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"Wahrscheinlich darf man ganz allgemein sagen, dass sich
in der Geschichte des menschlichen Denkens oft die
fruchtbarsten Entwicklungen dort ergeben haben, wo
zwel verschiedene Arten des Denkens sich getroffen
haben. Diese verschiedene Arten des Denkens mdgen
ihre Wurzeln in verschiedenen Gebieten der menschlichen
Kultur haben oder in verschiedenen Zeiten, in
verschiedenen kulturellen Umgebungen oder
verschiedenen religidsen Traditionen. Wenn sie sich nur
wirklich treffen, d.h., wenn sie wenigstens so weit
zueinander in Beziehung freten, dass echte
Wechselwirkung stattfindet, dann kann man darauf

hoffen, dass neue interessante Entwicklungen folgen."

Werner Heisenberg



Bedenkt, dass alle Geschopfe
dieser Welt heilig sind und darum
entsprechend behandelt werden

wollen.

Hehaka Sapa (Sioux)

Dank den Korallen und dem Schwamm
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1 Einleitung

Seit jeher ist man auf der Suche nach neuen bioaktiven Naturstoffen, die eine
wichtige Quelle fur Arzneimittel darstellen. Heilpflanzen wurden friher bereits gegen
Krankheiten eingesetzt. Dies belegt die Ausgrabung des 60.000 Jahr alten
Neandertalergrabs in Shanindar (Irak), in dem Uberreste von Heilkrautern gefunden
wurden [1] sowie die 40 Tontafeln Mesopotamiens von 2.000 v. Chr.. Auf diesen
Tontafeln sind tausende Eintrage Uber Krankheitsdiagnosen und die angewendeten
Arzneipflanzen dokumentiert, wie z. B. Schlafmohn (Papaver somniferum), aus dem
heute noch das starke Schmerzmittel Morphin, gewonnen wird. Die Archive der
assyrischen Hauptstadt Assur und die Bibliothek des Konigs Assurbanipal (669-627
v. Chr.) in Ninive besitzen ebenfalls Tontafeln, die Uber Krankheiten, deren
Symptome, die verwendeten Heilpflanzen und ihre Anwendung berichten. Des
Weiteren ist bekannt, dass in der jahrtausendealten Tradition der tibetischen, der
chinesischen und der indisch-ayurvedischen Heilkunde die Therapie mit Pflanzen-
heilmitteln von grofiter Bedeutung ist [2]. Die Verabreichung der Heilpflanzen bei
verschiedenen Krankheiten findet man in vielen Kulturkreisen bis hin in die
Gegenwart, wie z.B. Pflanzen aus den Familien der Rhamnaceae und
Asclepiadaceae in der arabischen Volksmedizin [3]. Interessant ist, dass nicht nur
Menschen, sondern auch Schimpansen und andere Primaten mit dem unbewussten
Gebrauch von Arzneipflanzen vertraut sind [2].

Neben Pflanzen sind Pilze und Mikroorganismen ebenfalls bekannte terrestrische
Quellen fur bioaktive Sekundarmetabolite. Einer der bekanntesten Wirkstoffe aus
Pilzen ist das Penicillin, das als Antibiotikum seinen Einsatz findet. Allerdings stellten
Arzte und Apotheker immer wieder fest, dass die Heilwirkung von vielen
Arzneimitteln auf medizinische Grenzen trifft. Selbst zum Anfang des neuen
Jahrhunderts besitzen Medikamente zur Behandlung schwerer Krankheiten wie
Krebs und AIDS eine begrenzte Wirksamkeit bei teilweise hoher Unvertraglichkeit
und starken Nebenwirkungen. AulRerdem treten vermehrt neue Krankheitsbilder wie
SARS, Allergien und Autoimmunerkrankungen auf. Hinzu kommt, dass viele
Krankheitserreger eine zunehmende Resistenz gegenuber herkdmmlichen
Pharmaka entwickeln und diese unbrauchbar werden [4].

Dies ist der Grund, warum die Forschung in den letzten Jahren die Suche nach
pharmakologisch wirksamen Naturstoffen auf marine Organismen erweiterte. Etwa
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70% der Erdoberflache sind mit Wasser bedeckt und bieten vielen verschiedenen,
noch nicht untersuchten Arten von Lebewesen ein zu Hause. Diese Lebensformen
existieren in einem geschlossenen Okosystem mit hohem Salzgehalt, hoherem
Druck und relativ konstanter Temperatur [5] und unterscheiden sich dadurch von den
terrestrischen Lebensformen, welche durch die sie umgebende Sauerstoff-
atmosphare bestimmt sind. Dies bedeutet, dass sich die Lebensformen auf dem
Land und im Wasser an die jeweilige Umgebung angepasst haben und verschiedene
Entwicklungsstufen durchlaufen. Korallen und Schwamme leben beispielsweise
haufig in komplexen Symbiosen. Zur Kommunikation und Verteidigung verwenden
terrestrische Organismen oft unpolare, flichtige Verbindungen. Bei marinen
Lebensformen werden erst seit klrzerer Zeit diese Signalstoffe untersucht [6]. Bei
der Erforschung der marinen Organismen wurden sowohl unpolare, als auch viele
polare Sekundarmetabolite mit ungewohnlichen Strukturen isoliert, die sich von
denen aus dem terrestrischen Bereich deutlich unterscheiden.

Fruher diente das Meer vielen Menschen als Hauptnahrungsquelle. Allerdings
erkannte man im asiatischen Raum bereits fruhzeitig, dass aus marinen Organismen
Heilmittel gewonnen werden koénnen [7]. In Sudd-China werden Extrakte aus
Rindenkorallen (Gorgonaria) in der Volksmedizin gegen Entzindungen und
Schmerzen eingesetzt [8]. Ebenso ist bekannt, dass Seerosen-Drogen verdauungs-
fordernd sind und diuretische Wirkung haben [9]. Dass marine Invertebraten erst in
den letzten Jahren untersucht werden konnten, ist vor allem auf die
Weiterentwicklung der Tauchtechnik zurtckzufihren. Auflerdem sind die
analytischen Methoden um einiges empfindlicher geworden, wodurch man bereits
geringe Substanzmengen, die man aus marinen Organismen erhalt, sicher
charakterisieren kann. Den Beginn der marinen Naturstoffforschung leiteten
Bergmann und Feeney in den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts ein. Sie isolierten
die beiden Arabinosyl-Nucleoside Spongouridin und Spongothymidin aus dem
Schwamm Cryptotethia crypta (Elliot Key, Florida) [10]. Beide Naturstoffe enthalten
statt der Uublichen Ribose oder Deoxyribose den Zucker Arabinose und die
Pyrimidinbasen Uracil oder Thymin. Diese Nucleoside dienten als Leitstruktur zur
Entwicklung des Virusstatikums Arabinofuranosyladenin (ara-A), welches die
Vermehrung von Herpesviren hemmt. Es kam in den siebziger Jahren auf den Markt
und stellt heute noch eines der wenigen therapeutisch eingesetzten antiviralen

Praparate marinen Ursprungs dar [11].



Im April 2006 wurde in der Schweiz das Medikament Prialt® zugelassen. Sein
Inhaltsstoff Ziconotid ist ein Peptid aus 25 Aminosauren, das ein synthetisches
Analogon eines isolierten Peptides aus dem Gift der marinen Kegelschnecke Conus
magnus ist [12]. Die Kegelschnecke erlegt mit diesem Nervengift ihre Beute [13].
Prialt® ist ein starkes Schmerzmittel, das zur Behandlung von Patienten mit starken,
chronischen Schmerzen, die auf Morphium nicht mehr ansprechen oder es nicht
vertragen, verwendet wird. Der Vorteil dieses Medikamentes ist, dass es wirksamer
ist als Morphium aber nicht stchtig macht. Allerdings muss es ins Ruckenmark
gespritzt werden [14, 15].

Der makrocyclische Naturstoff Bryostatin 1, der zum ersten Mal aus dem
Moostierchen Bugula neritina (Golf von Mexico) isoliert wurde [16], befindet sich
mittlerweile als viel versprechendes Krebstherapeutikum in Phase |l der klinischen
Tests zur Behandlung von Melanomen, chronischer Lymphknotenleukamie, Non-
Hodgkins-Lymphome und Lungenkrebs [12].

Dies zeigt sehr deutlich, dass es sinnvoll ist neben den aktiven Naturstoffen aus
terrestrischen nun auch verstarkt pharmakologisch wirksame Sekundarmetabolite
aus marinen Organismen zu suchen.

Die Aufgabe dieser Arbeit bestand darin, im Wesentlichen mithilfe der NMR-
Spektroskopie Strukturen von Naturstoffen zu bestimmen, die aus den agyptischen
Heilpflanzen Zizyphus spina-christi und Solenostemma argel (Delile) Hayne von A. El
Hagrassy und Dr. K. Shaker isoliert wurden. Aul3erdem sollten bioaktive Naturstoffe
aus den Korallen Dendronephthya rubeola, Sinularia asterolobata, Litophyton
arboreum, Sarcophyton tenuispiculatum und Palythoa sp. und dem Schwamm
Desmacidon tubular isoliert werden. Diese und die von Dr. K. Shaker und Dr. H.
Soliman aus den Korallen Nephthea sp., Sarcophyton trocheliophorum, Sarcophyton
sp., Sarcophyton glaucum und Sinularia polydactyla und der Alge Enteromorpha
flexuosa (Wulfen) J. Agardh erhaltenen Naturstoffe sollten ebenfalls mittels
spektroskopischer Methoden charakterisiert werden.

Ausgewahlte Verbindungen sollten auf pharmakologische Aktivitdten am Hans-Kndll-

Institut in Jena getestet werden.



1.1 Untersuchte Naturstoffe aus Pflanzen

1.1 Untersuchte Naturstoffe aus Pflanzen

1.1.1 Flavonoide

Flavonoide zahlen zu den wichtigsten Sekundarmetaboliten des Pflanzenreiches und
weisen eine groflle Strukturvielfalt auf. Sie gehdren zu einer der grof3ten Klassen der
naturlich vorkommenden Phenolverbindungen und leiten sich meistens von
2-Phenylchroman ab [17]. In der Biosynthese der Flavonoide (Abb. 1) werden die
beiden aromatischen Ringe auf getrennten Wegen hergestellt. Ring C stammt von
Phenylalanin ab, welches durch die Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL) katalytisch
in (E)-Zimtsaure umgewandelt wird. Diese wird zu p-Cumarsaure hydroxyliert und als
p-Cumaroyl-Coenzym A mit drei Malonyl-Coenzym A Molekillen, die den Ring A
bilden, katalytisch zu Chalkon kondensiert. Ring B wird durch die Chalkon-Flavanon-
Isomerase geschlossen und es entsteht das Flavanon, aus dem durch
unterschiedliche Oxidationsreaktionen die anderen Flavanoidklassen gebildet
werden. Durch Hydroxylierung und anschlieBende Dehydrierung entsteht Kampferol,
das neben Quercitin zu den bekanntesten Flavonolen zahlt. In der Pflanze kommen
die Flavonoide meistens als Glykoside vor. Deswegen unterscheiden sie sich nicht
nur in der Art des Aglycon, sondern auch in der Position und Anzahl der Zuckerreste
[17, 18].

Flavonoide kommen immer mehr in der Medizin zum Einsatz, da sie ein
umfangreiches Wirkungsspektrum besitzen. Sie weisen antiallergische [19],
spasmolytische, antihamorrhagische, koronardilatierende und diuretische Effekte auf.
Aulerdem dienen sie nicht nur den Pflanzen als Abwehrstoff gegen Pilze, Bakterien,
Insekten und Viren, sondern zeigen auch eine antivirale Aktivitat beispielsweise
gegen den humanen Cytomegalovirus, der zur Familie der Herpesviren gehort [20].
Viele Flavonoide sind Antioxidantien [21]. Deswegen ist der Verzehr von
flavonoidhaltigen Lebensmitteln (Obst, Gemuse) wichtig, da dadurch das Krebsrisiko
und die Erkrankung der Herzkranzgefalle vermindert werden kann. Bekannt sind
auch die entzundungshemmenden Eigenschaften von Flavonen [22], sowie die

Tatsache, dass sie Enzyminhibitoren sind [23].
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Abb. 1: Biosynthese von Kampferol [17,18]



1.1 Untersuchte Naturstoffe aus Pflanzen

Kéampferol, Quercetin und Isorhamnetin hemmen z.B. in vitro die katalytische
Aktivitat des humanen Cytochrom-P450-Enzyms CYP1B1. Dieses Enzym katalysiert
sowohl die Bildung des prokarzinogenen Dihydrodiols einiger
Kohlenwasserstoffverbindungen, als auch die Oxidation zum Karzinogen
Dihydrodiolperoxid [24]. Des Weiteren zeigt Quercetin eine antiproliferative Wirkung
gegen humane Liposarkom Tumore [25]. Dies sind Grunde, warum Flavonoide in der

Krebsforschung an Bedeutung gewinnen.

Abb. 2: Struktur von Quercetin, Kdmpferol und Isorhamnetin

1.1.2 Pregnan-Derivate

Pregnan-Derivate, die in der Natur haufig vorkommen, besitzen das C,4-Kohlenstoff-
Gerust des 5a-Pregnans. Biogenetisch leiten sie sich vom Cholesterol durch
oxidativen Seitenketten-Abbau ab [26].

Abb. 3: Das C,4-Kohlenstoff-Gerust des 5a-Pregnans [26]

Zu den bekanntesten Vertretern der Pregnan-Derivate gehoren einerseits die
Gestagene wie Progesteron [27], das im Gelbkorper und in der Plazenta wahrend
der Schwangerschaft gebildet wird, andererseits die Nebennierenrindhormone
(Corticosteroide) wie Aldosteron. Aldosteron reguliert als wirksamstes

Mineralcorticoid das Elektrolyt-Gleichgewicht im Koérper. Eine wichtige Rolle spielt
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dabei die Natriumionen-Retention und Kaliumionen-Ausschuttung. Des Weiteren wird
Aldosteron in der Nebennierenrinde gebildet, wenn zu wenig Flussigkeit im Korper
ist. Dies bewirkt, dass die Nieren keine Flussigkeit ausscheiden und somit kann der
Wasserhaushalt im Korper gesteuert werden [28]. Ebenfalls zu den Corticoiden zahlt
Cortison, das starke entzindungshemmende Eigenschaften aufweist. Deswegen
findet es als Therapeutikum bei vielen Krankheiten wie beispielsweise Rheuma,
Arthritis, Hautkrankheiten und Entzindungen Anwendung [29]. Aulerdem zeigen
Pregnan-Derivate, die aus Pflanzen isoliert wurden, bei verschiedenen Krebsarten
kanzerostatische Wirkung und Hemmung des Zellwachstums [30-32]. 11a-O-2-
Methylbutyroyl-12 4-O-benzoyltenacigenin B wirkt beispielsweise cytotoxisch gegen
die humane Krebszelllinie KB (Oberhautkrebs im Mund) (EDso = 2.5 ug/ml) [30].

Abb. 4: Struktur des cytotoxischen Pregnans 11 a-O-2-Methylbutyroyl-123-O-benzoyltenacigenin B
[30]

1.1.3 Triterpensaponine

Triterpensaponine sind als Pflanzeninhaltsstoffe sehr verbreitet. Sie setzen sich aus
einem Triterpen-Aglycon — dem Sapogenin — und einer, zwei, selten auch drei daran
glycosidisch gebundenen Zuckerketten zusammen. Das Aglycon weist ein
pentacyclisches (a-, Amyrin) oder seltener tetracyclisches (Dammaran)
Triterpensystem auf. Biogenetisch leitet sich das Triterpen-Aglycon vom Squalen ab
[33].



1.1 Untersuchte Naturstoffe aus Pflanzen

Squalen

Lypenylkation
Dammarenol

S-Amyrin

Abb. 5: Biogenese von Dammarenol und f~Amyrin [33]



1.1 Untersuchte Naturstoffe aus Pflanzen

Der Name ,Saponin“ kommt vom lateinischen Wort sapo = Seife, da sie einen
seifenahnlichen Schaum in wassrigen Losungen bilden. Der Grund dafur ist, dass
der hydrophile Saccharidteil und das lipophile Sapogenin eine Amphiphilie bewirken,
die die Oberflachenspannung herabsetzten und somit schaumbildende
Eigenschaften aufweisen [34].

In der Volksmedizin werden saponinhaltige Pflanzen seit altersher gegen Rheuma,
Gicht, Husten und Syphilis eingesetzt [35-36]. Antispasmodisch bei Keuchhusten
wirkt der Extrakt aus Efeublattern, dessen Wirkung auf das Saponin Hederin
zuruckzufihren ist [37]. Des Weiteren briht man aus Saponindrogen Tees, die
harntreibend wirken und bei Nieren-, Blasen- und Stoffwechselerkrankungen
angewendet werden [38]. Ginsengextrakte, deren therapeutische Wirkung zum
groldten Teil Triterpensaponinen zugeschrieben wird, finden in vielen Kulturen
Verwendung. Aus den zerkleinerten, getrockneten Ginseng-Wurzeln werden
beispielsweise Teeaufglsse gemacht, die bei Mldigkeit und Schwache starken und
aullerdem die korperliche Leistungs- sowie die Konzentrationsfahigkeit steigern [39].
Ginsengextrakte zeigen in vivo Wachstumshemmung verschiedener Krebsarten.
Ginsengoside aus Ginsengwurzeln hemmen deutlich das Wachstum von
Melanomzellen [40].

Das in Bupleurum falcatum L. vorkommende Saikosaponin D wird in der
traditionellen chinesischen Medizin zur Behandlung von Leberkrankheiten eingesetzt.
Die antiheptatotoxische Wirkung der Saikosaponine fuhrt vermutlich zu einer
Abnahme der mikrosomalen Enzymaktivitat und Hemmung der Lipidperoxidation
[230]. Neben seiner Cytotoxizitat gegen humane Leberkrebszellenlinien [41], weist
Saikosaponin D antiproliverative Wirkung gegen humanen Lungenkrebs auf [42]. Des

Weiteren wirkt es entzindungshemmend [230].

Abb. 6: Struktur von Saikosaponin D [231]



1.2 Marine Organismen und ihre Naturstoffe

Aufgrund der ausgepragten Affinitdt zu Cholesterol werden Saponine auch
therapeutisch zur Senkung des Cholesterolspiegels verwendet. Des Weiteren haben
Triterpensaponine  hamolytische,  antivirale,  fungizide, @ schmerzlindernde,
aquaretische, expektorierende und resorptionsbeeinflussende Eigenschaften, die auf
ihr breites Wirkungsspektrum hindeuten [43].

Die Adjuvans-Wirkung der Saponine in sogenannten immune-stimulating complexes
(ISCOM) weckt in der Medzin ein besonderes Interesse. Werden spezifische
Antigene — meistens Viren — in Kombination mit Saponinen, Cholesterol und
Phospholipiden verabreicht, kommt es zu einer starkeren Immunantwort gegen das
Antigen als ohne Triterpensaponine [44-45]. Somit braucht man nur noch eine
geringe Dosis des Antigens, wodurch auftretende Nebenwirkungen auf ein Minimum
reduziert werden kdnnen [35]. Auf diesem Weg hofft man ISCOM-Impfstoffe z. B.
gegen Grippe-, Herpes- und HI-Viren zu bekommen. Eine antigenspezifische
Immunantwort durch eine verstarkende saponinvermittelte Adjuvanswirkung wurde
bereits bei einem experimentellen HIV-1 Impfstoff festgestellt [46]. In der
Veterinarmedizin wird ein Saponin aus Quillaja saponaria gegen die Maul- und

Klauenseuche eingesetzt [35, 47].

1.2 Marine Organismen und ihre Naturstoffe

Fruher dachte man, dass Korallen und Schwamme zu den Pflanzen gehoren, da sie
am Meeresboden fest angesiedelt sind und sich dadurch nicht fortbewegen kdnnen.
Diese Meinung wurde durch die schonen leuchtenden Farben einiger Korallen und
Schwamme, die an Blutenfarben von Pflanzen erinnerten, verstarkt. 1723 behauptete
der franzdsische Naturforscher Jean André Peyssonel, dass diese Lebensformen
den Tieren zugeordnet werden mussten. FUr seine Zeitgenossen war es
unvorstellbar, dass Lebewesen ohne Arme, Beine und Gesicht Tiere sein konnten.
Heute weill man, dass Korallen und Schwamme zu den altesten vielzelligen

Organismen des Tierreiches gehoren [48].
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1.2 Marine Organismen und ihre Naturstoffe

Abb. 7: Korallenriff mit Weichkorallen [232]

1.2.1 Struktur und Eigenschaften von Korallen

Korallen (Anthozoa, Blumentiere) bestehen aus zahlreichen winzigen Einzeltieren,
den sog. Polypen, die einen gemeinsamen Organismus bilden [49]. Sie sind
Hohltiere (Coelenterata) und gehdéren zu dem Stamm der Nesseltiere (Cnidaria) [50].
Coelenterata leitet sich aus den griechischen Worten koilos (H6hle) und enteron

(Darm) ab [48]. Diese Bezeichnung beschreibt sie recht gut.

