmdicke
Temperaturprogramm: Injektortemperatur: 260°C

Detektortemperatur:

210°C, 5min

5°C/min auf 235°C,

1°C/min auf 245°C,

10°C/min auf 260°C
Die Massenspektren wurden im EFModus aufgenommen.

Die Messungen konnten an den Geréten des Arbeitskreises von Prof. F. Bracher,
Department Pharmazie — Zentrum fiir Pharmaforschung, LMU-Miinchen, durchgefiihrt
werden.

2.18. Bestimmung des Acetylierungsgrades nach McCOMB [1957]

Reagenzien: NaOH-L6sung:
9,4% (m/V) in demineralisiertem Wasser
Hydroxylaminhydrochlorid-Lésung: 3,75% (m/V) in deminerali-
siertem Wasser

Saure Methanol-Losung:

35,2ml 70% Perchlorsaure wurden in einem 500ml Mef3kolben
vorgelegt, eisgekihlt und mit kaltem Methanol auf 500ml auf-
gefullt.

FeClOg4-Losung:

1,93g FeClsx6H,O wurden in 5ml konzentrierter HCI geldst. Zu
dieser Losung wurden 5ml 70% Perchlorsaureldésung zugege-
ben und die Mischung fast zur Trockne einrotiert. Mit Wasser
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Durchfuhrung

wurde auf 100ml aufgeflllt (= Stammldsung). Zu 60ml der
Stammlosung wurden 8,3ml 70% Perchlorsaure zugegeben,
eisgekuhlt und mit Methanol auf 500ml aufgefullt.

Glucosepentaacetat-Standards:

108,9mg Glucosepentaacetat (Fa. Sigma) wurden in einem
100ml MeRkolben unter vorsichtigem Erwarmen in Sml Ethanol
gelost. Anschlieiend wurde mit Wasser auf 100ml aufgefiillt.
Aliquote Anteile (2, 4, 5, 7ml) dieser Lésung wurden mit
Wasser zu je 50ml erganzt. 500ul dieser Losungen enthielten
120, 240, 300 und 420ug als Acetylgruppen.

200yl einer frisch zubereiteten Mischung aus gleichen Teilen der NaOH-Lésung und
der Hydroxylaminhydrochlorid-Losung wurden in einem 2ml MeRkolbchen vorgelegt.
Dazu wurden unter Schuitteln 500ul der wassrigen Losung eines acetylierten Polysac-
charides (10mg/ml) zupipettiert. Nach 5min wurden 500ul der sauren MethanolL6sung
zugegeben und geschuttelt. Mit der FeClO4-Losung wurde unter Schutteln in kleinen
Anteilen auf 2,0ml aufgeflllt. Die Extinktion wurde bei 520nm gegen eine Nullkontrolle
gemessen. Als Standard fur die Eichgerade wurde Glucosepentaacetat verwendet.

2.19. Bestimmung von Uronsiureestern [SCHOLLHORN, 1994]

Reagenzien:

Farbreagenzl6sung:
40,7mg 4-Aminoantipyrin und 113mg Phenol ad 10ml destil-
liertes Wasser

Standardlésungen:

5,0mg Pektin, Methoxygehalt 9,5% nach USP XXI, (Fa. Sigma,
Taufkirchen) ad 25ml destilliertes Wasser. Zur vollstandigen
Losung des Pektins muldte der Melikolben in ein kochendes
Wasserbad gestellt werden. Zum Aufstellen einer Eichgerade
wurden Aliquote von 850, 600, 400 und 200ul eingesetzt.

Polysaccharidlésungen:
5,0mg Polysaccharid ad 850ul destilliertes Wasser

Pektinesterase (EC 3.1.1.11, Fa. Sigma, Taufkirchen)-Ldsung:
20U/ml in destilliertem Wasser
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Alkoholoxidase (EC 1.1.3.13, Fa. Sigma, Taufkirchen)-Ldsung:
10U/ml in 0,1M Kaliumphosphatpuffer pH=7,5

Peroxidase (EC 1.11.1.7, Fa. Sigma, Taufkirchen)-Lésung:
20U/ml in destilliertem Wasser

Durchfuhrung
Die Polysaccharidlésungen, die mit destilietem Wasser auf 850ul erganzten Stan-

dardaliquote sowie ein Blindwert aus 850yl destilliertem Wasser, wurden mit je 150l
4N NaOH versetzt und 45min bei 60°C in verschlossenen Gefalden hydrolisiert. Nach
Abkuhlen wurde durch Zugabe von 100ul 4N HCI und 1ml 1M Kaliumphosphatpuffer
pH=7,5 neutralisiert. 50ul Farbreagenzlosung, 50ul Pektinesterase-Losung, 50ul Per-
oxidase-LOosung und 50ul Alkoholoxidase-Losung wurden zugegeben.

2.20. Reduktion der Uronsauren nach TAYLOR [1972]

Reagenzien: N-Cyclohexyl-N‘-[2-(N-methylmorpholino)-ethyl]-carbodiimid-4-
toluolsulfonat (Fa. Sigma, Taufkirchen)
2M Natriumborhydrid bzw. Natriumbordeuterid (Fa. Sigma,
Taufkirchen) in destilliertem Wasser

Durchflhrung
Ca. 10mg Polysaccharid wurden in einem 50ml Rundkolben in 10ml destilliertem

Wasser gelost und etwa 100mg N-Cyclohexyl-N'-[2-(N-methylmorpholino)-ethyl]-
carbodiimid-4-toluolsulfonat zugefugt. Der pH-Wert des Reaktionsgemisches wurde
wahrend einer Zeitspanne von 2h durch Titration mit 0,01M HCI unter standigem
Ruhren konstant auf pH=4,75 gehalten. Nach der zweistindigen Umsetzungszeit
wurde ein Tropfen n-Octanol zur Entschdumung zugegeben und langsam unter
Ruhren 10ml einer unmittelbar zuvor hergestellten 2M wassrigen NaBH;-Lésung zuge-
tropft. Der pH-Wert der Losung wurde wahrend des Zutropfens mit einer 4N HCI auf
7,0 konstant gehalten. Nach vierstindigem Ruhren bei pH=7,0 wurde der Ansatz
finfmal mit je 5ml einer Mischung aus Essigsaure und Methanol (1:9, V/V) und an-
schliefend viermal mit Methanolversetz und am Rotationsverdampfer einrotiert. Der
erhaltene weille Rickstand wurde in Wasser geldst und dialysiert bzw. Uber eine
Biogel P2-Saule entsalzt. Nach der Entsalzung wurde das reduzierte Polysaccharid
gefriergetrocknet.

Bei Reduktionen, bei denen Deuterium eingebaut werden sollte, wurde das Polysac-
charid in D,O (Fa. Sigma, Taufkirchen) gelost, als Reduktionsmittel NaBD4 (Fa. Sigma,
Taufkirchen) verwendet und der pH-Wert mit DCI (Fa. Sigma, Taufkirchen) eingestellt.
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2.21. Synthese von Inosithexaacetat

5mg myo-Inosit wurden in 5ml 1-Methylimidazol (Fa. Sigma, Taufkirchen) suspendiert.
50ml Acetanhydrid wurden langsam unter Ruhren zugegeben. Nach 15min wurden
200ml demineralisiertes Wasser zugesetzt, um Uberschussiges Acetanhydrid zu zer-
storen. Das entstandene Inosithexaacetat wurde in Dichlormethan ausgeschuttelt.
Nach Abrotieren des Dichlormethans wurde der Ruckstand in wenig Aceton geldst und
das Inosithexaacetat durch Wasserzugabe ausgefallt. Die Reinheit des synthetisierten
Produkts wurde gaschromatographisch bestatigt.

3. PHYTOCHEMISCHE ARBEITSMETHODEN

3.1. Gewinnung der Polysaccharidrohgemische aus dem HeiBwasserextrakt
Gerat: Sepatech Varifuge 20RS und Varifuge 22S mit Festwinkelrotor
HFA 12.500, Festwinkelrotor HFA 22.500 (Fa. Heraeus Christ,
Osterode)
KPG-Ruhrer

Flagelrahrer

Durchfihrung
Gepulverte, getrocknete Droge (Phyllanthus amarus, Cissus quadrangularis oder

Mucuna pruriens) wurden im Verhaltnis 1:10 mit demineralisiertem Wasser bei 90°C
far 1h unter stdndigem Ruhren (KPG-RUhrer mit Flugelrihrer) extrahiert. Nach Abtren-
nen des Drogenrickstandes bzw. den unldslichen Extraktanteilen durch Zentrifugieren
(25min, 9000UpM, 20°C) erhielt man den Heillwasserextrakt und nach Abtrennung der
niedermolekularen Molekile mittels Dialyse und anschlieender Lyophilisation die
hochmolekularen Anteile.