Abb. 8: Schematischer Querschnitt eines Polypen (Anthozoa), Bp: Basalplatte, Te: Tentakel, Sr:
Schlundrohr [233]
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1.2 Marine Organismen und ihre Naturstoffe

Ihr Kérper ist aus zwei Schichten Ektoderm und Entoderm aufgebaut, die eine riesige
Korperhohle einschlieRBen, in der hauptsachlich die Verdauung der Nahrung
stattfindet. Das Ektoderm (die Au3enhaut) besteht grofitenteils aus Muskelzellen, die
die Kontraktion und Expansion der Koralle ermdglichen. Diese Bewegungen sind fur
den Gas- und Wassersaustausch wichtig. Das Entoderm (die Innenhaut) grenzt im
Korperinneren an den Hohlraum an. Es besteht ebenfalls aus Muskelzellen, die aber
ausschlielich der Nahrungsaufnahme dienen. Sie werden daher auch Nahrmuskeln
genannt. Uber dem Hohlraum befindet sich die einzige Offnung der Koralle — der
Mund — durch den Nahrung aufgenommen wird und Abfallstoffe ausgeschieden
werden. Um die Mundoéffnung sind Fangarme (Tentakeln) angeordnet, mit denen die
Beute gefangen wird. Charakteristisch fur die Nesseltiere sind die Nesselkapseln
(Cnidocysten) an den Tentakeln. Werden diese beruhrt, platzen sie auf und ein
dunner spiralig aufgewickelter Faden, der ein stark lahmendes oder sogar tédliches
Gift in seine Opfer injiziert, schiel3t explosiv heraus. Die unbewegliche Beute wird mit
den Fangarmen zum Schlundrohr geschoben. Die Starke des Nesselgiftes ist je nach
Spezies verschieden und wirkt hauptsachlich nach zwei unterschiedlichen Prinzipien.
Einerseits ist es ein Nervengift, das die Beute lahmt. Anderseits kann es die Opfer
toten, da es die Funktion der Zellmembran aufheben kann. Das Gift macht die
Membran fur chemische Verbindungen durchlassig und hebt dadurch den
osmotischen Druck in der Zelle auf. Die Nesselzellen dienen nicht nur zum

Beutefang sondern auch als Verteidigung gegenuber Feinden [51].

a Flagellum

Abb. 9: Verschiedene Typen von Nesselkapseln, jeweils geschlossen
(mit Auslése-Flagellum) und entladen [234]
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1.2 Marine Organismen und ihre Naturstoffe

Neben Zooplankton und Phytoplankton ernahren sich die Korallen von
Assimilationsprodukten, die sie von ihren Symbionten zu Verfugung gestellt
bekommen. Die meisten Polypen gehen eine moglichst enge Lebensgemeinschaft
(Symbiose) mit Algen (Zooxanthellen) ein. Diese siedeln sich im Entoderm der

Polypen an, wo sie leben und sich vermehren [49, 52].

Abb. 10: Links: Ein Ausschnitt aus einer lebenden Tentakel der Pilzkoralle Cycloseris cyclolites, in
dem man die zwei Zellschichten Ektoderm (oben) und Entoderm (unten) erkennt. Nur das
Entoderm enthalt Zooxanthellen, Verg. 300 X; Rechts: Einzelne Zooxanthellen als geil3ellose
Kugeln. Durchmesser einer Zelle: 10 um [171]

Zwischen Zooxanthellen und Polypen besteht ein wichtiger O2- und CO2-Austausch.
Die Algen betreiben mit Wasser und dem freigesetzten CO, aus dem atmenden
Korallengewebe Photosynthese. Dabei nutzen sie die Energie der Sonnenstrahlen.
Dies ist der Grund, warum der Lebensraum \vieler Korallen die

sonnenlichtdurchfluteten Flachwasserbereiche in 3-30 Meter Tiefe sind.

Seewasser im
Ca®*  HCO; 0, Gastralraum

D@ 4
&

1
INH,", org. Zooxanthellen
~ Entoderm

Mesogloea

~ Ektoderm

3 chitindse
Matrix mit
Primar-

.~ kristallen

Kalkskelett
(Aragonit)

Abb. 11: Vereinfachtes Schema des Calcifikations- und Atmungsstoffwechsels von Korallen bei Licht
unter Beriicksichtigung der Rolle symbiotischer Algen [49].
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1.2 Marine Organismen und ihre Naturstoffe

Des Weiteren wird durch den COz-Verbrauch in den Skelett aufbauenden Zellen der
Polypen die Gleichgewichtsreaktion vom I6slichen Calciumhydrogencarbonat
Ca(HCOs3), zum schwerldslichen Calciumcarbonat CaCOs, der der Hauptbestandteil
des Korallenskelettes ist, verschoben. Das bedeutet, je mehr CO, die Algen dem
Stoffkreislauf der Koralle entnehmen, desto groRer ist die Produktion von CaCOs;. Die
Zooxanthellen nutzen das CO,, um durch die Photosynthese Nahrstoffe wie Glucose
und Glycerin fur sich und den Polypen zu produzieren. Im Austausch dazu erhalten
die Algen neben dem interzellularen Schutz stickstoffhaltige Substanzen, die aus der
Nahrung der Korallen stammen. Die Algen verwenden z. B. Ammoniumsalze um
Aminosauren herzustellen, die sie auch dem Wirtstier zuflihren. Durch die Symbiose
konnen die Korallen weit Uber 90% ihres Nahrungsbedarfs durch das Sonnenlicht
decken. Die braunliche Farbung des Korpergewebes der Koralle weist auf die Algen
hin (zooxanthellate Korallen). Anders ist es bei den azooxanthellaten Korallen, die
wunderschon leuchtende Farben haben und meistens in tieferen Zonen des
Korallenriffs leben [53-54]. Sie besitzen keine Symbiosealgen, da diese wegen
Lichtmangel zugrunde gehen wurden. Die Nahrungsquelle der azooxanthellaten
Korallen ist Plankton (Zoo- und Phytoplankton), das sie aus dem stromenden Wasser
in groRen Mengen fangen. Ebenso nehmen sie bereits geldste Substanzen aus dem
Wasser auf. Die azooxanthellaten Korallen wachsen im Vergleich zu den
zooxanthellaten Korallen langsamer und ihre KoloniegrofRe ist dadurch kleiner.

Die Fortpflanzung der Korallen geschieht entweder auf geschlechtliche oder
ungeschlechtliche Weise. Zwitter-Korallen (geschlechtliche Fortpflanzung) stof3en
einmal im Jahr gleichzeitig Ei- und Samenzellen aus. Nach der Befruchtung bilden
sich Larven, die an der Wasseroberflache schwimmen und sich von ihrer
Heimatkolonie fortbewegen. Nach einigen
Tagen setzen sich die Larven auf dem
Meeresboden ab und kdnnen dort je nach
herrschenden Umwelteinflissen und
Beschaffenheit des Untergrundes eine
neue Kolonie grinden. Diese ,Jungtiere”

konnen sich auch in bereits abgestorbenen

Korallen einsiedeln und diese weiter

ausbauen. Bei der ungeschlechtlichen Abb. 12: Junge Weichkorallenkolonie mit

ersten wenigen Polypen
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1.2 Marine Organismen und ihre Naturstoffe

Fortpflanzung (Knospung) teilt sich der Polyp und bildet durch weitere Teilung eine
Kolonie. Diese befindet sich an dem Ort der Ursprungskolonie [55].

Nachdem Korallen und Schwamme sessile Lebewesen sind und einen kaum
wirksamen morphologischen Schutzmechanismus haben, sind sie Fralifeinden,
Mikroorganismen und toxischen Substanzen ungeschutzt ausgeliefert. Zur Abwehr
bedienen sie sich eines hocheffizienten chemischen Verteidigungssystems [56].
Bioaktive Sekundarmetabolite schitzen Korallen und Schwamme vor Fral¥feinden,
wie Fischen, Schnecken und Wurmern, oder verhindern Wachstum und Vermehrung
von Bakterien, Pilzen und sogar Viren, die die marinen Organismen befallen [57].
Des Weiteren setzen sie bioaktive Metabolite zur Verteidigung ihrer heftig
umkampften Lebensraume im Riff ein. Korallen und auch Schwamme gehdéren unter
den marinen Organismen zu den reichhaltigsten Produzenten von Naturstoffen
sowohl im Hinblick auf die Vielfalt an chemischen Strukturen als auch an
biologischen Aktivitaten; cytotoxisch, antibakteriell, entzindungshemmend, antiviral,
fungizid und immunsuppressiv.

Bei der analytischen Untersuchung von Korallen und Schwammen ist es notwendig
den genauen Fundort anzugeben. Aufgrund der verschiedenen Nahrungsvorkommen
und Wasserzusammensetzungen kénnen in ihnen verschiedene Naturstoffe gebildet
werden. Es kommt auch darauf an, gegen welche Gefahren sie sich schutzen
mussen. Beispielsweise kann aus den Korallen Sarcophyton sp., die bei Bonotsu,
Kagoshima (Japan) gesammelt werden, das dreizehngliedrige Cembranoid
Sarcotolacetat isoliert werden. Sarcotolacetat weist ichthyotoxische Wirkung gegen
den japanischen Fisch Oryzia latipes auf [58]. In Sarcophyton sp. aus anderen
Regionen konnte kein Wirkstoff gegen Oryzia latipes gefunden werden. Der Grund
daflr ist, dass in den anderen Gebieten dieser Fisch nicht lebt und die Koralle sich

gegen ihn nicht zur Wehr setzen muss.

. OH

Abb. 13: Sarcotolacetat, das ichthyotoxisch gegen Oryzia latipes wirkt
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1.2 Marine Organismen und ihre Naturstoffe

1.2.2 Struktur und Eigenschaften von Schwammen

Schwamme gehdéren zum Stamm Porifera. Der Name Porifera kommt von den
lateinischen Worten porus (Pore) und fere (tragen) und bedeutet Porentrager [59].

Denn im Gegensatz zu den Korallen haben Schwamme viele Korperoéffnungen [60].

Abb. 14: Bauplan eines Schwammes [105]

Die zahlreichen Poren (Ostien) befinden sich in der Korperoberflache (Pinacoderm).
Das Wasser wird Uber sie durch ein Kanalsystem in den Schwammhohlraum
(Spongocoel) gepumpt. In den Porenkanalen befinden sich in kleinen Hohlraumen
(GeilRelkammer) Millionen von Kragengeielzellen (Choanocyten). Ilhren Namen
verdanken sie einem Kragen aus Plasmafortsatzen, der die GeilRel umgibt. Die
Kragengeillelzellen koénnen durch regelmaliges Rotieren oder wellenférmiges
Schlagen der Geildeln einen kontinuierlichen Wasserstrom erzeugen [61].

Eizelle

KragengeiBelzellen

i ;
“‘.‘é‘ ""\'imﬁ\(\" / ; )
& Ak&%ﬁ,& _
P

"é:l

zuflihrender Kanal

Abb. 15: Gewebeausschnitt von vier Geilelkammern. Die Licken zwischen den Kragengeil3elzellen
entsprechen Kammerporen, Uber die zufiihrende Kanale in die Kammern einminden. Der
Kragen der Choanocyten besteht aus einzelnen Mikrovilli [105]
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1.2 Marine Organismen und ihre Naturstoffe

Dadurch stromt das Wasser durch die Poren in das Kanalsystem. Die ausfihrenden
Kanale vereinen sich im Hohlraum, der eine oder mehrere Ausstromo6ffnungen
(Osculum) besitzt, wo das gefilterte und mit Abfall versehene Wasser ausgestol3en
wird. Auf diese Weise pumpt der Schwamm das 20.000-fache seines
Korpervolumens an Wasser pro Tag durch seinen Korper [62]. Die Nahrung
(Plankton und Schwebstoffe, wie Bakterien, Kleinalgen, Detritus [63]) wird in den
GeilRelkammern aus dem Wasser herausgefiltert, indem sie an den klebrigen
Plasmakragen der Kragengeil3elzellen haften bleiben. Das Kanalsystem ist in die
bindegewebsartige Mittelschicht (Mesogloea) eingebettet, die die Hauptmasse des
Schwammkérpers ausmacht [61]. Uber das Wasserleitungssystem wird nicht nur die
Nahrung und die Exkretion erledigt, sondern auch der lebensnotwendige Sauerstoff
herbeitransportiert. Allerdings sind nicht alle Schwamme auf Nahrung im
Umgebungswasser angewiesen, da sie wie die Korallen Symbionten besitzen, die
einen Grol3teil ihres Nahrungsbedarfs decken [64].

Ihre Stabilitat erhalten die Schwamme durch ein inneres Skelett aus Kalk- oder
Silikatnadeln und Kollagenfasern. Ihr Aussehen ist auRerordentlich vielseitig wie z. B.
kugel- oder réhrenférmig bzw. lediglich ein diinner Uberzug auf einem geeigneten
Substrat [63]. Schwamme vermehren sich analog den Korallen ungeschlechtlich

durch Knospung oder auch geschlechtlich [61, 63].

1.2.3 Sterole

Sterole  (Sterine) gehdéren zu den einfachsten Steroidderivaten. Das
Steroidgrundgerust ist das Gonan, das aus vier kondensierten Ringen besteht.
Sterine besitzen eine 3 -Hydroxygruppe und es befinden sich in der Regel noch zwei
weitere angulare Methylgruppen (C-18, C-19) an C-13 und C-10. Die Sterole
unterscheiden sich hauptsachlich in der veranderten Seitenkette an Position 17, die
Skonfiguriert ist.

13
16

7

Abb. 16: Gonan ist das Grundgerist der Steroide
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Friher unterteilte man die Sterole in Phyto-, Zoo- und Mycosterine bis man
feststellte, dass es keine typischen Vertreter fur diese Gruppen gibt. Die meisten
Sterole findet man sowohl in der Tier- oder Pflanzenwelt. Allerdings werden heute
noch ein paar Sterole danach eingeteilt [65-66].

Cholesterol ist das wichtigste Sterin der Wirbeltiere und Menschen, da es frei oder
verestert als Hauptbestandteil in allen Zellen des Korpers vorkommt, vor allem im
Gehirn und Ruckenmark. Einerseits ist es am Membranaufbau beteiligt, anderseits
ist Cholesterol Ausgangsmaterial fur viele andere Steroide. Es leitet sich
biosynthetisch wie die Triterpene vom Squalen ab. Dieses wird bei beiden zum
Squalen-2,3-epoxid oxidiert, allerdings ist eine andere Faltung wahrscheinlich die
Voraussetzung fur die Cyclisierung zu Lanosterol (Produkt bei Menschen, Tieren und
Pilzen) und Cycloartenol (Produkt bei Pflanzen). Aus dem jeweiligen
Cyclisierungsprodukt wird dann Cholesterol gebildet [67].

Der Mensch nimmt Cholesterol hauptsachlich in  Form von tierischen
Nahrungsmitteln zu sich, kann es aber auch selber im Korper produzieren.
Cholesterol ist beispielsweise Hauptbestandteil der menschlichen Galle. Im Jahre
1775 isolierte Conradi zum ersten Mal Cholesterol aus Gallensteinen. Daher erhielt
diese Verbindung auch ihren Namen; denn im griechischen bedeutet chole = Galle
und steros = fest. Cholesterol ist des Weiteren fur lebenswichtige Funktionen im
Korper des Menschen zustandig. Eine Storung des Cholesterolstoffwechsels kann
besonders im Alter zur Arterienverkalkung (Arteriosklerose) fuhren, d.h. zur
Ablagerung von Cholesterol an den Arterienwanden [65].

Im Vergleich zum Cholesterol haben Sterole aus Pflanzen ein oder zwei
Alkylgruppen in der Seitenkette mehr und meistens noch eine Doppelbindung. Oft
vorkommende Vertreter in Pflanzen sind Stigmasterol und p-Sitosterol. Friuher
glaubte man, dass Cholesterol ein typisches tierisches Sterol sei, aber mittlerweile
kann man es auch in Pflanzen nachweisen [68].

Bei Korallen, die in Korallenriffen leben, hat man festgestellt, dass das Hauptsteroid
nicht Cholesterol sondern 24&-Methylcholesterol ist [69]. Des Weiteren st
interessant, dass Gorgosterol, ein Sterol mit einem Cyclopropanring in der
Seitenkette, bis jetzt nur in Anthozoen gefunden wurde [70]. Man vermutet, dass die
Gorgosterol-Biosynthese von Brassicasterol ausgehend uber Dinosterol lauft. Dabei
soll das C-23 im Brassicasterol methyliert werden, gefolgt von einer

Cyclopropanierung der Doppelbindung an Position C22-Cy3 [71].
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(3S)-Squalen-2,3-epoxid

< |i|

Cycloartenol Lanosterol

N~ S

Cholesterol

Abb. 17: Biosynthese von Cholesterol Gber Cycloartenol (bei Pflanzen) und Lanosterol (bei Tieren)
[67]
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1.2 Marine Organismen und ihre Naturstoffe

Brassicasterol Dinosterol

Gorgosterol

Abb. 18: Biosynthese von Gorgosterol

Gorgosterol wird nur in Organismen gefunden, die Zooxanthellen beinhalten. Kokke
et al. haben allerdings in den isolierten Zooxanthellen kein Gorgosterol gefunden.
Dies deutet darauf hin, dass sie in Symbiose produziert werden. Goad berichtet tber
vier mogliche Quellen fur Steroide. Jeder Organismus muss ein Gleichgewicht finden
zwischen der de novo Biosynthese, Assimilation und Modifikation von Steroiden, die
durch die Nahrung aufgenommen werden und der Assimilation von Steroiden, die
von Gastorganismen (Algen, Bakterien, Pilzen) wahrend der Symbiose produziert
werden [71].
In marinen Organismen, vor allem in Korallen und Schwammen, hat man mittlerweile
neben den terrestrischen Sterolen viele neue interessante Sterole isolieren kénnen
[71]. 24-Methylcholesta-5,24(28)-dien-34,7 5,19-triol und vier weitere Sterole aus der
Weichkoralle Nephthea erecta (Green Island, Taiwan) weisen eine signifikante
Cytotoxizitat bei den Krebszelllinien A549 (humaner Lungenkrebs), HT-29 (humaner
Dickdarmkrebs), KB und P-388 (muriner Lymphknotenkrebs) auf [72]. Das Steroid
Litosterol aus der Koralle Nephthea sp. (Rotes Meer) zeigt Wirkung gegen
Tuberkulose. Es hemmt das Wachstum von Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) um
90% mit einer MIC (Minimum Inhibitory Concentration) von 3.13 pug/ml [73]. Es gehort
somit zu einem der ersten antimycobakteriell aktiven Naturstoffe dieser
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Verbindungsklasse. Ein weiteres Beispiel ist das Ibisterolsulfat aus dem Schwamm
Topsentia sp., welches zellschitzende Wirkung gegen HIV-1 zeigt (ECso = 10 ug/ml)
[74].

24-Methylcholesta-5,24(28)- Litosterol
dien-34,7 3,19-triol

0S05 Na*

Ibisterolsulfat

Abb. 19: Strukturen der marinen Sterole 24-Methylcholesta-5,24(28)-dien-3 4,7 5,19-triol, Litosterol und
Ibisterolsulfat

Identifiziert wurden die meisten Sterole bzw. Gemische Uber GC-MS-Messungen,
deren MS-Daten mit einer Datenbank verglichen wurden. Die massen-
spektroskopische Fragmentierung der trimethylsilylierten Sterole ist gut untersucht
und soll deshalb nur kurz am Beispiel des 24&-Methylcholesterols und Gorgosterols
skizziert werden.

Charakteristisch sind die Abspaltungen von 15 a.m.u., 90 a.m.u. und 90+15 a.m.u.
Das lon der Masse [M-15]"(457/483) ist auf die Eliminierung der
18-Methylgruppe zuriickzufiihren. Das lon der Masse [M-90]" (382/408) wird durch
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den Verlust von Trimethylsilanol gebildet. AnschlieRende Eliminierung der
18-Methylgruppe ergibt das lon der Masse [M-90-15]" (367/393) [75].

.
[M-90-15]

Abb. 20: Charakteristische Fragmentierung von Sterolen: Bruchstiicke [M-15]", [M-90]"" und
[M-90-15]" [75]

Fir A°-Sterole sind die Bruchstiicke der Masse m/z 129 und [M-129]" (343/369)
charakteristisch, die durch die Fragmentierung des A-Rings gebildet werden. Es
kommt zur Bildung eines lons bzw. eines Radikals, das sich aus C-1, C-2 und C-3

sowie der TMS-Gruppe an C-3 zusammensetzt [76].
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Abb. 21: Charakteristische Fragmentierung des A-Rings von Sterolen: Bruchstiicke m/z 129, [M-129]"
[76]

Neben der Fragmentierung des A-Rings im Sterolgrundgerist sind in beiden
Massenspektren der trimethylsilylierten Sterole der Verlust der Seitenkette und des
D-Rings zu beobachten. Nach der Abspaltung der TMSOH-Einheit und der
Eliminierung der Seitenkette (127 a.m.u/153 a.m.u) erhalt man das lon der Masse
m/z 255 bei beiden Sterolen. Das um weitere 42 a.m.u kleinere lon der Masse

m/z 213 stammt aus einem D-Ring Fragment. [77].

R

M-901*

Abb. 22: Charakteristische Fragmentierung des D-Rings von Sterolen: Bruchstiick m/z 213 [77]
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1.2 Marine Organismen und ihre Naturstoffe

Das Massenspektrum des trimethylsilylierten Gorgosterols zeigt einen Verlust von
112 a.m.uu (m/z 386), welcher im Massenspektrum des trimethylsilylierten
24¢-Methylcholesterols nicht vorhanden ist. Dieses Fragment kann durch eine
Teilabspaltung der Seitenkette entstehen. Die Bildung des lons m/z 386 ist somit ein

guter Hinweis auf den Cyclopropanring des Gorgosterols.