Diese wurden im Verhaltnis 1:10 in demineralisiertem Wasser gelost. Anschliel3end
wurde bei 4°C unter Ruhren langsam das gleiche Volumen Ethanol zugetropft. Den
erhaltenen Niederschlag lie3 man Uber Nacht altern und zentrifugierte (25min,
9000UpM, 4°C) vom Uberstand ab. Das Prazipitat stellte die 1+1-Polysaccharidrohfal-
lung dar. Den Uberstand behandelte man analog mit 3 Volumina Ethanol und erhielt
die 1+4-Polysaccharidrohfallung.
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3.2 TCA-Proteinfallung aus dem Polysaccharidrohgemisch

Reagenzien: Trichloressigsaure (Fa. Merck, Darmstadt) 15% (m/V) in
demineralisiertem Wasser
Methanol, technisch

Durchflhrung

4g Rohpolysaccharid wurden in 150ml demineralisiertem Wasser gelost. Anschlief3end
wurden im Eisbad langsam 150ml 15% Trichloressigsaure (TCA) hinzugetropft und 1h
dort stehen gelassen. Nach dem Abzentrifugieren (15min, 9000UpM, 4°C) der ausge-
fallenen Proteine wurden die Polysaccharide im klaren Uberstand mit der 4fachen
Menge Methanol versetzt. Den ausgefallene Polysaccharidniederschlag lie® man tber
Nacht altern, bevor dieser abzentrifugiert (20min, 9000UpM, 4°C), in wenig deminera-
lisiertem Wasser gel6st, dialysiert und lyophilisiert wurde.

3.3. Anionenaustauschchromatographie

Material: DEAE-Sepharose CL 6B (Fa. Pharmacia, Freiburg)
Saule: A= 5,3cm?, I=30cm (Fa. Pharmacia, Freiburg)
Eluent: 20mM TRIS -Puffer pH=7,3
20mM TRIS -Puffer pH=7,3 mit 1M NaCl (Gradientenelution)
Durchfluf3: 30ml/h
Fraktionen: 10ml (=20min)
Fraktionssammler: LKB 2111 Multirac (Fa. LKB, Bromma, Schweden) oder
LKB 2070 Ultrorac Il (Fa. LKB, Bromma, Schweden)
Pumpe: LKB 2132 Microperpex - peristaltic pump (Fa. LKB, Bromma,
Schweden)
Durchfiihrung

500mg Polysaccharidrohfraktion wurden in 15ml TRIS-Puffer gelést und auf eine
DEAE-Sepharose-Saule aufgetragen. Nach Elution der neutralen Fraktion mit 150ml
TRIS-Puffer wurden sukkzessive die sauren Fraktionen mittels Gradientenelution
(500ml TRIS-Puffer, NaCl-Gradient 0® 1M) eluiert. Die Detektion der einzelnen Frak-
tionen erfolgte Uber Messung der optischen Drehung. Nach Dialyse gegen deminerali-
siertes Wasser und Lyophilisation erhielt man die Polysaccharidfraktionen.
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3.4. Gelpermeationschromatographie

3.4.1. Weitere Aufreinigung

Material: Fraktoge® TSK HW-65 (F) bzw 55 oder 50 (Fa. Merck,
Darmstadt)

Saule: A= 2,0cm?, I=cm (Fa. Pharmacia, Freiburg)

Eluent: 0,05M Na-phosphatpuffer pH=7,2 mit 0,15M NaCl und 0,02%
(m/V) NaNs

Durchflul3: 5mil/h

Auftragsmenge: 30-40mg

Fraktionierung: 10ml Fraktionen (=20min)

Fraktionssammler: LKB 2111 Multirac (Fa. LKB, Bromma, Schweden) oder
LKB 2070 Ultrorac Il (Fa. LKB, Bromma, Schweden)

Pumpe: LKB 2132 Microperpex - peristaltic pump (Fa. LKB, Bromma,
Schweden)

Durchfihrung

30-40mg Polysaccharidrohfraktion wurden in 3ml Eluens gelést und auf eine Frakto-
gel?-Saule aufgetragen. Die Detektion der einzelnen Fraktionen erfolgte (iber Messung
der optischen Drehung. Nach Dialyse gegen demineralisiertes Wasser und Lyophilisa-
tion erhielt man die Polysaccharidfraktionen.