BRSPS

m/z 386

Abb. 23: Charakteristische Fragmentierung der Seitenkette von Gorgosterol: Bruchstiick m/z 386

1.2.4 Sesquiterpene

Sesquiterpene, die 15 Kohlenstoff-Atome besitzen, sind die grofdte Untergruppe der
Terpene und weisen eine riesige strukturelle Vielfalt auf. Bis heute konnten bereits
Tausende unterschiedliche Sesquiterpene mit verschiedenen Grundgeristen isoliert
werden. Neben den acyclischen sind vor allem mono-, bi- und tricyclische
Grundgeruste bekannt [78]. Pflanzen [79], Pilze [80] und marine Organismen [81-83]
sind in der Lage Sesquiterpenoide zu synthetisieren. Die Biosynthese der
verschiedenen Grundgeruste erfolgt immer ausgehend vom Farnesylpyrophosphat
(FPP), das durch die entsprechenden Synthasen (Sesquiterpen-Cyclasen) katalysiert
wird [84]. Das Pyrophosphat-Anion wird abgespalten und ein Carbokation erzeugt,
aus dem durch Cyclisierung die verschiedenen Ringsysteme entstehen. Wahrend
der Cyclisierung kénnen neben der Hydridverschiebung auch Wagner-Meerwein-
Umlagerung, Deprotonierung bzw. Protonierung, COPE-Umlagerungen, erneute
Cyclisierung und Hydroxylierungen stattfinden. Diese Vielfaltigkeit erklart warum aus
FPP die unterschiedlichsten Grundgeruste wie beispielsweise Germacrane,

Elemane, Humulane, Guajane und Eudesmane entstehen kdnnen (Abb. 23) [85].
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Abb. 24: Biogenese einiger mono- und bicyclischer Sesquiterpene aus Farnesylpyrophosphat [85]

Sesquiterpene spielen als Sekundarmetabolite eine wichtige Rolle. Ihre Aufgaben in
Pflanzen sind bereits gut untersucht. Sie werden bei Stresssituationen bzw.
Schadlings- und Pilzbefall synthetisiert und wirken beispielsweise als
Insektenabwehrstoffe oder gegen Fraldfeinde. Des Weiteren kommen sie als
Hormone und Pheromone in der Natur vor [86]. Allerdings dienen sie neben Pflanzen
auch Pilzen, Insekten und Meeresorganismen zur Abwehr von Feinden. Die Funktion

mariner Sekundarmetabolite z. B. als Kommunikationssignal oder Abwehrstoff wird
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1.2 Marine Organismen und ihre Naturstoffe

erst seit kurzem untersucht. Deswegen wei} man Uber die Bedeutung von
Sesquiterpenoiden fur die entsprechenden marinen Organismen kaum Bescheid.
Bekannt ist, dass einige marine Sesquiterpene interessante pharmakologische

Wirkungen besitzen.

Aus verschiedenen Sinularia Spezies ist das Furanosesquiterpen (1'E,5'Z)-2-(2',6'-
Dimethylocta-1',5",7’-trienyl)-4-furancarbonsaure bekannt [87]. Es inaktiviert in vitro
das Bienengift-Protein Phospholipase A, (PLAy). Dies ist von Interesse, da man hofft,
mit geeigneten Inhibitoren der PLA, therapeutische Mittel zur Behandlung von

Entzindungen zu finden [88].

HO =

/ \
N\ /
T 5

Abb. 25: (1'E,5'2)-2-(2’,6’-Dimethylocta-1’,5’,7’-trienyl)-4-furancarbonsaure aus Sinularia Spezies

Sesquiterpen Metaboliten aus der Koralle Eunicea sp. (Aguadilla, Puerto Rico)
hemmen die Entwicklung des Malariaparasiten Plasmodium falciparum, der Trager
der todlichen Malaria tropica [89] ist. Des Weiteren sind Aktivitaten gegen
verschiedene Krebszelllinien bekannt. Capnellen-84-ol (Capnella imbricata; Mayu
Island, Molluca Sea, Indonesien) zeigt moderate Cytotoxizitdt gegen die humanen
Krebszelllinien K-562 (humane Leukamie) (ICso=4.6 uM) und A2780 (humanes
Adenokarzinom) (ICsp = 6.6 uM) [90]. 11,12-Dihydroxy-1(10),6-eremophiladien aus
der Koralle Lemnalia laevis (Green Island, Taiwan) wirkt in vitro cytotoxisch gegen
die Krebszelllinien P-388 und HT-29 (EDso = 0.21 und 0.33 pg/ml) [91], sowie 4a-O-
Acetyl-11-eudesmen aus Nephthea brassica (Liouchou lIsland, Taiwan) mit einem
EDsp = 0.12 ug/ml gegen die Krebszelllinie A549 [92].

Abb. 26: Struktur von Capnellen-84-ol, 11,12-Dihydroxy-1(10),6-eremophiladien und 4 o-O-Acetyl-11-
eudesmen [90-92]
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1.2 Marine Organismen und ihre Naturstoffe

Avaron, ein Sesquiterpenchinon aus dem Schwamm Dysidea avara, inhibiert die
reverse Transkriptase (rT) des HI-1 Virus bereits bei einer Konzentration von 1 pug/ml
[93]. Die Replikation des Virus wird dadurch gehemmt. Dies bedeutet die
Unterdrickung der Vermehrung der AIDS-Viren. Vorteilhaft ist die zusatzliche
cytoprotektive Wirkung auf nicht infizierte T-Helferzellen. Au3erdem zeigen marine
Sesquiterpene aus Korallen insektizide Effekte. Hydroxycolosenon aus Nephthea
chabrolii (Sinyaru Island, West Sumatra, Indonesien) wirkt gegen die frisch
geschlupften Larven des Schadinsektes Spodoptera littoralis [94], die Baumwoll-,

Mais- und Tomatenpflanzen befallen.

Abb. 27: Hydroxycolosenon aus Nephthea chabrolii

1.2.5 Diterpene

Diterpene sind aus einer Isopren-Einheit mehr aufgebaut als Sesquiterpene. Sie
besitzen ebenfalls eine grolde strukturelle Vielfalt und kommen zahlreich in der Natur
vor [95]. Sie leiten sich von Geranylgeranyldiphophat ab, das durch die Diterpen-
Synthasen (Cyclasen) in die verschiedenen Grundgeriste umgewandelt wird [96].
Eine bekannte Verbindung ist das Vitamin A, das zum ersten Mal 1931 von Karrer
aus dem Leberdl des Heilbutts gewonnen wurde. Dieser ungesattigte
Diterpenalkohol ist eines der wichtigsten Vitamine, das sowohl flir das normale
Wachstum von Knochen und Zahnen, als auch fur die Sehfahigkeit verantwortlich ist.
Des Weiteren wirkt Vitamin A gegen Infektionen und hat antiallergische
Eigenschaften. Ein Vitamin A Mangel fuhrt zur Nachtblindheit, Xerophthalmie
(Hornhautaustrocknung) und Wachstumsstérungen. Vitamin A kann allerdings fur
den Menschen in hohen Dosen giftig sein [97].

In den letzten Jahren konnten zahlreiche Diterpene aus marinen Organismen, vor
allem Korallen und Schwammen, isoliert werden. Diese haben ein groes Interesse

auf Grund ihrer pharmakologischen Wirkungen geweckt.
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1.2 Marine Organismen und ihre Naturstoffe

In der Hornkoralle Pseudopterogorgia elisabethae (Bermudas) fand man die
entzindungshemmende Verbindung Pseudopterosin E [98]. Erste Testungen
ergaben, dass sie bei topikaler Verabreichung die durch Phorbolester hervorgerufene
Ohrenentzindung bei Mausen besser reduziert als das nicht-steroide Medikament
Indometacin, das bereits als entzindungshemmendes Mittel im Handel ist [99]. |hr
EDso-Wert bei topikaler Verabreichung liegt bei 38 ug/Ohr. Neben der
entzindungshemmenden Aktivitat ist es auch wichtig, dass der LDso-Wert bei
Mausen uber 300 mg/kg Korpergewicht liegt. Das bedeutet, dass auch hohere Dosen
zur Behandlung der Maus ohne toxische Nebenwirkungen angesetzt werden kdnnen
[98]. Heute gehoért Pseudopterosin E mit seiner entzindungshemmenden und
schmerzlindernden Wirkung zu einem der bekanntesten aktiven marinen
Sekundarmetaboliten. Die Firma Estée Lauder verwendet Pseudopterosin E in der
Produktreihe Resilience® als Additiv zur Abmilderung von entziindlichen
Hautschadigungen. Fur diese Creme-Produktion missen 5.000 kg der Hornkoralle
Pseudopterogorgia elisabethae im Jahr geerntet werden. Deshalb wird versucht
diese Koralle, die in 25 bis 35 Meter Tiefe vorkommt, entlang eines 100 km langen
Klstenstreifens an den Bahamas per Hand zu sammeln. Nach 28 Monaten haben
sich die Bestande erholt und es kann erneut geerntet werden. Dies ist das erste
Projekt, bei dem Korallen aus naturlichen Ressourcen gesammelt und fur den

kommerziellen Verbrauch verwendet werden [100].

OH

OH

Abb. 28: Pseudopterosin E aus der Hornkoralle Pseudopterogorgia elisabethae

Entsprechend der Zusammensetzung des Meerwassers ist es nicht ungewohnlich,
dass man Halogen-Verbindungen in Meeresorganismen findet. So zum Beispiel das
Diterpen Praelolid aus der Koralle Gorgonella umbraculum (Bucht von Bengalen),
welches sogar in der Volksmedizin in der Gegend von Tuticorin eingesetzt wird.
Praelolid zeigt eine antivirale Aktivitat gegen die Viren Herpes simplex Typ | und Il
[101].
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AcO AcO  DOAc

Abb. 29: Praelolid aus Gorgonella umbraculum

Das Cembranoid Lobohedleolid, das aus der Koralle Lobophytum sp. (Philippinen)
bekannt ist, besitzt in vitro antivirale Wirkung gegen HIV-1 [102]. Aus der Koralle
Litophyton sp. (Sukumo Bay) wurde Litophynin B isoliert, das das Wachstum der
Seidenraupe Bombyx mori L. mit einem EDso-Wert von 2.7 ppm hemmt [103]. Somit
besitzen marine Diterpene ebenfalls interessante biologische Wirkungen.

Marine Diterpene zeigen auch Aktivitaten gegenlber bestimmten Krebszelllinien.
Beispielsweise arretiert das Cembranoid Decaryiol aus Nephthea sp. (Ra-Ra Riff,
Raki Raki, Fidschi Inseln) den Zellteilungszyclus in der G2/M-Phase [104]. Grolde
Beachtung gilt ebenso cytotoxischen Effekten der Sekundarmetabolite gegenuber
den Krebszelllinien P-388, Hepa 59T/VGH, KB, A549 und HT-29 (Abb. 29, Tab. 1).
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Bipinnata a

“OAc

(Pseudopterogorgia bipinnata)
(Jamaica Cay, Acklins
Island, Bahamas) [105]
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Sarcocrassolid
(Sarcophyton crassocaule)
(Green Island, Taiwan) [109]

D

Scabrolid E
(Sinularia scabra)
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(Kenting, Taiwan) [110]
E

Abb. 30: Cytotoxisch wirkende Diterpene aus Korallen

Krebs- A B C D E
zelllinien | ICsy (ug/ml) | EDsp (ug/ml) | 1Cs (ug/ml) | EDsg (ug/ml) | EDso (ng/ml)
P-388 0.9 0.16 0.01
Hepa
59T/VGH 05
A-549 0.5 8.31 1.03
HT-29 7.55 0.64
KB 0.7 9.15 0.63

Tab. 1: Cytotoxizitat der Diterpene A-E aus Korallen [106-110]




1.2 Marine Organismen und ihre Naturstoffe

Cembran-Diterpene, die von dem vierzehngliedrigen Grundskelett des Cembrans
abstammen, kommen haufig in Korallen vor. Cembren A bildet sich direkt aus
Geranylgeranylpyrophosphat durch Cyclisierung des erhaltenen Allyl-Kations (Abb.
31) [85].

Geranylgeranylpyrophosphat

-H*

18

3,7,11,15-Cembratetraen
(Cembren A)

Abb. 31: Biosynthese von Cembren A aus Geranylgeranylpyrophosphat [85]
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1.3 Verwendete Methoden

1.3.1 Kernspinresonanz (NMR)

Die kernmagnetische Resonanz oder Nuclear Magnetic Resonance (NMR) ist eine
spektroskopische Methode, die auf der Wechselwirkung zwischen Atomkernen und
elektromagnetischer Strahlung in einem aufieren homogenen Magnetfeld beruht.
Atome mit einer ungeraden Ordnungszahl besitzen ein magnetisches Moment.
Dieses richtet sich in einem starken Magnetfeld parallel (energiearmere Orientierung)
oder antiparallel (energiereichere Orientierung) zum angelegten Feld aus. Die
Energiedifferenz zwischen diesen beiden Zustanden, die im Bereich langwelliger
elektromagnetischer Strahlung (Radiowellen) liegt, hangt von der Starke des
angelegten aulieren Magnetfeldes und der Grofde des kernmagnetischen Momentes
ab. Entspricht die Energiezufuhr einer eingestrahlten Radiowelle der Energie-
differenz, wird diese Frequenz absorbiert. Die magnetischen Momente der Kerne
werden dabei von dem energetisch glnstigen Zustand in den energetisch
ungunstigen Uberfihrt. Dieser Vorgang heilt magnetische Resonanz. Im
umgekehrten Prozess — der Relaxation — wird magnetische in thermische Energie
umgewandelt. Da das angelegte Magnetfeld am Atomkern durch induzierte
Sekundarfelder der Elektronen verstarkt oder geschwacht werden kann, sind diese
auftretenden Energiedifferenzen keine Konstante. Dies ist der Grund warum sich
Kerne mit unterschiedlicher elektronischer Umgebung in ihrer Resonanzfrequenz
unterscheiden [111].

Die 'H- und 'C-NMR-Spektroskopie bilden die Grundlage fiir viele
Strukturermittlungen in der organischen Chemie. Neben den eindimensionalen
Spektren sind die zweidimensionalen Experimente mittlerweile genauso wichtig.
Dazu gehdren die homonuklearen Protonenexperimente 'H,'H-COSY ('H,'H-
Correlated Spectroscopy), ROESY (Rotating frame NOESY) und NOESY (Nuclear
Overhauser Effect Spectroscopy), die heteronuklearen Experimente HMQC
(Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) und HMBC (Heteronuclear Multiple
Bond Correlation), sowie das kombinierte Experiment HMQC-COSY.

Um die "*C-Signale von CHs-, CH,-, CH-Gruppen und quartiren Kohlenstoffatomen
unterscheiden zu koénnen, wurde das J-modulierte Spinecho-Experiment
angewendet. Es liefert fur Signale von quartaren Kohlenstoffen und CH,-Gruppen ein
anderes Vorzeichen als fur Signale von CH- und CHs-Gruppen.
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Das 'H,'H-COSY-Experiment korreliert die 'H-Verschiebungen der koppelnden
Protonen eines Molekuls. Im Spektrum unterscheidet man zwei Typen von Signalen.
Zum einen diejenigen, die auf der Diagonale liegen, denen das eindimensionale
NMR-Spektrum entspricht. Zum anderen die Crosspeaks auf der Flache, auch
Kreuz- oder Korrelationssignale genannt, die Kopplungen zwischen einzelnen
Protonen anzeigen. Zieht man ausgehend von diesen Crosspeaks senkrechte und
waagrechte Linien zur Diagonalen, befinden sich dort die Signale der koppelnden
Protonen. Aus dem 'H, "H-COSY erhalt man Information Uber vicinale, geminale und
sogenannte W-Kopplungen der Protonen eines Molekuls [112-113].

Im ROESY- und NOESY-Experiment kann die raumliche Nahe von Protonen erkannt
werden. Man macht sich die Ubertragung der Magnetisierung von einem zu
benachbarten Protonenkern zunutze (dipolare Wechselwirkung), den sog. Kern-
Overhauser-Effekt. Mit dieser Methode ist es beispielsweise moglich, die relative
Position von Substituenten zu bestimmen [114].

Die heteronuklearen HMQC- und HMBC-Experimente werden invers gemessen, das
heilt, es werden nicht die unempfindlichen '*C-Kerne, sondern die 6.000-mal
empfindlicheren Protonen zur Signaldetektion verwendet. Im HMQC-Experiment
korreliert in der F1-Achse die ">C-Verschiebung mit den "H-Verschiebungen in der Fo-
Achse Uber direkte 1JCH—KoppIungen. Man erhalt Uber die Crosspeaks die genaue
Zuordnung der Protonen zu den jeweiligen Kohlenstoffatomen [115].

Das HMBC-Experiment gibt Auskunft Uber CH-Beziehungen uber mehrere
Bindungen. Optimiert wurde diese Methode auf Jch-Kopplungen, aber im Spektrum
erkennt man neben den CH-Korrelationen Uber 3 Bindungen auch welche Uber 2
oder 4 Bindungen. Auf diese Weise ist es mdglich, auch quartare Kohlenstoffatome

zuzuordnen [115].

1.3.2 Massenspektrometrie

Die zu untersuchende Substanz wird bei der Massenspektrometrie im Hochvakuum
verdampft und durch Beschuss mit beschleunigten Elektronen ionisiert. Es entstehen
geladene lonen, die durch ein elektrisches Feld beschleunigt werden. Anschlielend
werden die geladenen Molekil-lonen in einem homogenen Magnetfeld proportional

zu ihrer Masse aufgetrennt [116].
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Bei der Elektronenstol3-Massenspektrometrie (EI-MS) besitzen die beschleunigten
Elektronen, die zur lonenerzeugung verwendet werden, meist eine Energie von
70 eV. Auf Grund dieser hohen Energie werden neben dem Molekul-Radikal-Kation
auch geladene Fragment-lonen gebildet [111]. Erhalt man kein Molekul-lon-Signal,
da die Fragmentierungsreaktionen Uberwiegen, die Verbindungen zu grof3 oder
schwer verdampfbar sind, verwendet man eine andere lonisierungsmethode, wie
FAB-MS (Fast Atom Bombardement) bzw. auch LSI-MS (Liguid Secondary lon Mass
Spectrometry) genannt. Die geloste Probe wird auf eine Glycerin-Matrix aufgebracht
und mit Primarionen (Cs”) beschossen. Es bilden sich Sekundéarionen ([M-H]") aus
den zu untersuchenden Molekillen, die im Massenanalysator detektiert werden.
Durch diese weiche lonisierung erhalt man das um eine Masseneinheit erniedrigte
Molekulion und wenige Fragementionen, die durch Abspaltung leicht eliminierbarer
Gruppen entstehen [117-118].

Die Elektrospray-lonisation (ESI) ist ein weiteres Verfahren, um die molare Masse zu
bestimmen. Die Substanzlésung wird in eine Kammer gespriht und stromt als
Spruhnebelstrahl durch eine zylindrische Elektrode, so dass geladene Tropfchen
entstehen, die unter Verdampfung des Ldsungsmittels kleiner werden. Mit dieser
Methode koénnen groRe Moleklle sowie Verbindungen, die bei EI-MS zu stark
fragmentieren, untersucht werden. Ein Elektrospray-Massenspektrometer kann mit
einer HPLC gekoppelt werden [118].

Mithilfe der hochauflésenden ESI-MS (HR-ESI-MS) kann durch Zugabe von Brucin
als internen Standard die hochaufgeloste Masse von dem zu untersuchenden

Molekul bestimmt werden.

Das Massenspektrometer (MS) kann mit einem Gaschromatografen (GC) gekoppelt
werden. Dabei trennt der GC die zu untersuchenden Substanzgemische auf und das
MS dient als Detektor. Der Vorteil von GC-MS ist, dass nur geringe Substanzmengen
im Nanogrammbereich bendtigt werden, um ein Spektrum zu erhalten. Allerdings
mussen die Substanzen verdampfbar sein [118-119]. Mithilfe des GC-MS lassen sich
beispielsweise Steroidgemische untersuchen, wobei die Strukturbestimmung durch

computerunterstutzte Vergleiche mit Spektren einer Bibliothek erfolgt.

34



1.3 Verwendete Methoden

1.3.3 Bestimmung der Reihenzugehorigkeit der Zucker

In der Natur kommen manche Zucker wie die Arabinose sowohl in der D- als auch in
der L-Form vor. Deswegen ist es notwendig, die Reihenzugehorigkeit der
Monosaccharide zu bestimmen. Dies ist weder mithilfe von NMR-Experimenten noch
durch GC-Trennungen an Normalphasen moglich, da die Enantiomerenpaare nach
Trimethylsilylierung mit MSTFA identische Retentionszeiten zeigen. Reznicek et al.
[120] und Gerwig et al. [121] entwickelten eine Methode, die die Trennung der
Diastereomeren mittels GC an einer Normalphase erlaubt. Die zu einem
Enantiomerenpaar gehérenden Monosaccharide, z. B. -D-Glycopyranose und f-L-
Glycopyranose werden mit (R)-(-)-2-Butanol umgesetzt. Dadurch wird das
Enantiomerenpaar in ein Diastereomerenpaar Uberfihrt, das sich nach
Trimethylsilylierung mittels GC trennen Iasst.

Fir die Bestimmung der Reihenzugehdrigkeit der Zuckereinheiten der
Triterpensaponine werden davon 500 ug hydrolysiert und das getrocknete Hydrolysat
mit (R)-(-)-2-Butanol umgesetzt. Die Zuordnung der Monosaccharideinheiten zur D-
oder L-Reihe erfolgt durch den Vergleich der Retentionsindizes des

trimethylsilylierten Produkts mit denen der Referenzverbindung.

OH
HO Q
OH >
* )\/ HO 0
OH
3 -D-Glycopyranose (R)~(— }-2-Butanol (R)-2-Butyl- § -D-glycopyranosid

Abb. 32: Bestimmung der Reihenzugehdérigkeit von Monosacchariden am Beispiel
der #-D-Glycopyranose
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2 Isolierung und Strukturbestimmung

2.1 Untersuchung von Pflanzen

Die getrockneten Blatter von Zizyphus spina-christi wurden zerkleinert, mit einem
Methanol/Wasser-Gemisch (7:3) extrahiert und der Extrakt zur Trockene eingeengt.
Dieser Rohextrakt wurde in Wasser aufgenommen und mit Diethylether ausge-
schuttelt. Anschlieend wurde die erhaltene wassrige Phase mit n-Butanol versetzt.
Die wassrige Phase wurde abgetrennt und der n-Butanol-Extrakt durch

Saulenchromatografie an Kieselgel und Sephadex LH-20 weiter untersucht.

Die Isolierung der Verbindungen aus der Pflanze Solenostemma argel (Del.) Hayne
wurde von einem Kollegen von Dr. Kamel Shaker (National Research Centre, Cairo)

durchgefuhrt und zur Strukturaufklarung zu uns geschickt.

2.1.1 Zwei Triterpensaponine und Kampferol 3-O-robinobiosid aus Zizyphus

spina-christi

Beschreibung

Zizyphus spina-christi (nebenstehendes Foto)
gehort zur Pflanzenfamilie der Kreuzdorn-
gewachse (Rhamnaceae), die in warmeren
und  subtropischen  Regionen  weltweit
verbreitet sind und ca. 58 Gattungen und
mehr als 900 Arten umfasst [122-123]. Man
nimmt an, dass die dornige Christus-Krone

aus Zizyphus spina-christi gebunden wurde

und bezeichnet deswegen diese Spezies
auch als Christus-Dorn. Die belaubten strauchartigen Baume, die 3 m grof® werden
konnen, haben sehr dornige Zweige mit glanzenden Blattern. lhre grunlichen Bluten
sind in Clustern angeordnet und geruchlos. Die essbaren Frichte sind suf3 und

schmecken leicht nach Birne [124].
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Die Blatter, Frichte und Rinde von Zizyphus spina-christi finden in der Volksmedizin
vielseitige Anwendung. In Israel werden die Fruchte bzw. der Sud der Frichte gegen
Erkaltung eingesetzt oder helfen beim Abnehmen. Blattextrakte senken den
Blutdruck [125]. In der Volksmedizin in Saudi Arabien werden Blattextrakte z. B. zur
Wundheilung, Behandlung von Hautproblemen, Fieber, Entzindungen, Tripper und
Magengeschwuren eingesetzt. Der Sud der ausgekochten Rinde bzw. der frischen
Fruchte unterstutzt die Heilung von frischen Wunden oder wird zum Reinigen des
Korpers verwendet. Die Frichte hingegen werden bei Dysenterie eingesetzt. Sie
helfen aber auch bei Bronchitis und Tuberkulose. Diese Anwendungsmaoglichkeiten
werden durch die antivirale, antifungale und antibakterielle Aktivitdt von Zizyphus
spina-christi Extrakten bestatigt. Die Essigester-Fraktion der Fruchte und die
Wasserphase der Blatter zeigen signifikante antivirale Eigenschaften gegen Herpes
simplex Typ 1 (HSV-1). Der Chloroformextrakt der Blatter hingegen weist hemmende
und bakterielle Aktivitat gegen Gram-positiv Mikroorganismen wie Streptococcus
pyogenes und maldige Aktivitdt gegen Bacillus cereus auf. Ebenso zeigt die
Petroletherfraktion der Blatter eine hemmende Aktivitdt gegen Streptococcus
pyogenes. Eine stark hemmende und bakterielle Aktivitat gegen Bacillus cereus
sowie einen hemmenden Effekt gegen Staphylococcus aureus und Streptococcus
pyogenes weist der Chloroformextrakt der Samen auf. Die Chloroformphase der
Blatter besitzt eine starke Aktivitat gegen den Pilz Trichophyton rubrum [126]. Des
Weiteren wird der Rindenextrakt gegen Durchfall eingesetzt [127]. Im Yemen werden
die Blatter als Antiseptikum verwendet [128].

Zizyphus spina-christi enthalt die Saponine Christinin A, B, C und D [129]. Christinin
A zeigt bei Ratten blutzuckerregulierende Eigenschaften, ahnlich wie Insulin [130-
131]. AuBerdem wurden die Flavonoide 3-O-£D-Xylopyranosyl-(1—2)-a-L-
rhamnopyranosyl-4’-O-a-L-rhamnoypranosylquercetin, Rutin, Hyperin und Quercitrin
gefunden [132].
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Aufarbeitungsschema

Pflanzenmaterial

(Blatter)
5kg

l wassriges Methanol (70%ig)

Methanolextrakt
540 g

‘ 1. geldst in Wasser

, 2. Zusatz von Diethyleth
organische Phase usatz von Liethylether

wassrige Phase

n-Butanol

wassrige Phase

n-Butanolextrakt
80g

‘Si 60

| [l 1]
35¢

Si 60

-1
1749

Si 60

lI-1a
700 mg

Sephadex LH-20

1 2 3
20 mg 3 mg 15 mg

Abb. 33: Aufarbeitungsschema von Zizyphus spina-christi
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Strukturbestimmung

Das "*C-NMR-Spektrum von Triterpensaponin 1 (Struktur von 1, Abb. 35) lasst sich
in drei Bereiche einteilen. Die Signale des GrundgerlUstes des Triterpens liegen
zwischen 16 —58 ppm. Dieser Uberschneidet sich leicht mit dem direkt
anschlieRenden sogenannten Zuckerbereich (Bereich 2) von 62— 106 ppm. Die
Tieffeldsignale von 111 —136 ppm sind der Doppelbindung und dem Acetal
zuzuordnen. Das C-3 Signal bei 89.4 ppm ist ein charakteristisches Merkmal fur das
Aglycon, da es bis auf die Signale der Doppelbindung und des Acetals am starksten
verschoben ist. Die Position 3 ist somit ein idealer Startpunkt zur weiteren Zuordnung
der benachbarten Signale mithilfe des 'H,"H-COSY- und des HMBC-Spektrums. Das
H-3-Signal (5 3.12 ppm) zeigt im 'H,"H-COSY Crosspeaks zu den Resonanzen der
Protonen an C-2 bei 1.81 und 1.65 ppm. Uber das 13C—NMR-SignaI von C-3 kénnen
im HMBC-Spektrum die Protonen der Methylgruppen 28 (5 0.97 ppm) und 29
(8 0.79 ppm) identifiziert werden. Die 'H-Signale der Methylgruppen weisen ihrerseits
je vier Crosspeaks im HMBC-Experiment auf, die auf eine Kopplung mit C-4 (5 40.5
ppm, 2J-Kopplung), C-3, C-5 (8 57.4 ppm) sowie C-28 (5 28.3 ppm) bzw. C-29 (5 17.0
ppm) hindeuten. Das C-5-Signal zeigt im HMBC-Spektrum einen Crosspeak mit der
Resonanz der Protonen der Methylgruppe 19 (5 0.87 ppm). Uber das Protonensignal
der Methylgruppe 19 erhalt man wiederum die Signale von C-1 (6 40.0 ppm), C-9
(8 54.1 ppm) und C-10 (5 38.3 ppm, %J-Kopplung). Die Lage der Protonen an C-6
(5 1.53/1.46 ppm) wird durch die Crosspeaks im 'H,'H-COSY-Spektrum mit H-5
bestatigt. Ausgehend vom HMBC-Experiment weisen die Protonen der Methylgruppe
18 (6 1.11 ppm) vier Kreuzsignale zu C-9, C-7 (6 36.8 ppm), C-8 (6 38.5 ppm,
2J)-Kopplung), C-14 (5 54.6 ppm) auf. Das Protonensignal von H-9 besitzt im 'H, H-
COSY einen Crosspeak zu den beiden Methylenprotonen bei 1.61 bzw. 1.46 ppm an
Position 11, welche wiederum eine Kopplung zu den zwei Protonen an C-12
(8 1.83/1.64 ppm) zeigen. Die Lage des 'H-NMR-Signals an C-13 (5 2.47 ppm) wird
durch die Crosspeaks mit der Resonanz der Protonen der Methylengruppe an C-12
und dens Protons an C-17 (6 0.98 ppm) bestatigt. AuBerdem zeigt H-13 im HMBC-
Spektrum neben dem Crosspeak zu C-17 (6 54.4 ppm) auch einen zu C-14 (5 54.6
ppm). Ausgehend von den Protonen der Methylgruppe 21 (8 1.12 ppm) erhalt man im
HMBC-Experiment Informationen tber die Lage der '>C-NMR-Signale von C-20
(8 69.4 ppm) und C-22 (5 45.4 ppm). Im "H,"H-COSY zeigen die Protonen an C-22
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2.1 Untersuchung von Pflanzen

(6 1.45/1.36 ppm) Crosspeaks zu dem tieffeldverschobenen Proton an C-23 (6 4.67
ppm), das eine Kopplung zum Doppelbindungsproton an C-24 (5 5.15 ppm) aufweist.
Uber das Signal von C-24 (5 126.3 ppm) kdnnen im HMBC-Spektrum die Protonen
der Methylgruppe 26 (6 1.71 ppm) und 27 (5 1.68 ppm) zugeordnet und daraus die
Position von C-25 (8 136.7 ppm) bestimmet werden. Das Signal des
Acetalkohlenstoffes 16 liegt im BC-NMR-Spektrum bei 111.4 ppm, welches im
HMBC-Experiment die Lage der Protonen an C-17, C-15 (5 2.05/1.16 ppm) und der
tieffeldverschobenen Protonen an C-30 (5 4.00/3.91 ppm) festlegt. Die Zuordnung
der zu den Protonen gehoérenden Kohlenstoffatome erfolgt GUber das HMQC-
Spektrum. Beim Aglycon der Verbindung 1 handelt es sich demnach um das von

Christinin A [129] bekannte Jujubogenin, das zu den Dammaran Triterpenen gehort
[133].

Die Zuckersignale konnten (ber die Kopplungskonstanten aus dem 'H-NMR-
Spektrum, sowie "*C-NMR- und dem 'H,'H-COSY-Experiment als «-Arabino-
pyranose, f-Glucopyranose und 6-Deoxy-a-talopyranose identifiziert werden. Die
Konfiguration am anomeren C-Atom der 6-Deoxytalopyranose kann mittles 'Jcy-
Kopplungskonstante bestimmt werden [134]. FUr das a-Anomer betragt "Jen = 169 —
175 Hz und fir das B-Anomer 'Jcy = 158 — 162 Hz. Die Verkniipfung der Zucker
wurde uber das HMBC-Spektrum festgelegt. Die a-Arabinopyranose ist in Position 3
an das Aglycon gebunden. Dies wird durch den Crosspeak des C-3-Signals mit dem
Dublett des anomeren Protons H-1" (6 4.40 ppm, d, Jy» 6.6 Hz) der
a-Arabinopyranose im HMBC-Spektrum bewiesen. Der HMBC-Crosspeak des
anomeren Protons H-1" (5 4.46 ppm, d, J1 2 7.7 Hz) der fGlucopyranose mit der
C-3’-Resonanz (6 84.3 ppm) zeigt, dass die fGlucopyranose an die Positon 3 der
a-Arabinopyranose geknlpft ist. Die 6-Deoxy-a-talopyranose ist ebenfalls an die
a-Arabinopyranose gebunden, wie der Crosspeak im HMBC-Spektrum zwischen
dem anomeren Proton H-1" (6 5.48 ppm, s) und dem C-2’-Signal (6 74.0 ppm) der
a-Arabinopyranose beweist. Das FAB-Massenspektrum von 1 zeigt den um eine
Masseneinheit erniedrigten Molekulionenpeak [M-H] bei m/z 911.

Zur Uberprifung der Reihenzugehdrigkeit der drei Monosaccharide in 1 wurde das
Triterpensaponin sauer hydrolysiert und danach mit (R)-(—)-2-Butanol umgesetzt. Die

(R)-2-Butylglycoside wurden trimethylsilyliert, durch GC untersucht und mit den
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2.1 Untersuchung von Pflanzen

Retentionszeiten R; der Referenzsubstanzen (R)-2-Butyl-D-arabinopyranosid, (R)-2-
Butyl-L-arabinopyranosid, (R)-2-Butyl-D-glucopyranosid, (R)-2-Butyl-L-gluco-
pyranosid und (R)-2-Butyl-6-deoxy-L-talopyranosid verglichen. Dabei zeigte sich,
dass fGlucose der D-Reihe und a-Arabinose und 6-Deoxy-ao-talose der L-Reihe
angehoren.

Die Struktur des Dammaran-Saponins 1 kann somit als 3-O-{[6-Deoxy-a-L-talo-
pyranosyl-(1—2)]-[#-D-glucopyranosyl-(1—3)]-a-L-arabinopyranosyl}-jujubogenin
angegeben werden und ist identisch mit Zizyphus saponin | aus den Frichten von

Zizyphus jujuba [135] und den Blattern von Zizyphus mauritiana Lamk [136].

Synthese von 6-Deoxy-L-talopyranose

Als Ausgangsmaterial eignete sich L-Rhamnose, da es sich hierbei um das C-4
Epimer der 6-Deoxy-L-talopyranose handelt. Bevor die Konfiguration an C-4 invertiert
werden konnte, mussten zunachst die restlichen OH-Gruppen mit Schutzgruppen
versehen werden (Abb. 33). Durch Kochen unter Riickfluss mit Amberlite IR-120 (H")
in Methanol wurde L-Rhamnose zunachst in das entsprechende Methylglycosid
uberfuhrt. Die Reaktion lieferte die Diastereomeren Methyl-a/B-L-rhamnopyranosid
mit 92% Ausbeute. Die Hydroxygruppen an C-2 und C-3 wurden mit einer
Isopropylidengruppe geschutzt. Dazu wurde Methyl-a/B-L-rhamnopyranosid in
absolutem Aceton suspendiert, mit Dimethoxypropan versetzt, auf 0°C herabgekuhlt
und nach Zugabe von BF; - EtoO fur 30 Minuten geruhrt. Anschlielfend wurde zum
Vervollstandigen der Reaktion auf Raumtemperatur erwarmt und fur 20 h weiter
geruhrt. Die beiden Diastereomere konnten durch Flash-Chromatografie an Kieselgel
getrennt werden und man erhielt Methyl-2,3-O-isopropyliden-a-L-rhamnopyranosid
mit einer Ausbeute von 90% [137].

Um die Konfiguration an C-4 invertieren zu kbnnen musste die entsprechende
Hydroxyfunktion zunachst oxidiert werden. Hierfir wurde Methyl-2,3-O-isopropyliden-
a-L-rhamnopyranosid unter Schutzgasatmosphare in absolutem DMSO und
absolutem Pyridin vorgelegt, P,Os schnell zugegeben und fur 1,5 h bei 60°C geruhrt
(DC-Kontrolle). Danach wurde wieder auf Raumtemperatur abgekuhlt und mit
weiterem DMSO, Pyridin und P,Os versetzt und wieder 1,5h bei 60°C geruhrt.
Nachfolgende DC-Kontrolle zeigte zwar vollstandigen Umsatz, aber auch bereits

beginnende Zersetzung. Daher wurde die Reaktion schnell beendet und
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2.1 Untersuchung von Pflanzen

aufgearbeitet. Nach Chromatografie erhielt man Methyl-6-deoxy-2,3-O-isopropyliden-
a-L-lyxo-hexopyranosid-4-ulose mit einer Ausbeute von 15% [138-139].

Im nachsten Schritt musste die Carbonylfunktion an C-4 wieder reduziert werden.
Dies erfolgte durch portionsweise Zugabe von NaBH,4 bei Raumtemperatur innerhalb
von 10 Minuten zu Methyl-6-deoxy-2,3-O-isopropyliden-a-L-lyxo-hexopyranosid-4-
ulose. Dies lieferte Methyl-6-deoxy-2,3-O-isopropyliden-a-L-talopyranosid mit einer
Ausbeute von 56% [135].

Zum Schluss mussten nun die Schutzgruppen wieder abgespalten werden. Die
Isopropylidengruppe wurde durch saure Hydrolyse mit 2 N HCI innerhalb von 2 h
abgespalten. Die Methoxygruppe war unter diesen Bedingungen nicht abspaltbar, sie
ist sowohl im 'H-NMR (3.30 ppm) als auch im 'C-NMR (55.3 ppm) leicht
identifizierbar. Man erhielt Methyl-6-deoxy-a-L-talopyranosid mit 92% [135].

Fir die Abspaltung der Methoxygruppe mussten drastischere Bedingungen gefunden
werden. Zuerst wurde die Reaktion mit 2 N HCI mit einer Reaktionszeit von zwei
Tagen wiederholt, wobei jedoch kein Umsatz erkennbar war. Danach wurde mit
6 N HCI und einer Reaktionszeit von zwei und funf Tagen versucht, die Schutz-
gruppe abzuspalten. Auch hier war kein Umsatz feststellbar. Die Verwendung von
konzentrierter HCI und eine Reaktionszeit von funf Stunden, vier Tagen und zwei
Tagen unter Ruckfluss zeigte ebenfalls keinen Umsatz. Der Versuch mit BBr; fuhrte
zur vollstandigen Zersetzung des Methyl-6-deoxy-a-L-talopyranosids. Ein weiterer
Versuch der Entschiitzung stellte eine Umsetzung mit PhsC* BF4 in Methylenchlorid
bei Raumtemperatur fur drei Tage dar [140]. Hier zeigte sich ebenfalls kein Umsatz.
Daher wurde das Gemisch fur vier Tage refluxiert. Dies lieferte, neben erheblicher

Zersetzung, 6-Deoxy-L-talopyranosid mit einer Ausbeute von 72%. Der Vergleich des
Drehwertes ([a]y —19.1°, ¢ = 0.01, H,O) mit dem der Literatur ([«], —20.5°, ¢ = 2.28,
H,0) bestatigt die Synthese des gewunschten Produkts [141].
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OH OMe
MeOH, Amberlite IR-120 (H*)
HO 72h, 90°C, Rilckfluss 1O
HO HO
OH OH
L-Rhamnose Methyl-L-rhamnopyranosid

92%

BF5- Et,O

OMe
P05
o DMSO/Pyridin HO
Xo )
X
Methyl-6-deoxy-2,3-O-
isopropyliden-a-L-lyxo-
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a-L-talopyranosid
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Abb. 34: Synthese von 6-Deoxy-L-talose aus L-Rhamnose

Der Vergleich der *C- und "H-NMR-Daten von Saponin 2 (Struktur von 2, Abb. 35)
mit 1 ergibt, dass als Aglycon ebenfalls Jujubogenin vorliegt (**C- und "H-NMR-
Daten s. Tab. 2). Im Zuckerbereich von 2 sind leichte Abweichungen zu den NMR-
Daten der Verbindung 1 erkennbar. Das Vorliegen von drei Zuckereinheiten wird
durch drei anomere Protonenresonanzen im 'H-NMR-Spektrum bei & 4.48 ppm
(d, J1r2 6.6 Hz), 6 4.49 ppm (d, J1»2» 7.7 Hz) und 5 5.20 ppm (s) bestatigt. Mithilfe der
Kopplungskonstanten J1,, 'H,"H-COSY- und HMBC-Experimente konnten sie als
a-Arabinopyranose, -Glucopyranose und a-Rhamnopyranose bestimmt werden.

Die a-Arabinopyranose ist analog zu 1 an die Position 3 des Aglycons gebunden.
Dies wird im HMBC-Spektrum durch den Crosspeak zwischen C-3 (6 89.5 ppm) des
Agylcons und H-1" (6 4.48 ppm) der «a-Arabinopyranose gezeigt. Die HMBC-
Crosspeaks der Signale zwischen H-1" (6 4.49 ppm) der fGlucopyranose mit C-3’

(6 82.1 ppm) der a-Arabinopyranose und H-1"" (5 5.20 ppm) der e-Rhamnopyranose
43



2.1 Untersuchung von Pflanzen

mit C-2’ (6 75.7 ppm) der a-Arabinopyranose beweisen die interglycosidische
Verknupfung.

Das LSI-Massenspektrum von 2 weist das gleiche Molekulion [M-H]" m/z 911 wie 1
auf. Das Fragmention m/z 749 [M-H-162] zeigt die Abspaltung einer Hexose. Das
Fragmention m/z 603 [M-H-162-146]° beweist die Abspaltung einer Deoxy-
hexoseeinheit.

Die Untersuchung der Reihenzugehdrigkeit fihrt zu dem Ergebnis, dass fGluco-
pyranose der D-Reihe und a-Arabinopyranose und a-Rhamnopyranose der L-Reihe
angehoren.

Dies und der Vergleich der erhaltenen NMR-Daten mit den Literaturwerten [142]
zeigt eine gute Ubereinstimmung, so dass die Struktur von 2 3-O-{[a-L-
Rhamnopyranosyl-(1—2)]-[#D-glucopyranosyl-(1—3)]-a-L-arabinopyranosyl}-jujubo-
genin ist. Saponin 2 ist aus den Blattern von Hovenia dulcis [142] und als Zizyphus

saponin |l aus den Fruchten von Zizyphus fructus [135] bekannt.