3.4.2. Entsalzung

Matrial: Biogel P2 (Fa. Biorad, Minchen)

Saule: A= 2,0cm?, I=40cm (Fa. Pharmacia, Freiburg)

Eluent: demineralisiertes Wasser

Durchflul3: 5mi/h

Fraktionierung: 2,5ml Fraktionen (=30min)

Fraktionssammler: LKB 2111 Multirac (Fa. LKB, Bromma, Schweden) oder
LKB 2070 Ultrorac Il (Fa. LKB, Bromma, Schweden)

Pumpe: LKB 2132 Microperpex - peristaltic pump (Fa. LKB, Bromma,
Schweden)

Durchfuhrung

20-30mg Polysaccharidfraktion wurden in 3ml demineralisietem Wasser geldst und
auf eine Biogel-P2-Saule aufgetragen. Die Detektion der einzelnen Fraktionen erfolgte
Uber Messung der optischen Drehung. Die betreffenden Fraktionen wurden vereingt
und lyophilisiert.
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3.5. Hydrolysen

3.5.1. Totalhydrolyse

1-2mg Polysaccharid wurden in einer 25ml Glasampulle mit 2ml 2M Trifluoressigsaure-
l6sung versetzt und die Ampulle zugebérdelt. Daraufhin wurde die Losung 90min bei
121°C im Trockenschrank erhitzt. Nach AbklUhlen auf Raumtemperatur wurde das
Hydrolysat in einen 25ml Spitzkolben Uberfiihrt, zur Trockne eingeengt, zweimal in
Wasser aufgenommen und erneut einrotiert.

3.5.2. Partialhydrolyse nach BUCHALA [1981]

10-30mg Polysaccharid wurden in einer 25ml Glasampulle mit 2,5ml 0,05M Trifluor-
essigsaure versetzt und 2h bei 100°C im Trockenschrank im verbordelten Gefal
erhitzt. AnschlieRend wurde die Losung gegen demineralisiertes Wasser dialysiert
oder mittels Biogel P2 entsalzt. Die hochmolekulare Fraktion wurde gefriergetrocknet
und fur die nachfolgenden Untersuchungen eingesetzt.

3.5.3. Enzymatische Hydrolyse mit Pektinase

1mg Polysaccharid wurde in 200ul destilliertem Wasser geldst, mit 5yl Pektinase (Fa.
Sigma, Taufkirchen) 3h bei Raumtemperatur unter Ruhren inkubiert. Die freigesetzte
Uronsaure wurden dunnschichtchromatographisch mit Referenzsubstanzen nachge-
wiesen.

3.6. Sulfatierung

Sulfatierung in DMF
100mg Polysaccharid B aus P.amarus, das 24h im Vakuum uber P.Os getrocknet

wurde, wurden in 4ml DMF suspendiert und 1h im Ultraschallbad stehen gelassen.
Unter Schutzgas (Argon) wurde Uber Nacht (17h) bei 80°C geruhrt, 250ul Pyridin
(Bquimolare Menge zum Sulfatierungsreagenz) tropfenweise hinzugegeben und
weitere 7h bei 80°C gerthrt. AnschlieRend wurde Uber 2h tropfenweise 420mg
SOs* Pyridin (Fa. Sigma, Taufkirchen)-Losung (in 4ml DMF) zugetropft und weitere 17h
bei 80°C gerlhrt.

Sulfatierung in DMSO
Analog zur oben beschriebenen Methode mit 49mg Polysaccharid B, 3ml DMSO,

125l Pyridin und 210mg SOs* Pyridin (Fa. Sigma, Taufkirchen) in 2ml DMF.
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Alle Arbeitsschritte wurden unter Argonatmosphare und RUhren mit Magnetrihrer
durchgefuhrt. Die verwendeten Losungsmittel Pyridin, DMF und DMSO wurden zuvor
uber Molekularsieb getrocknet.