OH OH

OH
&
HO.

0}
OH

H
2
Ho
4" Ho

OH

OH
O
m
3 o) 1
1

Abb. 35: Strukturen der aus Zizyphus spina-christi isolierten Saponine 1 und 2
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1 2
Position H 3c H 3¢
1 1.67/0.93 40.0 1.67/0.95 40.0
2 1.81/1.65 274 1.81/1.67 27.3
3 3.12 894 3.12 89.5
4 - 40.5 - 40.6
5 0.72 57.4 0.74 57.4
6 1.53/1.46 19.1 1.57/1.51 19.1
7 1.52/1.44 36.8 1.54/1.46 36.8
8 - 38.5 - 38.5
9 0.86 54 1 0.89 54 1
10 - 38.3 - 38.3
11 1.61/1.46 22.5 1.64/1.48 22.5
12 1.83/1.64 29.2 1.85/1.66 29.2
13 2.47 38.0 2.47 38.1
14 - 54.6 - 54.8
15 2.05d,8.6 Hz 37 1 2.05d,89Hz 37 1
1.16 1.17
16 - 111.4 - 111.7
17 0.98 544 1.00 54.2
18 1.11s 19.1 1.13s 19.2
19 0.87s 16.7 0.87s 16.7
20 - 69.4 - 69.8
21 1.12s 29.8 1.14 s 29.8
22 1.45/1.36 454 1.47/1.38 454
23 4.67 69.7 4.67 69.7
24 515d,82Hz | 126.3 | 5.15d,7.8 Hz | 126.3
25 - 136.7 - 136.7
26 1.71s 25.8 1.71s 25.8
27 1.68s 18.2 1.68s 18.1
28 0.97 s 28.3 1.00 s 28.2
29 0.79s 17.0 0.84s 16.8
30 4.00/3.91 66.8 4.02/3.93 66.9

Tab. 2: 'H- und "*C-NMR-Daten der Aglycone der Saponine 1 und 2 in CD;0D
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1 2
Position H BC | | Position H 3¢
Ara Ara
1 4.40d,6.6 Hz | 105.6 1 4.48d,6.6 Hz | 105.2
2 3.92 74.0 2 3.86 75.7
3 3.83 83.4 3 3.85 82.1
4 4.03 69.3 4 4.01 68.6
5 3.87/3.50 65.8 5 3.86/3.49 65.0
Glc Glc
1” 4.46d, 7.7 Hz | 104.9 1" 4.49d,7.7Hz | 104.3
2" 3.28 75.0 2" 3.28 75.7
3” 3.34 78.2 3" 3.34 77.9
4’ 3.33 71.1 4” 3.33 71.5
5” 3.30 78.0 5" 3.31 78.0
6” 3.83/3.67 | 62.3 6” 3.83/3.67 62.4
6-Deoxytal Rha
17 548 s 101.9 17 520s 102.0
27 3.78 72.0 2" 3.90 721
3” 3.78 67.1 3" 3.70 721
4” 3.54 74.4 47 3.38 73.8
57 4.24 65.8 5 3.85 701
6 1.18d,6.5Hz | 16.7 6" 1.20d,6.2Hz | 17.7

Tab. 3: 'H- und "*C-NMR-Daten der Trisaccharide der Saponine 1 und 2 in CD;0D

Das 'H-NMR-Spektrum der Verbindung 3 (Struktur von 3, Abb. 36) zeigt vier Signale
im ,Aromatenbereich®, die fur Flavonoide typisch sind. Die beiden meta-standigen
Protonen an C-6 (6 6.20 ppm) und C-8 (6 6.39 ppm) zeigen jeweils ein Dublett mit
einer Kopplungskonstante von 1.8 Hz. Die beiden anderen Signale entsprechen den
vier Protonen des Phenylringes an C-2. Sie stellen ein AA’BB’-Spinsystem dar, das
flr einen para-substituierten Aromaten typisch ist. Die ortho-Kopplung zwischen H-2’
und H-3’ bzw. H-5 und H-6" betragt 8.8 Hz. Die Hydroxygruppe an Position 4’ wird
durch die Tieffeldverschiebung des C-4’ Signals (6 161.6 ppm) bestatigt. Das
Disaccharid ist Gber f-Galactopyranose in Position 3 an das Aglycon gebunden. Dies
wird durch den Crosspeak des Signals von C-3 (6 135.7 ppm) mit dem Dublett des
anomeren Protons (6 5.03 ppm) der pGalactopyranose im HMBC-Spektrum
bewiesen. Der Crosspeak im HMBC-Experiment zwischen C-6” Signal (5 67.4 ppm)
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der pGalactopyranose und dem anomeren Proton (6 4.51 ppm) der a-Rhamno-
pyranose zeigt die interglycosidische Verknupfung ausgehend von C-6" der
FGalactopyranose zu C-1"" der e-Rhamnopyranose.

Das Molekulion bei m/z 593 [M-H] aus dem LSI-Massenspektrum und der Vergleich
der NMR-Daten mit den Literaturwerten [144] bestatigt die Struktur von 3 als
Kampferol 3-O-robinobiosid (3-O-[a-L-Rhamnopyranosyl-(1—6)-#-D-galactopyrano-
syl]-kampferol). Dieses Flavonglycosid wurde erstmals in Strychnos variabilis
gefunden [145]. Kampferol 3-O-robinobiosid hemmt in vitro die Proliferation von
humanen Lymphocyten (ICso = 25 pg/mL) [146]. Aus Zizyphus spina-christi ist es

nicht bekannt.

OH

Abb. 36: Struktur des aus Zizyphus spina-christi isolierten Kampferol 3-O-robinobiosids (3)

Position 'H 3C | | Position 'H c

2 - 159.4 Gal

3 - 135.7 17 503d,7.8Hz | 105.6

4 - 179.6 2" 3.78 73.0

5 - 163.0 3" 3.53 75.1

6 6.20 d, 1.8 Hz | 100.0 4 3.76 dd, 3.29 Hz | 70.1

7 - 166.2 5 3.60 75.4

3.72dd,
8 6.39d, 1.8 Hz | 94.9 6” 10.1/5.7 Hz 67.4
3.40

9 - 158.5

10 - 105.6 Rha

1 - 122.6 1 4.51s 101.9

2 8.08d,8.8Hz | 132.5 2" 3.58 72.1
6.87d, 8.8 Hz | 116.1 3 3.50 72.3
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4 - 161.6 4” 3.27 73.9
5 6.87d,88Hz | 116.1 3.51 69.7
6’ 8.08d,8.8Hz | 132.5 6" 1.17d,6.2 Hz 18.0

Tab. 4: "H- und "®*C-NMR-Daten von Kampferol 3-O-robinobiosid (3) in CD;0OD

2.1.2 Zwei Pregnan-Derivate aus Solenostemma argel

Beschreibung

Die Familie der Seidenpflanzengewachse (Asclepiadaceae),
zu der Solenostemma argel (Del.) Hayne (neben- und
untenstehendes Foto) gehort, wird auch Schwalbenwurz-
gewachse genannt. Sie ist eine Unterfamilie der
Hundsgiftgewachse (Apocynaceae) [146]. Solenostemma
argel (Del.) Hayne ist ein 50-100 cm hoher, buschiger,
belaubter Strauch, dessen kurze, schmale, lederne Blatter
blaulich gefarbt sind. Die Pflanze besitzt sehr kleine

grunlich-weile Bluten, die sich als Cluster an den Zweigen

befinden. Die

grun-braunen
Frichte sind tropfenférmig geformt und
werden ca. 3-4 cm grol} [147,148].
(Del.)
wachst vor allem in den Wisten von
Tschad,
Sudan und Palastina. Sie wird von den

Solenostemma  argel Hayne

Agypten, Arabien, Libyen,

Einheimischen auch ,Argal“ oder ,El Arghel” genannt und in der Volksmedizin oft

eingesetzt. Der Aufguss der Blatter wird zur Behandlung von Magen-Darm-

Krampfen, Bauchschmerzen, Koliken, Erkaltung und Harnentziindungen verwendet.

Dieser Sud ist auch ein effektives Mittel gegen Syphilis. Zerkleinert werden die

Blatter auf eitrige Wunden gegeben. Blattextrakte werden als Heilmittel bei Leber-

und Nierenkrankheiten, Bronchitis sowie bei Allergien und Schmerzbehandlungen

(Neuralgie, Ischias) eingesetzt. In Afrika werden die Blatter gegen alle entztindlichen

Erkrankungen angewendet. Untersuchungen von Innocenti et al. zeigten, dass

Blattextrakte eine hohe entzindungshemmende Wirkung aufweisen [22, 149].
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Aus Solenostemma argel (Del.) Hayne sind bereits 14,15-Secopregnan-Derivate wie
Argelosid C-J [150] und Pregnan-Glucoside wie beispielsweise Stemmosid E-K [151]

bekannt, die eine antiproliferative Wirkung gegen Kaposi Sarkom Zellen aufweisen.

Strukturbestimmung

Das "*C-NMR-Spektrum von Secopregnan 4 (Struktur von 4, Abb. 37) lasst sich in
drei Bereiche teilen. Die Hochfeldsignale sind dem steroidalen Grundgerust
zuzuordnen. Daran schlieBen die Kohlenstoffatom-Resonanzen an, die mit einem
Sauerstoffatom verknlpft sind und zwischen 71 — 77 ppm liegen. Im Bereich 3 be-
finden sich die Signale der Doppelbindung und zwei Signale der Ketale.

Ausgehend vom Signal der Protonen der Methylgruppe 19 (& 0.99 ppm) kénnen im
HMBC-Experiment C-1 (5 37.2 ppm), C-5 (& 139.5 ppm), C-9 (5 45.4 ppm) und C-10
(8 36.3 ppm, 2J-Kopplung) identifiziert werden. Das Proton an C-1 (8 1.11 ppm) zeigt
im "H,"H-COSY-Experiment einen Crosspeak mit dem Proton an C-2 (5 1.48 ppm)
und diese mit dem Proton an C-3 (6 3.48 ppm). Die Verschiebung des C-3 Signals
(6 71.6 ppm) ist charakteristisch fur eine Hydroxygruppe an dieser Position. Die
Protonen an C-4 (5 2.29/2.21 ppm) weisen im 'H,'H-COSY-Spektrum Crosspeaks zu
H-3 auf. Aullerdem erhalt man Uber die Protonensignale an C-4 im HMBC-
Experiment die C-5 (2J-Kopplung) und C-6 (6 121.4 ppm) Resonanzen, welche die
Doppelbindung zwischen C-5 und C-6 bestatigen. Im 'H,"H-COSY-Spektrum erkennt
man die Crosspeaks zwischen dem Proton an C-6 (5 5.37 ppm) mit denen an C-7
(6 2.18/2.09 ppm) und diese mit dem Proton an C-8 (6 1.91 ppm). Dieses wiederum
zeigt zwei schwache HMBC-Signale mit C-14 (3 109.1 ppm, 2J-Kopplung) und C-9
(8 45.4 ppm, 2J-Kopplung). Letzteres weist im 'H,"H-COSY-Spektrum Crosspeaks zu
den Protonen an C-11 (& 1.58/1.52 ppm) auf und diese zeigen Crosspeaks zu den
Protonen an C-12 (5 1.64/1.48 ppm). Die Position der Methylgruppe 18 wird durch
vier Crosspeaks zu C-12 (8 30.3 ppm), C-13 (5 48.8 ppm, 2J-Kopplung), C-14 und
C-17 (8 57.8 ppm) im HMBC-Experiment bewiesen. Die Protonen der Methylgruppe
21 (6 1.66 ppm) weisen im HMBC-Spektrum Crosspeaks zu C-20 (6 113.4 ppm,
2J)-Kopplung) und C-17 (*J-Kopplung) auf. Uber das Protonensignal von H-17 (5 2.35
ppm) gelangt man zu C-14 (6 109.1 ppm) und C-16 (6 76.8 ppm). Die Tieffeld-
verschiebung der C-14 Resonanz ist charakteristisch fur ein Ketal. Das HMBC-Singal
zwischen dem Proton von C-16 (6 4.48 ppm) und C-14 sowie die Verschiebung von
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2.1 Untersuchung von Pflanzen

C-16 beweisen, dass C-16 und C-14 durch ein Sauerstoffatom miteinander
verbunden sind. Die tieffeldverschobenen Protonen an C-15 (6 3.95/3.82 ppm) und
die Resonanz von C-20 weisen ebenfalls auf eine Sauerstoffbriicke zwischen C-15
und C-20 hin, wobei C-20 ein Ketal-Kohlenstoffatom ist. Der Tetrahydrofuranring
wird durch die HMBC-Crosspeaks zwischen den Protonen an C-15 mit C-20, C-17
und C-16 bewiesen.

Die Stereochemie von 4 wird durch ein ROESY Experiment bestimmt. Die NOEs
zwischen dem Proton an C-8 und den Protonen der Methylgruppen 19 und 18
bestatigen die p-Konfiguration des Protons an C-8 und der beiden Methylgruppen 19
und 18. Letztere zeigt einen ROESY Crosspeak zu den Protonen der Methylgruppe
21. Diese wiederum NOEs zu den Proton an C-17 und an C-16. Dies beweist, dass
die Mehtylgruppe 21 und die Protonen an C-17 und C-16 f-konfiguriert sind und der
verknupfende Sauerstoff zwischen Position 16 und 14 auf der a-Seite liegt.

Aus dem ESI-MS (m/z 369 [M+Na]") ergibt sich fiir 4 eine Molekiilmasse von 346.
Die Struktur des Pregnan-Derivates lasst sich als (14S,16S,20R)-14,16-14,20-15,20-
Triepoxy-14,15-secopregn-5-en-3 -0l angeben und ist somit das Aglycon der aus

Solenostemma argel isolierten Argeloside A-J [150].

Abb. 37: Struktur des aus Solenostemma argel isolierten Pregnan-Derivates 4

Position H 3¢c Position H e

1 183111 | 37.2 12 1.64/1.48 30.3

2 1.82/1.48 | 31.6 13 - 48.8

3 3.48 71.6 14 - 109.1
2.29 3.95d,9.6 Hz

4 42.2 15 71.2
2.21 3.82d,9.6 Hz

5 - 139.5 16 4.48 76.8
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2.1 Untersuchung von Pflanzen

6 5.37 121.4 17 235d,26Hz | 57.8
7 2.18/2.09 | 24.8 18 1.15s 15.6
8 1.91 30.8 19 0.99s 19.2
9 1.49 454 20 - 113.4
10 - 36.3 21 1.66 s 23.5
11 1.58/1.52 | 19.8

Tab. 5: 'H- und *C-NMR-Daten von (14S,16S,20R)-14,16-14,20-15,20-
Triepoxy-14,15-secopregn-5-en-35-ol (4) in CDCl;

Das C-NMR-Spektrum von 5 (Struktur von 5, Abb. 38) kann in drei Bereiche
eingeteilt werden. Im ersten Bereich befinden sich Signale, die dem steroidalen
Grundgerust zugeordnet werden koénnen. Dieser Uberschneidet sich geringfligig mit
dem darauffolgenden ,Zuckerbereich®. Die Signale der Doppelbindung und die zwei
der Carbonylatome liegen im Bereich 3. Die HMBC-Crosspeaks des Protons an C-4
(6 5.70 ppm) zu den Kohlenstoffresonanzen C-10 (6 40.2 ppm), C-6 (6 34.7 ppm) und
C-2 (5 34.7 ppm) sowie von C-5 (6 175.2 ppm) zu den Protonen der Methylgruppe 19
(6 1.21 ppm) belegen die Doppelbindung zwischen Position 4 und 5. Die
Carbonylfunktion an Position 3 wird durch die Crosspeaks zwischen C-3 (6 202.4
ppm) und den Protonen an C-1 (5 2.06/1.79 ppm) und an C-2 (5 2.44 ppm) bestatigt.
An Position 17 ist das Methylketon gebunden. Dies beweisen die Signale der
Protonen der Methylgruppe 21 (6 2.25 ppm) mit dem tieffeldverschobenen C-17
(6 61.3 ppm) und C-20 (6 216.2 ppm) im HMBC-Spektrum. Die Tieffeldver-
schiebungen der Signale C-14 (6 83.6 ppm) und C-15 (6 78.3 ppm) zeigen das
Vorhandensein einer Hydroxyfunktion in Position 14 und einer f-glycosidisch
verknupften Monosaccharideinheit in Position 15, welche durch den Crosspeak des
C-15 mit dem Dublett des anomeren Protons des Zuckers (6 4.27 ppm) im HMBC-
Experiment bestatigt wird. Anhand der Jy 2>-Kopplungskonstante, 'H,"H-COSY- und
HMBC-Spektren wurde das Monosaccharid als fGlucopyranose identifiziert. Das
ESI-Massenspektrum von 5 zeigt das Molekulion [M+Na]" bei m/z 531. Der weitere
Vergleich der NMR-Daten und des Drehwertes mit den Literaturwerten bestatigt die
Struktur des bereits aus den Blattern von Solenostemma argel isolierten Stemmosids
A [152].
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Abb. 38: Struktur des aus Solenostemma argel isolierten Stemmosids A (5)

Position H 3C | | Position H 3c
1 2.06/1.79 | 36.7 17 272 61.3
2 2.44/2.28 | 347 18 1.03 s 16.5
3 - 202.4 19 1.21s 18.4
4 570s | 123.7 20 - 216.2
5 - 175.2 21 2.25s 31.7
6 2.31 34.7
7 2.06/1.77 | 28.0 Glc
8 1.77 42.4 1 427d,7.7Hz | 101.4
9 1.47 495 2 3.15 75.4
10 - 40.2 3 3.33 78.6
11 1.54/1.45 | 22.0 4 3.18 71.7
12 161/1.53 | 39.7 5 3.23 78.4

3.85 dd,
13 - 49.0 6 11.420Hz | 3.2
3.54
14 - 83.6
15 4.84 78.3
16 2.40/2.00 | 30.7

Tab. 6: 'H- und "*C-NMR-Daten von Stemmosid A (5) in CD;0D
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2.2 Untersuchung von marinen Organismen

2.2 Untersuchung von marinen Organismen

Die Alge Enteromorpha flexuosa (Wulfen) J. Agardh wurde in Agypten von Marsa
Alam gesammelt und von Dr. R. A. Salah El Din (Al-Azhar Universitat) identifziert.
Die aus Agypten stammenden Korallen Nephthea sp., Sarcophyton trocheliophorum,
Sarcophyton sp., Sarcophyton glaucum und Sinularia polydactyla wurden von Dr.
Hesham Soliman (King Khaled Universitat, Saudi Arabien) gesammelt. Die
Identifizierung von Sarcophyton trocheliophorum und Sinularia polydactyla fuhrte Dr.
T. Temraz (Marine Science Departement, Suez Canal University, Agypten) durch, die
von Nephthea sp. und Sarcophyton glaucum Dr. M. Hamza (Suez Canal University,
Institute of Oceanography and Fisheries, Ismailia, Agypten) und die von Sarcophyton
sp. Mr. M. Hegazi. Der Schwamm Desmacidon tubular und die Korallen Palythoa sp.,
Sarcophyton tenuispiculatum, Litophyton arboreum, Sinularia asterolobata und
Dendronephthya rubeola, die aus Indonesien stammen, wurden von F. Pfeifer
(Bayreuth) identifiziert.

Zur Aufarbeitung wurden der frische Schwamm bzw. die frischen Korallen zerkleinert
und mit Ethanol bzw. Methanol dreimal bei Raumtemperatur extrahiert. Die
vereinigten Extrakte wurden bis zur Trockene eingeengt. Der erhaltene Rohextrakt
wurde entweder sofort zur Untersuchung auf eine Kieselgelsaule gegeben oder mit
Wasser aufgenommen mit n-Hexan oder Methylenchlorid ausgeschuttelt und die
erhaltene organische Phase chromatografiert. Die Aufarbeitung des agyptischen
Korallenmaterials wurde von Dr. Hesham Soliman und Dr. Kamel Shaker
durchgefuhrt. Zur Untersuchung der Inhaltsstoffe diente die Saulenchromatografie an
Kieselgel oder Sephadex LH-20, sowie die praparative Dunnschichtchromatografie
an Kieselgel oder RP-18.

Die Alge wurde mit Seewasser gesaubert, gewaschen, bei Raumtemperatur
getrocknet, anschlieRend zu einem Pulver gemahlen und mit Essigester extrahiert.

Der Rohextrakt wurde ebenfalls durch Saulenchromatografie aufgereinigt.
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2.2 Untersuchung von marinen Organismen

2.2.1 Sterole und Palmitinsaure aus der Alge Enteromorpha flexuosa

Beschreibung
Enteromorpha flexuosa (Wulfen) J. Agardh (untenstehendes Foto) ist eine Grunalge
(Chlorophyceae) und gehort zur Familie Ulvaceae [153, 157 (Foto)]. Enteromorpha
wird auch Darmtang genannt. Die grine, durchscheinende Alge hat einen
zweischichtigen Korper, in dem Gas eingeschlossen sein kann. Dadurch erhalt sie
ein schlauchférmiges, rohrenformiges oder hdhlenahnliches Aussehen, das an einen
Darm erinnert. Sie wachst in Kustennahe als
Cluster auf Holz, Wurzeln, Steinen, Sand und
wird ca. 20 cm lang. Sie ist vor allem in Gebieten
mit  Frisch-Wasser Zustromung und hohen
Nahrstoffgehalt weltweit zu finden. Der Darmtang
ist sehr widerstandsfahig und Uberlebt stark

schwankende Lebensbedingungen wie Frost oder

Sonne. Nach Austrocknung erholt er sich sehr
viel schneller als andere Algen [154]. Das besondere an Enteromorpha flexuosa
(Wulfen) J. Agardh ist, dass sie vergleichweise hohe Schwermetall-Konzentrationen
toleriert. Sie wird daher als Biomonitor fir Schwermetall-Verseuchung in
Kustengewassern verwendet [155].