Aufarbeitung
Nach dem Abkuhlen wurde der gesamte Reaktionsansatz in ein eisgekuhltes Becher-

glas gegossen, evtl im Kolben verbliebenes Produkt wurde mit 4M NaOH gelést und
mit dem Reaktionsansatz vereinigt. Unter Kihlen wurde bis zur vollstandigen Losung
des Produkts 4M NaOH zugegeben. Die Losung wurde mit demineralisiertem Wasser
auf ca. 200ml verdunnt, unter flieRendem Wasser 5 Tage dialysiert und lyophilisiert

4. ISOLIERUNG DER GALLOTANNINE

125,1g getrocknete gepulverte Droge wurden unter Ruhren 2h im Verhaltnis 1:10
(m/V) mit Methanol riuckflugekocht. Nach Filtrieren wurde das Filtrat am Rotationsver-
dampfer bis zur Trockne eingeengt und der Drogenrickstand noch zweimal extrahiert.
Die Filtrate wurden vereinigt und bis zur Trockne eingeengt. Die Ausbeute an
Methanolextrakt betrug 24,59 (19,6%). Zur Anreicherung der Gallotannine wurde der
Extrakt portionsweise in Wasser digeriert und die vereinigten wassrigen Phasen er-
schopfend gegen Dichlormethan ausgeschattelt. Hierdurch wurden Chlorophyll und
andere lipophile Verbindungen abgetrennt. Alle wassrigen Phasen wurden vereinigt
und zur Abtrennung von organischem Losungsmittel am Rotationsverdampfer ein-
geengt. Nach Lyophilisation wurden 14,3g (11,4%) einer mit Gallotanninen angerei-
cherten Extraktfraktion erhalten.
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5. PHARMAKOLOGISCHE ARBEITSMETHODEN

5.1. Zytotoxizitat

Die in vitro-Toxizitdt wurde durch den WST-1 Assay (Fa. Boehringer Mannheim/
Roche, Katalog-Nr. 1644807) ermittelt.

Zellkultur

HepG2 Zellen wuchsen in Dulbecco’s modifiziertem Eagle Medium (suppl. mit 10%
FKS, Glutamin und Penicillin/Streptomycin) (Fa.Gibco BRL) in einer 5% CO,-Atmo-
sphare bei 37°C.

WST-1 Test

HepG2 Zellen (10.000/well) wurden in Mikrotiterplatten (100ul Medium/well) ausgesat
und Uber Nacht im Brutschrank (37°C, 5% CO,) gezogen. Die Zellen wurden mit den
Testsubstanzen fur 6h bzw. 12h inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und neues Medium hinzugegeben. Nach Zugabe von 10ul/well WST-1
Reagenz wurde erneut flir 1h im Brutschrank inkubiert. Die Absorption wurde gegen
den Blindwert der Kontrolle mittels Mikrotiterplattenreader bei einer Wellenlange von
420nm gemessen.

Die Bestimmung wurde von dem Arbeitskreis von Dr. M. Ott, Medizinische Hochschule
Hannover, durchgefiihrt.

5.2. Phagozytose- und ,,oxidative burst“-Aktivitat

Methode

Phagozyten wurden mit Anti-CD13-RPE Antikérpern, C. albicans mit Calcein-AM und
S. aureus mit Bacligt markiert. Die ,oxidative burst‘-Aktivitdt wurde anhand der Oxida-
tion von Dihydroethidium gemessen.

Material

CD13-RPE Antikorper (Fa. Coulter, Krefeld), Dihydroethidium (DHE), NEthyl-malein-
acetamid (NEM), Tween-20, Triton X100, Azure A, RPMI-1640 (Fa. Sigma, St.Louis,
USA), Calcein-AM, Bacligt-Bakterienvitalitatstest (Molecular Probes, Eugene, USA).

Zellmarkierung und Aktivierung
Zuerst wurde das Blut mit DHE (20ul PBS enthalten 0.5ug DHE pro 1ml Blut) 10min
bei 37°C in einem Schdttler inkubiert, um den Farbstoff in die PMN diffundieren zu
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lassen. Bei Anwesenheit von oxidativen Substanzen wird der Farbstoff oxidiert und die
gebildete rote Fluoreszenz wird durchflulRzytometrisch vermessen. Um ein optimales
Verhaltnis von 1:1 zwischen den PMN und C. albicans (bzw. 1:50 (zw. PMN und
S. aureus)) zu erhalten, wurde die Mikroorganismen enthaltende RPMI Lésung vor-
sichtig mit PBS verdinnt und gemischt. Entsprechend der eingesetzen Inkubations-
konzentration (0,2, 4, 6, 8, 10, 15, 20 und 25 min fur die Phagozytose und 0, 5, 10, 15,
20, 30 and 40 min fur die ,oxidative burst“-Aktivitat) wurden PP-Rohrchen mit 50pl
RPMI Loésung, die 0.5% Gucose enthalt, vorbereitet und mit Eis gekuhlt. Mikroorganis-
men und Blut wurden gemischt, 100ul Aliquots in die Rohrchen gegeben und die Inku-
bation bei 37°C begonnen.