Algen fungieren durch ihre Photosynthese als Sauerstoffhersteller und
Erstproduzenten des Okosystems ,Riff*. Sie stellen die unentbehrliche Verbindung
zwischen der Sonnenenergie, anorganischen Stoffen und der organischen
Nahrungsquelle dar, die grundlegend fur die Konsumenten im Riff sind [156].

Die zu untersuchende Alge Enteromorpha flexuosa (Wulfen) J. Agardh wurde im

Roten Meer, Agypten im April 2002 gesammelt.
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Aufarbeitungsschema

Algenmaterial

als Pulver
750 g

l Essigester

Rohextrakt
25¢g

‘Si 60

I Il I
45 mg 2mg 35 mg

p DC | GC-MS p DC

8 7 6
10 mg 19 mg

Abb. 39: Aufarbeitungsschema von Enteromorpha flexuosa

Strukturbestimmung

Die 'H- und "™C-NMR-Spektren von 6 lassen sich in zwei Bereiche unterteilen. Zum
einen sind Signale erkennbar, die ein steroidales Grundgerust mit einer
hydroxylierten Methingruppe charakterisieren. Auf der anderen Seite sind Signale,
die einer Doppelbindung zugeordnet werden koénnen. Zusammen mit den
Informationen aus den 'H,'H-COSY- und HMBC-Experimenten ergibt sich daraus
das A°-Sterol #Sitosterol [158]. Dies wurde durch das Molekiilion m/z 414 und den
Vergleich der MS-Daten mit denen einer MS-Datenbank bestatigt.

Abb. 40: Struktur des aus Enteromorpha flexuosa isolierten SSitosterols (6)
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Position H 3¢ | | Position H 3¢
1 1.83/1.07 | 38.6 16 1.82/1.25 | 29.6
2 1.81/1.48 | 33.0 17 1.09 57.4
3 3.49 73.2 18 0.66 s 13.2
4 2.24 43.7 19 0.99s 20.7
5 - 142 1 20 1.34 37.6
6 5.33 123.1 21 0.91 20.2
7 1.95/1.51 | 33.2 22 1.36/0.96 | 35.3
8 1.45 33.2 23 1.31/1.03 | 27.8
9 0.93 51.1 24 0.92 47.5
10 - 37.9 25 1.66 30.4
11 1.48 22.5 26 0.80 20.3
12 2.00/1.15 | 41.2 27 0.82 20.9
13 - 40.9 28 1.32/1.12 | 244
14 0.97 58.2 29 0.85 13.6
15 1.56/1.07 | 25.7

Tab. 7: "H- und "*C-NMR-Daten von A-Sitosterol (6) in CDCl,

Vergleicht man die "H- und "*C-NMR-Spektren von 6 mit 7 zeigt sich, dass es sich
bei 7 ebenfalls um ein Steroid handelt. Auffallend ist allerdings, dass die Resonanz
von C-5 bei 166.4 ppm und das Protonensignal der Doppelbindung an C-6 bei 5.67
ppm ist. Nachdem nur 2 mg von 7 vorhanden waren und deswegen die 2D-NMR-
Daten nicht zur vollstandigen Zuordnung ausreichten, wurde die Probe
trimethylsilyliert und mithilfe von GC-MS untersucht. Letzteres ergab neben

unidentifizierbaren leichten Verunreinigungen 7-Oxocholesterol.

Das "*C-NMR-Spektrum von 8 weist zwei Bereiche auf. Bei den Hochfeldsignalen
handelt es sich um eine Methylgruppe und mehrere Methylengruppen. Das Signal
bei 179.5 ppm lasst sich einem Carboxyl-Kohlenstoffatom einer freien Sauregruppe
zuordnen. Das Massenspektrum zeigt ein Molekdilion bei m/z 256. Diese Daten
zusammen mit dem Vergleich des Massenspektrums mit der Datenbank ergeben

Palmitinsaure.
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Abb. 41: Struktur des aus Enteromorpha flexuosa isolierten 7-Oxocholesterols (7)

2.2.2 Sterole aus dem Schwamm Desmacidon tubular

Beschreibung

Der blaue Schwamm Desmacidon tubular
(nebenstehendes Foto) gehdrt der Familie
Desmacididae an. Er besteht aus aneinander
gereihten Rohren, durch die er das Wasser
filtert. Der in dieser Arbeit untersuchte
Schwamm Desmacidon tubular wurde vor Bali,

Indonesien in Tiefen von 10-15 m im Mai 2001

gesammelt. Desmacidon tubular wurde bis heute noch nicht auf Inhaltsstoffe

untersucht.
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Aufarbeitungsschema

Schwammmaterial
1307 g

iEthanoI

Rohextrakt
54.7 g

lm

2.
n-Hexan-Extrakt

H,O
n-Hexan

59
Si 60
I Il 1l
400 mg 94 mg 69 mg
Si 60
[-1 -2
212mg 41 mg
Si 60
I-1a
140 mg
GC-MS

Abb. 42: Aufarbeitungsschema von Desmacidon tubular

Strukturbestimmung

Im 'H-NMR-Spektrum von Fraktion I-1a erkennt man typische Signale fiir ein

steroidales Grundgerust, das hydroxyliert ist und Doppelbindungsprotonen aufweist.

Das "*C-NMR-Experiment zeigt, dass es sich um

ein Gemisch aus Steroiden handeln

muss. Deshalb wurde die Charakterisierung nach Trimethylsilylierung mittels GC-MS

durchgefuhrt. Dies ergab 4 Hauptkomponenten: Trimethylsilylcholesterol (C3oHs40Si,

m/z 458), Trimethylsilylfecosterol (C31Hs40Si, m/z 470), Trimethylsilylstigmasterol
(C32Hs560Si, m/z 484) und 34 Trimethylsilyloxy-4,4-dimethylcholest-5-en (C32Hs50Si,

miz 486).
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Cholesterol Fecosterol

Stigmasterol 4.,4-Dimethylcholest-5-en-3 4ol

Abb. 43: Strukturen der aus Desmacidon tubular isolierten Sterole

2.2.3 Zwei Sterole aus der Koralle Palythoa sp.

Beschreibung

Zu den Krustenanemonen (Zoantharia) gehoért die Familie Zoanthidae in die Palythoa
sp. eingeordnet wird [159]. Palythoa sp. besteht aus einem Stamm, der sich mit
einem Ful} fest auf dem Untergrund verankert. Die darauf sitzende Mundscheibe hat
im Zentrum eine spaltformige Mundoffnung, die sich farblich von der Ubrigen
Mundscheibe abhebt. Das verleihnt den Mundscheiben der einzelnen Polypen fast
etwas Ahnlichkeit mit Blumen auf einer Wiese. Am Rand dieser Mundscheibe
befinden sich kurze und spitze Tentakeln. Fallen z. B. Futterbrocken auf diese
Kolonien herab, schlielRen diejenigen Polypen, die etwas von der Beute erhaschen
kénnen, rasch ihre Mundscheiben und ergreifen die Nahrung. Die Futterbrocken
werden zum Verdauen durch die Mundoffnung in den Schlund gefuhrt und innerhalb
von wenigen Minuten sind die Mundscheiben wieder voll gedffnet, um neue Beute

aufzunehmen [160]. Die Krustenanemonen besiedeln fast alle organischen und
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anorganischen Unterlagen und bilden eine sog. Kruste, die wie eine Matte bzw.
Teppich aussieht und bis ca. 30 cm grof3 wird [159]. Diese Kruste, auch Coenchym
genannt, hat dieser Spezies den Namen gegeben [161]. Sie kann sehr dunn sein und
»hur‘ zur Verbindung der einzelnen Polypen dienen, oder dick ausfallen, sodass die
Polypen fast vollstandig in ihr eingebettet werden. Palythoa sp. findet man z. B. im
Indopazifik, karibischen Meer, an den Kusten von Australien, Florida und den
Bermudas [159]. Sie besiedeln dort unter anderem Riffdacher dicht unter der
Wasseroberflache oder felsige Steinkusten. Ihre Farbgebung ist meistens braun,
grun bis gelb, die sie durch die Symbiosealgen erhalten. Interessant ist noch, dass
die Krustenanemonen wie die Anemonen keine Skelettstrukturen besitzen [161].
Allerdings bauen viele Arten wahrend ihres Wachstums Sedimente wie z. B. Sand
ein, die als Stutzung wirken.

Die bekannteste Verbindung aus der Familie Palythoa ist das Kontaktgift Palytoxin
[161]. Es stellt neben Botulinus- und Tetanustoxin eines der starksten naturlichen
Gifte der Welt dar. Der LDsg-Wert betragt 0.15 ug/kg bei Mausen [162-163]. Palytoxin
ist um das 50-fache giftiger als das Nervengift Tetrodotoxin, das aus dem
japanischen Kugelfisch bekannt ist. Bei Kontakt mit Palytoxin wird die Zellmembran
zerstort, so dass der normale osmotische Druck innerhalb der Zellen der betroffenen
Beute zusammenbricht. Der Grund daflr ist, dass Palytoxin die Kationen-
durchlassigkeit der Zellmembran erhéht und gleichzeitig die Na®,K*-ATPase hemmt
[164]. Des Weiteren ist Palytoxin hamolytisch [165] und wirkt koronarkontrahierend
[166]. Die hawaiianischen Ureinwohner verwendeten palytoxinhaltige Palythoa-
Extrakte (,lima-make-o-Hana“, toédliche Seepflanze aus Hana) als Pfeilgifte [166].

Die zu untersuchende braun-lila farbige Palythoa sp. wurde im Mai 2001 in Tiefen
von 10-15 m an der Kuste vor Bali, Indonesien gesammelt. Wie man auf dem Foto
(Abb. 44) erkennen kann, schlie3en sich die Mundscheiben sofort, wenn sie aus dem
Wasser genommen werden. Legt man sie wieder zurlick, 6ffnen sie sich nach

wenigen Minuten wieder.
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Abb. 44: Palythoa sp. mit geschlossen und im Wasser offenen Mundscheiben
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Aufarbeitungsschema

Korallenmaterial
221g

lEthanol

Rohextrakt
89

1. HO
2. CHJCl,

Methylenchloridextrakt
29

‘ Sephadex LH-20

40 mg
‘ Si 60
11-1 11-2
25 mg 20 mg
Si 60 ‘ ‘ Si 60
‘ ‘ 10
8 mg
9 I-1a

11 mg

Abb. 45: Aufarbeitungsschema von Palythoa sp.

Strukturbestimmung

'H- und "*C-NMR-Spektren der Verbindung 9 deuten auf ein Steroidgeriist mit einer
Doppelbindung hin. Mithilfe von 2D-NMR-Experimenten und einem Massenspektrum
konnte 24&-Methylcholesterol identifiziert werden. Es ist bekannt, dass Palythoa sp.
Sterole wie 24&-Methylcholesterol enthalt [167-168].

Die spektralen Daten von 10 ergeben, dass diese Verbindung ein Sauerstoffatom
mehr besitzt als 9. Die Auswertung zeigt, dass die Position 7 hydroxyliert ist. Die
Konfiguration der Hydroxygruppe an C-7 kann durch den Vergleich der 'C-
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Resonanzen von 7a-Hydroxycholesterol (C-7:665.3 ppm) und 7/Hydroxy-
cholesterol (C-7: 6 73.3 ppm) festgelegt werden [169]. Das Signal von C-7 (5 65.4
ppm) belegt, dass es sich um 7 a-Hydroxy-24&-methylcholesterol handelt, das bisher

noch nicht aus einer Palythoa sp. isoliert wurde.

9 10

Abb. 46: Strukturen des aus Palythoa sp. isolierten 24&-Methylcholesterols (9)
und 7 a-Hydroxy-24&-methylcholesterols (10)

9 10
Position H 3c H 3¢
1 1.83/1.07 | 37.2 | 1.84/1.11 | 37.0
2 1.82/1.54 | 31.7 | 1.83/1.51 | 31.4
3 350 | 71.8 357 | 714
4 224 | 423 | 2.3312.26 | 42.0
5 - 140.8 - 146.2
6 534 | 1217 | 559 | 123.9
7 1.96/1.50 | 32.0 384 | 654
8 148 | 320 145 | 375
9 092 | 50.1 122 | 42.3
10 - 36.5 - 37.0
11 1.49/1.47 | 21.1 | 1.52/1.49 | 20.7
12 1.99/1.15 | 39.8 | 1.99/1.17 | 39.2
13 - 42.4 - 42.0
14 099 | 56.7 143 | 49.4
15 157/1.06 | 24.3 | 1.71/1.12 | 24.3
16 1.83/1.26 | 28.2 | 1.88/1.30 | 28.2
17 1.09 | 56.0 118 | 55.6
18 066s | 11.9 | 068s | 11.6
19 099s | 19.4 | 099s | 182
20 135 | 36.1 137 | 36.1
21 0.91 18.9 0.92 18.9
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22 1.38/0.94 | 33.7 | 1.39/0.96 | 33.7
23 1.38/0.94 | 30.6 | 1.37/0.94 | 30.4
24 1.18 39.1 1.15 39.1
25 1.52 31.9 1.54 31.5
26 0.77 17.6 0.78 17.6
27 0.84 20.5 0.84 20.5
28 0.76 15.4 0.75 15.5

Tab. 8: 'H- und "*C-NMR-Daten von 24&-Methylcholesterol (9)
und 7 a-Hydroxy-24&-methylcholesterol (10) in CDClj

2.2.4 Zwei Sterole aus der Koralle Sarcophyton tenuispiculatum

Beschreibung

Lederkorallen der Gattung Sarcophyton haben zahllose lange dunne Polypen, die in
der Wasserstromung langsam hin- und herwiegen. Wenn sie sich vollstandig 6ffnen,
entstent am Ende jedes Polypen eine winzige Krone aus acht Tentakeln, die einer
kleinen Blute gleicht. Diese achttentakeligen Polypen werden auch als Autozooide
bezeichnet, die fur die Nahrungsbeschaffung zustandig sind. Bei genauerer
Betrachtung erkennt man zwischen den langen Polypen noch andere Polypen, die
nicht ausgestreckt werden konnen. Diese nur als Punkte sichtbaren Kurzpolypen, die
man als Siphonozooiden bezeichnet, dienen dem Gasaustausch der Koralle und
somit dem Wassertransport im Inneren. Die Gattung Sarcophyton wird auf Grund der

zwei unterschiedlichen geformten Polypenarten als dimorph bezeichnet [170].

Abb. 47: Ein Ausschnitt aus dem ,Hutabschnitt“ von Sarcophyton glaucum (Rotes Meer).
Die einzelnen Polypen sind — typisch fur Oktokorallen — mit acht gefiederten
Tentakeln ausgestattet [171]
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Sarcophyton tenuispiculatum (neben-
stehendes Foto) (Familie Alcyoniidae)
gehort zu den Pilzlederkorallen. Sie
haben einen polypenlosen Stamm auf
dem sich eine polypenreiche pilz-
ahnliche Verbreiterung befindet. Die
Koralle kann braun bis grun mit weil3en

oder goldfarbigen Polypen sein. Sie ist

im Indopazifik in niedrigen, sonnigen
Gewassern zu finden und wird bis 50 cm grof}.

FUr diese Arbeit wurde Sarcophyton tenuispiculatum vor der Kuste von Bali,
Indonesien in Tiefen von 10-15m im Mai 2001 gesammelt. Untersuchungs-
ergebnisse Uber Inhaltsstoffe aus Sarcophyton tenuispiculatum sind bis jetzt nicht

veroffentlicht worden.
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Aufarbeitungsschema

Korallenmaterial
935¢

l Ethanol

Rohextrakt
4459

1. HO
2. CHJCl,

Methylenchloridextrakt
16.3 g
‘ Si 60

I Il
252 mg

Si 60

-1 -2
2.5mg

GC-MS

TMS-9, TMS-11

Abb. 48: Aufarbeitungsschema von Sarcophyton tenuispiculatum

Strukturbestimmung

Die "H- und "*C-NMR-Spektren von Fraktion I-2 zeigen typische Signale fiir A*-Ste-

role. Da es sich um ein Gemisch handelt, wurden nach Trimethylsilylierung mittels
GC-MS und Vergleich mit Referenzdaten Trimethylsilyl-24&-methylcholesterol (TMS-
9) (C31Hs560Si, m/z 472) und Trimethylsilylgorgosterol (TMS-11) (C33Hs550Si, m/z 498)

identifiziert.
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11

Abb. 49: Struktur des aus Sarcophyton tenuispiculatum isolierten Gorgosterols (11)

2.2.5 Das Cembran-Diterpen (-)-Nephthenol, Sterole und Olsiure aus der

Koralle Nephthea sp.

Beschreibung
Nephthea sp. (nebenstehendes Foto) wird auch Baumchen-Weichkoralle genannt,
da ihr Aussehen einem stark verzweigten Baum ahnelt. Sie hat einen polypenfreien
Stamm, der zahlreiche Aste tragt. Die Polypen sitzen auf den Asten entweder dicht
beieinander in Form eines Polypenknauels oder
weit voneinander entfernt. Im Stamm dieser
Baumchen-Weichkorallen befinden sich
schlauchformige Hohlraume, Gastrovaskular-
kanale, die mit Wasser geflllt werden [172].
Dadurch richtet sich die Koralle auf und erhalt

eine groRe Stabilitat. Sie bleibt aber flexibel, um

auch starke Wasserstromungen unbeschadet zu
uberstehen. Nephthea sp. gehort zu den Weichkorallen der Familie Nephtheidae und
wird im Roten Meer und Indopazifik gefunden. lhre Farbgebung reicht von violett,
gelb-orange, gelb-grun bis gelb-blau.

Einige Cembran-Diterpene sind bereits aus der Koralle der Gattung Nephthea
bekannt. Aus Nephthea brassica (Liouchou Island, Taiwan) konnten die
Cembranoide Brassicolid Acetat, 2-Hydroxynephthenol, Cembren A und Epoxy-

cembren A isoliert werden, die stark cytotoxisch gegen die Krebszelllinien A549,
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HT-29, KB und P-388 wirken [92]. Untersuchungen von Nephthea sp. (Ra-Ra Riff,
Raki Raki, Fidschi Inseln) ergab das cytotoxische Cembranoid Decaryiol [104].
Dieses zeigt einen Glsp von 0.19, 2.0 und 0.15 pug/mL gegen die Krebszelllinien
HMO02 (humanes Magenadenokarzinom), Hepa2 (humaner Lungenkrebs) und MCF7
(humanes Mammakarzinom). AulRerdem hemmt Decaryiol das Zellwachstum in der
G2/M-Phase.

Im Golf von Suez, Agypten wurde die zu untersuchende Nephthea sp. in einer Tiefe

von 10 m im Juni 2001 gesammelt.

Aufarbeitungsschema
Korallenmaterial

1450 g
l Methanol
Rohextrakt
95¢
‘ Si 60
[ Il 11
52 mg 78 mg 32 mg
DC
Si 60 P o DC
[-1 12
14 mg 8 mg
13 -2
‘ 11 mg 9 mg
GC-MS
GC-MS

Abb. 50: Aufarbeitungsschema von Nephthea sp.

Strukturbestimmung

Im "*C-NMR-Spektrum von Cembran 12 (Struktur von 12, Abb. 51) erkennt man

zwischen 120 und 140 ppm sechs Signale [C-11 (5 125.0 ppm), C-7 (6 125.8 ppm),

C-3 (8 125.9 ppm), C-8 (5 133.0 ppm), C-4 (8 133.4 ppm), C-12 (5 134.4 ppm)], die
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zum Doppelbindungsbereich gehoéren. Dies deutet auf drei Doppelbindungen im
Cembran-Diterpen 12 hin. Das Signal des quartaren Kohlenstoffatoms C-15 wird bei
73.9 ppm beobachtet. Seine Tieffeldverschiebung beweist, dass diese Position eine
Hydroxyfunktion tragt. Die Verknlpfung der beiden Methylgruppen 16 und 17 an
C-15 wird durch die HMBC-Korrelationen des C-15 mit den Protonen der
Methylgruppen 16 (6 1.18 ppm) und 17 (3 1.18 ppm) bestatigt. Diese zeigen im
HMBC Crosspeaks mit sich und mit C-1 (6 48.5 ppm). Das Proton an C-1 (& 1.31
ppm) besitzt im "H,"H-COSY-Spektrum jeweils Crosspeaks zu den Protonen an C-14
(6 1.64/1.24 ppm) und an C-2 (6 2.10/1.87 ppm). Letztere koppeln mit dem
Doppelbindungsproton an C-3 (6 5.09 ppm). Die 'H,"H-COSY-Korrelation zwischen
den Protonen an C-14 mit denen an C-13 (& 2.62/2.00 ppm), beweist die
Konnektivitat C-3/C-2/C-1/C-14/C-13. Die Position der Doppelbindung zwischen 3
und 4 wird durch die drei HMBC-Crosspeaks des Protons an C-3 zu C-18 (6 15.6
ppm), C-5 (6 38.8 ppm) und C-1 bestatigt sowie den Crosspeaks zwischen den
Protonen an C-2 und der C-4 Resonanz (6 133.4 ppm). Das Doppelbindungsproton
an C-11 (5 4.99 ppm) zeigt drei Crosspeaks zu C-13 (6 37.7 ppm), C-10 (3 24.0 ppm)
und C-20 (5 15.6 ppm), wobei die Protonen der Methylgruppe 20 (5 1.54 ppm) mit
C-13, C-11 und C-12 Kreuzsignale besitzen. Ausgehend vom Doppelbindungsproton
an C-7 erhalt man im HMBC drei Crosspeaks zu C-6 (5 24.7 ppm), C-19 (5 15.3 ppm)
und C-9 (6 39.4 ppm). Die Position der Doppelbindung zwischen 7 und 8 wird durch
den Crosspeak zwischen den Protonen an C-6 (6 2.00 - 2.20 ppm) und C-8 im HMBC
belegt. Die 3E-, 7E- und 11E-Konfiguration kann durch die chemische Verschiebung
der 13C-NMR—SignaIe der Methylgruppen 18, 19, 20 (6. 15.6, 15.3, 15.6) bestimmt
werden [104, 173-174]. Das ESI von 12 zeigt ein Molekilpeak bei m/z 313 [M+Na]".
Im Massenspektrum erkennt man neben dem kleinen Molekilion m/z 290 [M]* die
Abspaltung von Wasser bei m/z 272 [M-H,0]".

Die relative Konfiguration konnte mithilfe des ROESY-Experimentes nicht bestimmt

werden. Allerdings durch den Vergleich des Drehwertes von 12 ([«]; -35°, ¢ = 1.0,

CHCI3) mit dem der Literatur ([«], —36°, ¢ = 0.18, CHCI3) konnte festgelegt werden,
dass es sich um (-)-Nephthenol (12) handelt [175]. Die R-Konfiguration an C-1

bewiesen Tursch et al. durch Oxidation von (-)-Nephthenol nach Lemieux und von
Rudloff zu (-)-Homoterpenylmethylketon. Sie verglichen das Produkt mit einer

bekannten Probe von (-)-Homoterpenylmethylketon, dessen R-Konfiguration
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bekannt ist, und erhielten Ubereinstimmung bei den Drehwerten [175]. Schwab et al.
bewiesen die R-Konfiguration an C-1 von (-)-Nephthenol durch Synthese [176]. Der
Vergleich mit dessen ">C-NMR-Daten bestétigte 12 als (-)-Nephthenol.

Nephthenol mit unbestimmten Drehsinn wurde das erste Mal aus Nephthea sp.
(Eniwetok, Marshall Islands) isoliert [177]. Nepthenol aus Nephthea brassica
(Liouchou Island, Taiwan), dessen Drehsinn ebenfalls unbekannt ist, weist
cytotoxische Aktivitat gegeniber A549 (ECso=2.72), HT-29 (ECs,=3.01), KB
(ECs0 = 1.81) und P-388 (ECso = 0.42) Krebszelllinien auf [92].

18

20

12

Abb. 51: Struktur des aus Nephthea sp. isolierten (—)-Nephthenols (12)

Position 'H B¢ Position H B¢
4.99 dd,

1 1.31 48.5 11 6.4/6.1 Hz 125.0

2 2.10/1.87 28.5 12 - 134.0
5.09 dd,

3 7.3/6.0 Hz 125.9 13 2.62/2.00 37.7

4 - 133.4 14 1.64/1.24 28.3

2.10-1.90 38.8 15 73.9

6 2.20-2.00 24.7 16 1.18 s 27.7
4.93 dd,

7 6.5/5.6 Hz 125.8 17 1.18 s 27.5

- 133.0 18 155s 15.6

9 2.10-1.90 394 19 155s 15.3

10 2.20-2.00 24.0 20 154 s 15.6

Tab. 9: "H- und "*C-NMR-Daten von (-)-Nephthenol (12) in CDCls
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Aus den 'H-NMR-, "*C-NMR- und MS-Daten von 13 erkennt man, dass die
Verbindung zwei Wasserstoffatome weniger besitzt als 24&-Methylcholesterol (9).
AuRerdem sind Signale fiir eine endstindige Methyleneinheit im *C-NMR-Spektrum
bei 156.9 und 105.9 ppm und im "H-Spektrum zwei Singuletts bei 4.69 und 4.64 ppm
vorhanden. Auswertung der 2D-NMR-Spektren fuhrt zu 24-Methylencholesterol (13).
Der Vergleich mit Literaturdaten [178] und eine zusatzliche GC-MS-Messung

bestatigt dies.

13

Abb. 52: Struktur des aus Nephthea sp. isolierten 24-Methylencholesterols (13)

Position H 3C | | Position 'H 3c
1 1.82/1.08 | 37.3 15 1.57/1.06 | 24.3
2 1.81/1.50 | 31.6 16 1.84/1.27 | 28.2
3 3.49 71.8 17 1.12 55.9
4 2271222 | 424 18 0.66 s 11.9
5 - 140.8 19 0.99s | 194
6 5.32 121.8 20 1.41 35.8
7 1.96/1.45 | 31.9 21 0.93 18.7
8 1.47 31.9 22 1.54/1.14 | 34.7
9 0.92 50.1 23 1.87/2.08 | 31.0
10 - 36.5 24 - 156.9
11 1.48 211 25 2.22 33.8
12 2.00/1.16 | 39.8 26 1.00 21.9
13 - 42 1 27 1.01 22.0
14 0.97 56.7 28 4695 150.9

464 s

Tab. 10: 'H- und *C-NMR-Daten von 24-Methylencholesterol (13) in CDCl,

Die 'H- und "*C-NMR-Spektren von Fraktion I-2 weisen auf ein Sterolgemisch hin.

Das GC-MS zeigt nach Trimethylsilylierung die zwei Steroide Trimethylsilyl-24&-
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methylcholesterol (TMS-9) (C31Hs60Si, m/z 472) und Trimethylsilylgorgosterol (TMS-
11) (C33H530Si, m/z 498).

Im 'H- und "*C-Experiment von Fraktion -1 zeigen sich einerseits Signale von
Methylgruppen und andererseits Tieffeldsignale, die auf Doppelbindungen hinweisen.
Die GC-MS-Analyse ergab nach Trimethylsilylierung  Trimethylsilylolsaure
(C21H4202Si, m/z 354) und Trimethylsilylpalmitinsdure (TMS-8) (C19H4002Si, m/z 328)
als Hauptkomponenten. Die Isolierung von Fettsauren, wie z. B. Palmitinsaure, aus
Korallen ist nicht ungewdhnlich, da Fettsauren ein wichtiger Bestandteil u. a. von

lebenden Zellen sind [179].

0]

Ho)l\/\/\/m/v

Abb. 53: Struktur der aus Nephthea sp. isolierten Olsaure

2.2.6 Das Furanocembranoid (-)-114,12-Epoxypukalid, das Sesquiterpen

(-)-Bicyclogermacren und Sterole aus der Koralle Litophyton arboreum

Beschreibung
Litophyton arboreum (nebenstehendes Foto) gehoért auch zur Familie Nephtheidae
und ist im Roten Meer oder Indopazifik zu Hause. Die grau-blaue bis
elfenbeinfarbene Weichkoralle kann maximal
80 cm grol® werden. Sie hat einen dicken
polypenfreien Stamm, der sich baumartig
verzweigt. Die Polypen sind an den
Zweigenden als Bundel von mehr als zehn

Polypen konzentriert, so dass sie ein

brokkoliahnliches Aussehen haben. Litophyton
arboreum wird auch Baumchen-Weichkoralle genannt.

Aus Litophyton arboreum wurden bis jetzt keine Furanocembranoide erhalten.
Allerdings sind aus Litophyton arboreum aus dem Sudchinesischen Meer

Polyhydroxysterole isoliert worden [180].
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Vor den Kusten von Bali, Indonesien wurde die zu bearbeitende grau-blaue

Litophyton arboreum in einer Tiefe von 10-15 m im Mai 2001 gesammelt.

Aufarbeitungsschema

Korallenmaterial
321¢

l Ethanol

Rohextrakt
14 g

1. HO
2. CHJCI,

Methylenchlorid-Extrakt

2349
Si 60
| I Vi
693 mg 531 mg
Si 60 ‘ Si 60
I-1
23 mg
11-1 1I-2
Si 60 ‘ smg  107mg
15 ‘Si 60 ‘ Si 60
12 mg
14 II-2a
20 mg 67 mg
GC-MS

Abb. 54: Aufarbeitungsschema von Litophyton arboreum

Strukturbestimmung

Im "H-NMR-Spektrum von Furanocembranoid 14 (Struktur von 14, Abb. 55) erkennt

man ein Singulett bei 6.47 ppm. Dieses weist im HMBC-Experiment Crosspeaks zu

C-3 (8 160.0 ppm), C-4 (5 114.0 ppm, 2J-Kopplung) und C-6 (5 148.3 ppm) auf, die

den Furanring bestdtigen. Das Proton an C-5 (5 6.47 ppm) koppelt im "H,"H-COSY
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zum Proton an C-7 (5 4.04 ppm). Die Position der Methylgruppe 19 wird durch die
HMBC-Crosspeaks zwischen den Protonen der Methylgruppe 19 (6 1.13 ppm) und
C-7, C-8 (5 56.3 ppm, 2J-Kopplung) und C-9 (8 39.2 ppm) bewiesen. Die C-
Resonanzen von C-7 und C-8 weisen auf ein Epoxid an dieser Stelle hin. Die
Protonen an C-9 (5 2.46/2.03 ppm) zeigen im 'H,'H-COSY Crosspeaks zum Proton
an C-10 (6 4.72 ppm). Die Position des Lactonrings wird im HMBC-Experiment durch
Crosspeaks des Protons an C-10 zu C-11 (86 63.3 ppm), C-12 (5 62.5 ppm) und C-20
(6 171.2 ppm), sowie von C-20 zu den Protonen an C-10 und C-11 (5 4.00 ppm)
bestatigt. Die Zuordnung des zweiten Epoxids an Position 11 und 12 wird durch die
3C-Resonanzen von C-11 und C-12 bewiesen. Ausgehend von C-20 erhélt man im
HMBC-Spektrum die Protonen an C-13 (5 2.54/1.43 ppm), welche im 'H,"H-COSY-
Experiment zwei Crosspeaks mit den Protonen an C-14 (6 1.64/1.43 ppm) zeigen.
Letztere weisen im 'H,"H-COSY Crosspeaks zum Proton an C-1 (5 3.46 ppm) auf
und dieses wiederum zu den Protonen an C-2 (5 3.01 ppm). Die Verknupfung der
Methylengruppe an Position 2 mit dem Furanring wird durch die HMBC-Crosspeaks
der Protonen an C-2 mit C-3 (°J-Kopplung) und C-4 bestatigt. Das Vorhandensein
der Isopropylidengruppe an C-1 wird durch die Crosspeaks zwischen den Protonen
der endstandigen Doppelbindung an C-16 (6 5.09/4.93 ppm) und C-17 (5 18.9 ppm),
C-15 (6 145.4 ppm) und C-1 (6 40.1 ppm) im HMBC-Experiment bewiesen. Die
Tieffeldverschiebung des Signals der Methylgruppe 21 (6 3.77 ppm) lasst auf einen
Methylester schlieRen. Im HMBC-Spektrum sieht man einen Crosspeak zwischen
diesen Protonen der Methylgruppe und C-18 (5 164.0 ppm).

Aus dem Vergleich der NMR-Daten und des Drehwertes ergibt sich, dass es sich bei
dieser Verbindung um (-)-114,123-Epoxypukalid (14) handelt [181], dessen absolute
Konfiguration bereits durch eine Roéntgenstrukturanalyse bestimmt wurde [182].
(-)-114,12-Epoxypukalid wurde das erste Mal aus der Koralle Leptogorgia setacea
(Mustang Inseln) isoliert [181] und wirkt fischabschreckend [183].
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14

Abb. 55: Struktur des aus Litophyton arboreum isolierten (-)-114,123-Epoxypukalids (14)

Position 'H Bc Position H Bc
1 3.46 dt, 11.1/1.8 Hz | 40.1 12 - 62.5
2.54 dd, 15.0/11.3 Hz
2 3.01 32.1 13 24.0
1.43
- 160.0 14 1.64/1.43 26.7
4 ; 114.0 15 - 145 .4
5.09s
5 6.47 s 107.5 16 1135
493 s
6 - 148.3 17 174 s 18.9
7 4.04s 55.6 18 - 164.0
8 - 56.3 19 113 s 20.3
2.46 dd, 15.3/2.7 Hz
9 39.2 20 ; 171.2
2.03 dd, 15.3/4.2 Hz
10 472 76.8 21 3.77s 514
11 400s 63.3

Tab. 11: "H- und "*C-NMR-Daten von (-)-11.,124-Epoxypukalid (14) in CDCls

Im "H- und "*C-NMR-Spektrum von 15 weisen die Signale auf zwei Doppelbindungen
hin. Das Doppelbindungsproton an C-1 (5 4.81 ppm) zeigt im 'H,"H-COSY-
Experiment Crosspeaks zu den Protonen an C-2 (5 2.08/2.00 ppm) und diese
koppeln mit denen an C-3 (5 2.20/1.85 ppm). Die Position der Methylgruppe 15 und
der Doppelbindung zwischen 4 und 5 werden durch die HMBC-Crosspeaks der
Protonen der Methylgruppe 15 (8 1.64 ppm) mit C-3 (6 41.2 ppm), C-4 (5 128.0 ppm)
und C-5 (5 126.5 ppm) bestatigt. Das Doppelbindungsproton an C-5 (5 4.33 ppm)
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weist im "H,"H-COSY-Spektrum Crosspeaks zu dem Proton an C-6 (6 1.27 ppm) auf,
welches seinerseits mit dem an C-7 (5 0.59 ppm) koppelt. Auffallend ist, dass beide
Protonen an C-6 und C-7 hochfeldverschoben sind. Dies liegt am Cyclopropanring,
der durch C-6, C-7 und C-11 (5 19.9 ppm) gebildet wird. Die HMBC-Crosspeaks von
C-11 zu den Protonen an C-6 und C-7 sowie zu den Protonen der Methylgruppe 12
(5 1.07 ppm) und 13 (5 1.01 ppm) beweisen dies. Das Proton an C-7 zeigt im 'H,"H-
COSY-Experiment Crosspeaks mit den Protonen an C-8 (5 1.88/1.20 ppm) und diese
mit den Protonen an C-9 (6 2.40/1.70 ppm). Die Crosspeaks zwischen den Protonen
der Methylgruppe 14 (6 1.46 ppm) und C-10 (5 140.8 ppm), C-1 (5 124.8 ppm) und
C-9 (6 37.2 ppm) im HMBC bestatigen die Lage der Methylgruppe 14 und die
Doppelbindung zwischen 1 und 10. Das Massenspektrum stutzt diesen Struktur-
vorschlag mit dem lon [M]"" bei m/z 204. Der weitere Vergleich der NMR-Daten und
des Drehwertes mit den Literaturwerten bestatigt, dass es sich um das bekannte
(—)-Bicyclogermacren handelt [184-185]. Aus einem marinen Organismus wurde
(—)-Bicyclogermacren, das bisher nicht aus Litophyton arboreum bekannt war, das
erste Mal aus der Weichkoralle Sinularia mayi (Telukdalam, Nias Inseln, Indonesien)
isoliert [186].

15

Abb. 56: Struktur des aus Litophyton arboreum isolierten (-)-Bicyclogermacrens (15)

Position H B¢c Position H B¢
4.81 dd,
1 10.6/4.7 Hz 124.8 9 2.40/1.70 37.2
2 2.08/2.00 26.0 10 - 140.8
3 2.20/1.85 41.2 11 - 19.9
4 - 128.0 12 1.07 s 29.2
5 433d11.4Hz | 126.5 13 1.01s 154
1.27dd,
6 11.5/8.5 Hz 27.0 14 146d,1.2Hz | 20.9
7 0.59 30.1 15 164d,1.3Hz 16.6
8 1.88/1.20 26.8

Tab. 12: 'H- und "*C-NMR-Daten von (-)-Bicyclogermacren (15) in CDCl,
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Das "H-NMR-Spektrum von Fraktion I1-2a weist auf typische Signale fiir Steroide mit
Doppelbindungen hin. Die Hauptkomponenten des Steroidgemisches werden nach
Trimethylsilylierung durch GC-MS und Vergleich mit Referenzspektren als
Trimethylsilylcholesterol (C3oHs540Si, m/z 458), Trimethylsilyl-24&-methylcholesterol
(TMS-9) (C31Hs560Si, m/z 472) und Trimethylsilylgorgosterol (TMS-11) (Cs3HssOSi,
m/z 498) identifziert.

2.2.7 Ein Cembran-Diterpen und Sterole aus der Koralle Sarcophyton

trocheliophorum

Beschreibung

Sarcophyton trocheliophorum (nebenstehendes
Foto), die der Familie Alcyoniidae zuzuordnen
ist, hat einen polypenfreien Stamm, auf dem der
sogenannte ,Teller” sitzt. Er sieht wie ein grolRes
Blatt mit einem sinusférmig gewellten Rand aus.

Daher bekam die Koralle auch den Namen

Troglederkoralle. Auf dem ,Teller* befinden sich
schlauchformige Polypen, die eingezogen werden koénnen. Sarcophyton
trocheliophorum lebt im Roten Meer oder Indopazifik in einer Tiefe von maximal 20
m. Sie kann einen Durchmesser von bis zu 60 cm erreichen.

Aus Sarcophyton trocheliophorum (Nanwan, Kenting) sind (+)-Isosarcophytoxid und
(+)-Isosarcophin bekannt. (+)-Isosarcophytoxid zeigt eine starke cytotoxische
Aktivitat gegen die Krebszelllinien A549, HT-29, KB, P-388 und HL-60 (humane
promyelogene Leukamie) mit EDsp-Werten von 8.23, 8.27, 9.98, 0.49 und 0.80 ug/mL
und (+)-Isosarcophin mit EDso-Werten von 13.32, 16.88, 24.54, 0.73 und 6.73 pg/mL
[187]. Die Cembran-Diterpene (7R,14S,1E,3E,8E,11E)-Cembra-1,3,8,11-tetraen-
7,14-diol, (7R,8R,14S,1E,3E,11E)-7,8-Epoxycembra-1,3,11-trien-14-ol und (7R,8R,
14S,1E,3E,11E)-14-Acetoxy-7,8-epoxycembra-1,3,11-trien wurden in Sarcophyton
trocheliophorum vom Nord-Ost Riff der Orpheus Insel, Australien gefunden. Diese
zwei Cembranoide sind cytotoxisch gegen die Krebszelllinie P-388 (ICso = 2.5 pg/ml),
A549 (ICs0 =5 pg/ml), HT-29 (ICs0 =10 pug/ml) und Mel28 (humanes Melanom)
(ICs0 =10 ug/ml) [188]. Des Weiteren konnte aus Sarcophyton trocheliophorum
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2.2 Untersuchung von marinen Organismen

(Pulau Hantu, Singapur) das cytotoxische 23,24-Dimethylcholest-16(17)E-
en,34,52,64,20(S)-tetrol isoliert werden. Es hemmt das Wachstum der Tumorzellen
HL-60, M14 (humanes amelanotisches Melanom) und MCF7 mit einem ECso-Werte
von 2.8, 4.3 und 4.9 ug/ml. Dieses Polyhydroxysterol zeigt aulRerdem eine minimale
Toxizitat gegenuber normalen humanen peripheren Blutlymphozyten (PBLs) und
wurde sich dadurch als Chemotherapeutikum anbieten [189].

Die bearbeitete Sarcophyton trocheliophorum wurde im Golf von Suez, Agypten in

einer Tiefe von 10-15 m im Mai 2001 gesammelt.

Aufarbeitungsschema

Korallenmaterial
1750 g

lEthanoI

Rohextrakt
85¢

‘ Si 60

I Il 1]
208 mg 134 mg

Si 60 pDC

16
4 mg

-1 -2
4 mg 9mg

GC-MS  GC-Ms

Abb. 57: Aufarbeitungsschema von Sarcophyton trocheliophorum

Strukturbestimmung

Aus dem HR-ESI-MS ergibt sich fur Cembran 16 (Struktur von 16, Abb. 58) eine

Molekiilmasse von 348 (m/z 371.2209 [M+Na]"). Das 3C-NMR-Spektrum lasst sich

in drei Bereiche aufteilen, die typisch fir Cembranoide sind. Im ersten Bereich liegen

vier Methyl- (C-17, C-18, C-19 C-20) und sechs Methylengruppen (C-5, C-6, C-9,
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2.2 Untersuchung von marinen Organismen

C-10, C-13, C-14) vor. Daran schlieRen sich die sauerstoffgebundenen Kohlen-
stoffatome an (eine Methoxygruppe C-21, zwei Methingruppen C-2, C-7 und ein
quartares Kohlenstoffatom C-8). Die Ubrigen sieben Signale sind zwei olefinische
Methingruppen (C-3, C-11) und vier olefinische quartare Kohlenstoffatome (C-1,
C-15, C-4, C-12), die zu drei Doppelbindungen gehéren und ein Lacton-Carbonyl-
Kohlenstoffatom C-16. Das 'H,'H-COSY-Experiment zeigt einen Crosspeak
zwischen dem Proton an C-2 (6 5.38 ppm) und dem an C-3 (5 4.91 ppm). Die Lage
der Methylgruppe 18 ist durch die HMBC-Crosspeaks zwischen den Protonen der
Methylgruppe 18 (6 1.84 ppm) und C-4, C-3 und C-5 festgelegt. Die Protonen an C-5
(8 2.23/2.15 ppm) besitzen im "H,"H-COSY-Spektrum Crosspeaks zu den Protonen
an C-6 (6 1.77/1.48 ppm) und diese zum Proton an C-7 (6 3.25 ppm). Die Resonanz
des Protons an C-7 weist auf eine Hydroxylierung in dieser Position hin. Die
Methylgruppe 19 ist an das quartare C-8 gebunden. Aus dem HMBC-Experiment ist
dies durch die vorhandenen Crosspeaks der Protonen der Methylgruppe 19 (5 1.04
ppm) zu C-8, C-9 und C-7 ersichtlich. Die Protonen an C-9 (5 1.71/1.52 ppm) zeigen
im "H,"H-COSY-Spektrum Crosspeaks zu den Protonen an C-10 (5 2.11/1.92 ppm).
Letztere weisen Crosspeaks zum Proton an C-11 (6 5.31 ppm) auf. Die Position der
Methylgruppe 20 wird durch die HMBC-Crosspeaks der Protonen der Methylgruppe
20 (6 1.61 ppm) zu C-12, C-11 und C-13 bewiesen. Die Protonen an C-13
(8 2.36/2.22 ppm) besitzen im 'H,"H-COSY-Experiment Crosspeaks zu den Protonen
an C-14 (5 2.66/1.94 ppm). Die HMBC-Crosspeaks von C-1 zu den Protonen an C-14
und dem Proton an C-2 belegen den Ringschluss zwischen C-1 und C-14 des 14-
gliedrigen Ringes. Im HMBC-Spektrum werden Crosspeaks zwischen den Protonen
der Methylgruppe 17 (6 1.88 ppm) und C-1, C-15 und C-16 beobachtet, die die Lage
der Methylgruppe 17 bestimmen. Das Signal bei 48.9 ppm stellt die Methoxygruppe
an Position C-8 dar. Belegt wird dies durch HMBC-Crosspeak von C-8 zu den
Methoxyprotonen (& 3.14 ppm).