Bestimmung der Phagozytose- und der ,oxidative burst‘-Aktivitat

Zu bestimmten Zeiten wurde die Reaktion durch Zugabe von 200ul eiskaltem NEM
gestopt. Nach Zentrifugation (4°C, 250g, 5min) wurden die Pellets zur Orangeanfar-
bung der PMN mit 100pl PBS mit 0,8ul CD13-RPE-Antikorper versetzt und bei Raum-
temperatur 20min inkubiert. Nach Zugabe von 1ml des Lysepuffers flir Erythrozyten
(enthalt 8,27mg Ammoniumchlorid, 1mg Kaliumhydrogencarbonat und 0,04mg
Natrium-EDTA) pro Réhrchen wurde fir weitere 10min bei Raumtemperatur inkubiert.
Zuletzt wurden die eisgekuhlten Zellproben mittels DurchfluRzytometrie vermessen.

Die Tests wurden von Herrn Basiry aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Adam, Dr. von
Haunersches Kinderspital der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen, durchgefiihrt.

5.3. Antivirale Aktivitat

HEPATITIS B

Zellkultur

HepG2 Zellen wuchsen in Dulbecco’s modifiziertem Eagle Medium (suppl. mit 10%
FKS, Glutamin und Penicillin/Streptomycin) (Fa.Gibco BRL) in einer 5% CO,-Atmo-
sphare bei 37°C.

Semiquantitative Bewertung der Hepatitis B Virus-DNA in HepG2.2.15 Zellen:

HepG2.2.15 Zellen wurden mit Medium, das das Phyllanthus Hauptpolysaccharid in
Konzentrationen von 1, 10, 25 oder 50ul/ml enthielt (Stammlésung: 2mg/ml), fur
7 Tage inkubiert. Nach Waschen mit PBS-Pufferldosung wurden die Zellen geerntet und
homogenisiert. Die homogenisierten Zellsuspension wurde im einer Mikrofuge bei
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpippetiert und
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Protein A Agarose Kugelchen (,beads®), die mit Anti-HBc Antikdrpern gefullt waren,
hinzugefugt. Die Kiugelchen wurden dreimal mit TNE-Pufferlosung gewaschen und fur
12h bei 4°C inkubiert. Nach dem letzten Waschen wurde das Pellet mit DNAse (1U/ul)
und RNAse (1U/ul) in TNE-Pufferlésung unter Anwesenheit von MgCl fur 30min bei
37°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TNE-Pufferlésung wurde das Pellet mit
Proteinase K (0,5mg/ml) in Anwesenheit von Natriumdodecylsulfat (1%) und Sarcosyl
bei 37°C fir 12h behandelt, um die virale DNA freizusetzen. Die DNA wurde durch
Phenol-Chloroform-Isoamlyalkohol (25:24:1)-Extraktion gereinigt und in Anwesenheit
von 10ug tRNA gefallt. Das DNA-Pellet wurde in 20ul TNE-Puffer resuspendiert und
unter denaturierenden Bedingungen in einem 1%igen basischen Agarosegel getrennt.
Die ,southern blot“-Analyse wurde auf einer Nylonmembran (Biodyne B, Fa. Pall
Corporation, USA) durchgefuhrt. Zur Detektion der viralen DNA wurde die monomere
DNA aus pHBV1.5 herausgeschnitten, die mit **P durch eine ,random priming‘-
Prozedur markiert worden war. 106 cpm/ml wurden zur Hybridisation eingesetzt.

Die Bestimmungen wurden von dem Arbeitskreis von Dr. M. Ott, Medizinische Hoch-
schule Hannover, durchgeftihrt.

HIV-1

Zytotoxizitatsassay

Die Zytotoxizitat wurde durch den XTT-Test oder durch Tryptanblaufarbung der vitalen
Zellen ermittelt. MT4 Zellen wurden Uber 7 Tage mit und ohne Behandlung gezogen.
Die Toxizitat wurde als prozentuale Lebensfahigkeit im Vergleich zu unbehandelten
Zellen bestimmt.

MAGI-Assay (multinukleare Aktivierung der Galaktosidase Induktion — Assay)

Infektion der MAGI Reporterzelllinie: Virus und Testsubstanz wurden bei 37°C 30min
in 100yl vorinkubiert und dann zu den in 200ul vorgelegten MAGI-Zellen gegeben und
fur 2 Tage bei 37°C inkubiert.

Virus/Hemmstoff Interaktionstest
Inkubation des Virus mit dem Hemmstoff:
Virus und Probe wurden bei 37°C in 1ml 60min vorinkubiert.
Entfernung des ungebundenen Hemmstoffs:
Der Virus-Proben-Mix wurde in einem Konzentrator (MACROSEP, Pall Filtron,
300kD AusschluRgrofde) zentrifugiert, zweimal mit 10ml PBS gewaschen, erneut
aufkonzentriert und auf 1ml eingestellt. PBS diente als Negativkontrolle.
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Infizierung:

MAGI Zellen wurden mit 100ul des vorbehandelten Virus infiziert, fur zwei Tage
inkubiert und die Reduktion der Infektion im Vergleich zu mit PBS behandelten
Zellen mittels Zytotoxizitatsassay ermittelt.

Virus Internalisationstest

Der Viruseintrag wurde durch den von SAPHIRE [1999] beschrieben Assay mit ge-
ringen Veranderunge kontrolliert:

MAGI Zellen (in 100ml) wurden bei 4°C fur 60min vorinkubiert, Virus und Testsubstanz
wurden hinzugegeben und die Zellen fur 30min bei 4°C und 2h bei 37°C inkubiert.
Nach dem flnfmaligen Waschen der Zellen mit 500ml PBS zur Entfernung ungebun-
dener Viren wurden die Zellen 5min trypsiniert, um alle anheftenden, aber nicht aufge-
nommen Viren zu beseitigen. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen durch 100ml
PBS mit 0,5% NP-40 lysiert. Der Gehalt an HIV-1 p24 der Zelllysate wurde mittels p24-
sandwich ELISA bestimmt.

Die Bestimmungen wurden von Herrn Dr. F. Notka aus dem Arbeitskreis von Prof. R.
Wagner, Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene (RIMMH) - Universitét
Regensburg, durchgefiihrt.

5.4. Antiphlogistische Aktivitat

Hemmung des Rattenpfotenddemtests nach WINTER [1965]

Versuchstiere: 20 mannliche Wistar-Ratten, 170-200g, (Charles River,
Kissleg), eingeteilt in Gruppen a 4 bzw. 3 Tiere

Gerat: Plethysmometer Typ 7140, (Fa. U.Basile, Comerio, Italien)

Reagenzien: | -Carrageenan (Fa. Sigma, Taufkirchen), 0,5% Ldsung in

0,9% NaCl-Lésung

0,9% NaCl-Lésung (Negativkontrolle)

Indometacin (Fa. Sigma, Taufkirchen): 10mg/ml in 0,9% NaCl-
Lésung (Positivkontrolle)

Testsubstanzen: 10mg/ml und 20mg/ml in 0,9% NaCl-Ldsung

Durchfuhrung
Den nlchternen Ratten (10h ohne feste Nahrung) wurde 1h nach Gabe der Kontroll-

bzw. Testsubstanzen (10mg/kg intraperitoneal) 0,1ml einer 0,5% Carrageenanlosung
in die Plantaregion der rechten Hinterpfote injiziert. Das Odemvolumen wurde 2, 4, 6
und 24h nach der Carrageenanprovokation mittels Plethysmometer gemessen. Die
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prozentuale Reduktion des Odemvolumens wurde auf die Negativkontrolle (0,9%
NaCl-Losung) bezogen. Als Referenzsubstanz diente Indometacin (10mg/kg in 0,9%
NaCl-Lésung).

Der Test wurde von Dr. A. Subarnas, Department of Pharmacy in Sumedang, Indone-
sien, durchgefiihrt.
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