Die relative Stereochemie von 16 wird durch ein ROESY Experiment bestimmt. Der
NOE zwischen dem Proton an C-2 und den Protonen der Methylgruppe 18 weisen
auf die p-Position des Protons an C-2 und der Methylgruppe 18 hin. Die
3C-Resonanzen der Methylgruppen 18 und 20 beweisen die trans-Konfiguration der
3,4 und 11,12 Doppelbindung [104, 173-174]. Die ROESY-Crosspeaks des Protons

an C-3 zum Proton an C-7 und an C-6 (5 1.77 ppm), das zusatzlich einen Crosspeak
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2.2 Untersuchung von marinen Organismen

zu den Protonen der Methoxygruppe aufweist, zeigt die a-Konfiguration von H-3,
H-7, H-6 (5 1.77 ppm) und der Methoxygruppe.

Bei dieser neuen Verbindung handelt es sich um (-)-7/Hydroxy-8a-
methoxydeepoxysarcophin (16). Sie wurde bereits durch saurekatalytische
Methanolyse des Epoxidrings von (+)-Sarcophin, dessen absolute Konfiguration
durch Roéntgenstrukturanalyse bekannt ist [190], hergestellt [191]. Die "*C-NMR-
Daten der isolierten und der synthetischen Verbindung stimmen gut tberein.

16

Abb. 58: Struktur des aus Sarcophyton trocheliophorum isolierten
(-)-7 S-Hydroxy-8 a-methoxydeepoxysarcophins (16)

Position H B¢c Position H Bc
1 - 163.1 12 ] 135.7
2 538dd, | 80.4 13 2.36/2.22 | 36.8

10.0/1.6 Hz
3 4.91 dd, 118.2 14 2.66/1.94 | 26.9
10.0/1.1 Hz
4 - 146.7 15 - 123.1
5 2.23/2.15 38.8 16 - 175.0
6 1.77/1.48 28.3 17 1.88s 9.6
7 3.25 dd, 73.7 18 184 s 16.7
8.5/3.6 Hz
8 - 79.3 19 104s | 18.1
9 171152 | 315 20 161s | 16.2
10 2111192 | 21.3 CH,0 314s | 489
11 531dd, | 127.9
7.2/7.2 Hz

Tab. 13: 'H- und *C-NMR-Daten von (-)-7 #-Hydroxy-8 a-methoxydeepoxysarcophin (16)
in CDCl,

Die "H-NMR-Spektren von den Fraktionen I-2 und I-1 weisen auf ein Steroidgemisch

hin. Das GC-MS von |-2 zeigt nach Trimethylsilylierung neben nicht identifizierbaren
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2.2 Untersuchung von marinen Organismen

Signalen Trimethylsilylpregnenolon (C24H4002Si, m/z 388), Trimethylsilylcholesterol
(C30H5408Si, m/z 458), Trimethylsilyl-24&-methylcholesterol (TMS-9) (C31Hs60Si, m/z
472), Trimethylsilylstigmasterol (Cs2Hs60Si, m/z 484), Trimethylsilylschottenol
(C32Hs50Si, m/z 486) und Trimethylsilylpalmitinsdure (TMS-8) (C19H4002Si, m/z 328).
Das Steroidgemisch von |-1 konnte nach Trimethylsilylierung durch GC-MS als
Trimethylsilyl-22(E)-cholest-5,22-dien-34-0l  (C30Hs5,0Si, m/z 456), Trimethylsilyl-
cholesterol (C3oHs40Si, m/z 458), Trimethylsilylzymosterol (C3oHs2O0Si, m/z 456),
Trimethylsilyl-24&-methylcholesterol (TMS-9) (C31Hs60Si, m/z 472), Trimethylsilyl-
stigmasterol (Cs2Hs60Si, m/z 484) und Trimethylsilylgorgosterol (TMS-11)
(C33H580Si, m/z 498) bestimmt werden.

Pregnenolon Schottenol

(22E)-Cholest-5,22-dien-3 3ol Zymosterol

Abb. 59: Strukturen einiger aus Sarcophyton trocheliophorum isolierten Steroide
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2.2 Untersuchung von marinen Organismen

2.2.8 Zwei Cembran-Diterpene und 24&-Methylcholesterol aus der Koralle

Sarcophyton glaucum

Beschreibung

Ebenfalls zur Familie Alcyoniidae gehort
die Pilz-Lederkoralle Sarcophyton glaucum
(nebenstehendes Foto). Sie kann bis zu 20
cm grofd werden und besitzt einen dicken,
kurzen Stamm mit einer pilz- bis
hutférmigen Verbreiterung. Die Polypen

befinden sich nur auf der Pilzhutoberflache

und sind einziehbar. Die braunliche Koralle
lebt im Roten Meer, Indopazifik und an den Kusten Ostafrikas und Australiens in
einer Tiefe bis 20 m. Das Cembranoid Sarcopyhtolid aus Sarcophyton glaucum
(Hurghada, Rotes Meer, Agypten) zeigt starke neuronenschiitzende Wirkung vor
Glutamat [192]. Die Cembran-Diterpene Sarcophytol A, Sarcophytol A Acetat und
Sarcophytol B wurden als Hauptkomponenten in Sarcophyton glaucum (lshigaki
Island) gefunden [193]. Sarcophytol A und B hemmen nicht-toxisch die durch den
Tumor-Promotor Teleocidin hervorgerufene Tumor-Ausbreitung in einer zweistufigen
Karzinogenese auf der Mausehaut [194]. 16-Oxysarcoglaucolacetat ist aus
Sarcophyton glaucum, die im Kitungamwe Riff, Kenia gesammelt wurde, bekannt
[195].

Die untersuchte Sarcophyton glaucum wurde im April 2002 im Roten Meer bei

Hurghada, Agypten in 10-15 m Tiefe gesammelt.
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Aufarbeitungsschema

Korallenmaterial
2140 g

l Methanol
Rohextrakt

252¢g

‘ Si 60

I Il 1
15 mg 17 mg 26 mg

p DC p DC p DC
-1 17 18
2.5mg 3mg 4 mg
GC-MS
TMS-9

Abb. 60: Aufarbeitungsschema von Sarcophyton glaucum

Strukturbestimmung

Vergleicht man die '>C-NMR-Spektren von 17 und 16 zeigt sich ein deutlicher
Unterschied zwischen den beiden Cembran-Diterpenen. An Stelle des Lacton-
Carbonyl-Kohlenstoffatoms C-16 bei 175.0 ppm in 16 befindet sich in 17 bei 78.5
ppm eine Methylengruppe. Die Protonen dieser Methylengruppe an C-16 (5 4.47
ppm) weisen im HMBC-Experiment Crosspeaks zu C-15 (5 127.7 ppm), C-1 (5 133.5
ppm) und C-2 (5 83.9 ppm) auf. Die Veranderung im 5-Ring wird ebenso durch das
um 14 Masseneinheiten erniedrigte Molekilion m/z 357 ([M+Na]’) im ESI-MS-
Spektrum bestatigt.

Mithilfe des ROESY-Spektrums kann die relative Konfiguration von 17 festgelegt
werden. Das Proton an C-3 (6 5.13 ppm) weist NOEs zum Proton an C-5 (6 2.36
ppm) und zu dem an C-7 (6 3.49 ppm) auf. Letzteres zeigt ebenfalls einen Crosspeak
zum Proton an C-5 (6 2.36 ppm) und zu einem der Protonen an C-9 (6 1.82 ppm),
welches seinerseits mit den Protonen der Methoxygruppe (6 3.16 ppm) wechselwirkt.

Somit befinden sich H-3, H-5 (6 2.36 ppm), H-7, H-9 (6 1.82 ppm) und die
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2.2 Untersuchung von marinen Organismen

Methoxygruppe auf der a-Seite von 17. Die p-Konfiguration des Protons an C-2 und
der Methylgruppe 18 wird durch das Kreuzsignal zwischen dem Proton an C-2
(6 5.52 ppm) und den Protonen der Methylgruppe 18 (6 1.79 ppm) bestatigt.
Aulerdem zeigen die Resonanzen von C-18 (6 15.6 ppm) und C-20 (6 15.7 ppm),
dass die Doppelbindungen 3,4 und 11,12 trans konfiguriert sind [104, 173-174].
Somit lasst sich die Struktur des neuen Cembran-Diterpens 17 als (+)-7 f/~Hydroxy-
8a-methoxydeepoxysarcophytoxid angeben. Allerdings kann davon ausgegangen
werden, dass 17 ein Artefakt der Aufarbeitung ist, da der Korallenextrakt mit

Methanol versetzt wurde.

Beim Cembran-Diterpen 18 geht aus den 'H-NMR- und *C-NMR-Daten hervor, dass
diese Verbindung anstelle der Methoxygruppe an C-8 in 17 eine Hydroxygruppe
tragt. Der Vergleich der NMR-Daten und des Drehwertes mit den Literaturwerten
bestatigt, dass es sich um (+)-7,8/Dihydroxydeepoxysarcophytoxid handelt.
(+)-7 a,8 f-Dihydroxydeepoxysarcophytoxid ist bereits aus der Weichkoralle
Sarcophyton sp. (Ishigaki Island, Okinawa) bekannt [196].

17 18

Abb. 61: Strukturen der aus Sarcophyton glaucum isolierten Cembranoide 17 und 18

17 18
Position H 3c H 3c
1 - 133.5 - 133.3
2 5.52 83.9 5.52 84.0
3 5.13d, 10.1 Hz 126.7 5.12d,10.2 Hz 126.8
4 - 139.5 - 139.1
2.36 ddd, 2.37 ddd,
5 13.1/13.0/3.3Hz | 357 | 12.9/12.92.7Hz | 356
2.12 2.14
6 1.85/1.41 26.6 1.84/1.47 26.7

84



2.2 Untersuchung von marinen Organismen

7| seerH: | 27| doomp | 729

] 79.5 i 75.5
9 1.82/1.58 31.2 179/1.68 37.0
10 2.07 23.3 2.20/2.09 236
11 500t,72Hz | 124.4 oo S 124.2
12 i 135.6 : 135.8
13 1.92 36.5 1.2 36.7
14 2.46/1.72 25.0 2.50/1.67 25.3
15 1277 i 127.9
16 4.47 brs 785 4.48 brs 78.5
17 161s 10.2 1625 10.0
18 179s 15.6 183s 16.0
19 1115 18.4 117s 24.2
20 160s 157 161s 15.4

CH;0 3.16 s 49.2

Tab. 14: 'H- und *C-NMR-Daten von (+)-7 p-Hydroxy-8 a-methoxydeepoxysarcophytoxid (17)

und (+)-7 a,8 #-Dihydroxydeepoxysarcophytoxid (18) in CDCl,

Das 'H-NMR-Spektrum von Fraktion I-1 lasst neben Verunreinigungen auf ein

Steroid schlielen. Nachdem die genaue Zuordnung mit 2D-NMR-Daten nicht

moglich war, wurde nach Trimethylsilylierung durch GC-MS-Analyse Trimethylsilyl-

24&-methylcholesterol

identifiziert.

(TMS-9)

(C31Hs60Si,

m/z 472)

als Hauptkomponente
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2.2.9 Vier Cembran-Diterpene aus der Koralle Sinularia polydactyla

Beschreibung

Die Lederkorallen der Gattung Sinularia sind monomorph, da sie im Vergleich zur
Gattung Sarcophyton keine kurzen Polypen besitzen. Anscheinend bendtigt sie die
Siphonozooide nicht um ein ausreichenden Wassertransport und Gasaustausch im

Korallengewebe zu gewahrleisten [197,170].

Sinularia polydactyla ist aus dem Roten Meer und Indo-West-Pazifik bekannt. Sie
kann einen Durchmesser von 30 cm erreichen und lebt in Tiefen bis 25 m. Sinularia
polydactyla gehort zur Familie Alcyoniidae. Auf Grund ihres fingerférmigen
Aussehens wird sie auch Vielfinger-Lederkoralle genannt. Aus einer gelbbraun-
blaulichen ,Scheibe“ wachsen einzelne polypenbesetzte Finger bzw. Hande. Wie

Abb. 62 zeigt, kdnnen die Polypen eingezogen werden.

Abb. 62: Sinularia polydactyla mit eingezogenen Polypen (links) und ausgestreckten Polypen (rechts)

In  Sinularia polydactyla von den Palm Islands, Australien, wurde das
Furanocembranoid 13a-Acetoxy-114,12/-epoxypukalid und ein Furanocembranoid
Isomer sowie das Cembranoid 1-Epithunbergol gefunden [198].

Die zu untersuchende Sinularia polydactyla wurde im Golf von Suez, Agypten in
einer Tiefe von 10-15 m im Mai 2001 gesammelt.
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Aufarbeitungsschema
Korallenmaterial

3700 g
l Methanol
Rohextrakt
28¢
Si 60
I Il 11
32 mg 58 mg 34 mg
p DC p DC p DC
19 ‘ ‘ 22
6 mg 7 mg
20 21
9 mg 5mg

Abb. 63: Aufarbeitungsschema von Sinularia polydactyla

Strukturbestimmung

Das ">C-NMR-Spektrum der Verbindung 19 (Struktur von 19, Abb. 64) zeigt drei
Bereiche, die fur das Cembranoid Diterpen-Gerust typisch sind. Sechs Methylen-
(C-5, C-6, C-9, C-10, C-13, C-14) und vier Methylgruppen (C-17, C-18, C-19, C-20)
gehoren zu den Hochfeldsignalen. Im Bereich 2 sind die sauerstoffverknlpften
Kohlenstoffatome (zwei quartare Kohlenstoffatome C-4, C-8 und eine Methingruppe
C-7) und im dritten Bereich die sieben Tieffeldsignale fur drei Doppelbindungen (C-2,
C-3, C-11, C-12, C-1, C-15) und einem Lacton-Carbonyl-Kohlenstoffatom C-16 zu
beobachten. Vergleicht man 19 mit 16 fallt auf, dass die zwei Methylgruppen 18 und
19 bei hoheren Resonanzfrequenzen liegen und dass im Bereich 2 an Stelle des
Signals einer zweiten Methingruppe ein zweites quartares Kohlenstoffatom-Signal
vorhanden ist und die Methoxygruppen-Resonanz fehilt.

Im "H-NMR-Spektrum zeigt das Proton an C-3 ein Singulett bei 5.14 ppm. Dies
bedeutet, dass das Doppelbindungsproton an C-3 keinen Kopplungspartner besitzt
und sich deshalb die Doppelbindung an Position 2,3 befinden muss. Die HMBC-
Crosspeaks des Protons an C-3 zu C-1, C-2 (3J-Kopplung) und C-18 bestatigen dies.
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Die Protonen der Methylgruppe 18 (6 1.45 ppm) weisen im HMBC-Experiment
Crosspeaks zu C-4 (J-Kopplung) und C-5 auf. Die Protonen an C-5 (5 1.97/1.86
ppm) zeigen im 'H,"H-COSY-Spektrum Crosspeaks zu den Protonen an C-6 (5 1.47
ppm) und diese zum Proton an C-7 (5 3.41 ppm). Die Position der Methylgruppe 19
wird durch die HMBC-Crosspeaks zwischen den Protonen der Methylgruppe 19
(6 1.15 ppm) und C-8, C-7 und C-9 bewiesen. Die Protonen an C-10 (5 2.27/1.82
ppm) weisen Crosspeaks zu den Protonen an C-9 und dem Proton an C-11 (5 4.94
ppm) im 'H,"H-COSY-Experiment auf. Die Lage der Doppelbindung 11,12 erhalt man
ebenfalls durch die HMBC-Crosspeaks zwischen den Protonen der Methlygruppe 20
(8 1.62 ppm) und C-11, C-12 (3J-Kopplung) und C-13. Die Protonen an C-13
(6 2.27/2.19 ppm) zeigen Kreuzsignale mit den Protonen an C-14 (6 2.53 ppm) im
'H,"H-COSY-Spektrum. Weiterhin belegen im HMBC-Experiment die Crosspeaks der
Protonen an C-14 mit C-1 und C-2 die Konnektivitdt zwischen C-1 und C-14. Die
Position der Methlygruppe 17 wird durch die HMBC-Crosspeaks der Protonen der
Methylgruppe 17 (8 1.89 ppm) zu C-15 (*J-Kopplung), C-1 und C-16 bestétigt.

Die "*C-Resonanzen der zwei quartiren Kohlenstoffatome C-4 und C-8 (73.7 und
74.6 ppm) und der Methingruppe C-7 (77.3 ppm) weisen auf drei Hydroxyfunktionen
in 19 hin. Aus diesem Grund wurde 19 zusatzlich in DMSO-Dg vermessen. Die drei
Hydroxygruppen sind im "H-NMR-Spektrum (DMSO-Ds) bei 4.69 ppm (s, HO-4), 3.88
ppm (d, 6.5 Hz, HO-7) und 3.81 ppm (s, HO-8) zu sehen. Im HMBC-Spektrum weist
das Proton der Hydroxygruppe an C-7 Crosspeaks zu C-19 und C-7 und das Proton
der Hydroxygruppe an C-8 zu C-9, C-8 und C-7 auf, was die Position der zwei
Hydroxygruppen an C-8 und C-7 bestatigt. Die Position der Hydroxygruppe an C-4
wird durch die HMBC-Crosspeaks des Protons der Hydroxygruppe an C-4 zu C-5
und C-3 bestimmt.

Die relative Konfiguration von 19 wird durch ein ROESY-Experiment festgelegt. Die
ROESY Crosspeaks des Protons an C-7 mit den Protonen der Methlygruppe 18 und
einem Proton an C-10 (6 1.82 ppm) zeigen, dass H-7, die Methlygruppe 18 und das
Proton an C-10 (6 1.82 ppm) auf der o-Seite des Moleklls sind. Daraus ergibt sich,
dass die Hydroxygruppen an C-4 und C-7 p-konfiguriert sind. Die f-Konfiguration der
Hydroxygruppe an C-8 wird durch einen NOE zwischen den Protonen der Methyl-
gruppe 19 und dem a-Proton an C-10 (6 1.82 ppm) bestimmt. Die trans-Konfiguration
der Doppelbindung 11,12 zeigt sich durch die *C-Resonanz der Methylgruppe 20
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(6 15.6 ppm) [104, 173-174]. Das Proton an C-3 zeigt im ROESY-Spektrum (DMSO-
Ds) Wechselwirkung mit beiden Protonen an C-14 und legt damit die cis-
Konfiguration der Doppelbindung 2,3 fest.

Eine Verbindung dieser Struktur ist bis jetzt nicht bekannt. Es handelt sich um das
neue (+)-Polydactylid (44,748 /trihnydroxy-cembra-2(Z),11(E),1(15)(Z)-trien-16,2-
olid).

Cembran-Diterpen 20 (Struktur von 20, Abb. 64) unterscheidet sich nur geringfligig
vom Cembranoid 16. Aus dem ESI-MS ergibt sich eine um 14 a.m.u. niedrigere
Molekiilmasse (m/z 357 [M+Na]") und aus dem 'H- und "*C-NMR-Spektren ist das
Fehlen der Methoxygruppe ersichtlich. Die Strukturermittlung mittels 2D-NMR-
Experimenten ergab, dass es sich um (+)-7,84-Dihydroxydeepoxysarcophin
handelt. (+)-7a,8-Dihydroxydeepoxysarcophin wurde hiermit zum ersten Mal aus
der Natur isoliert. Es ist aber bereits durch praparative Fermentation von
(+)-Sarcophin mit Absidia glauca ATCC 22752 bekannt [199]. Die NMR-Daten und
der Drehwert des Fermentations-Produktes stimmen gut mit denen von Verbindung

20 Uberein.

Die 'H-NMR- und "*C-NMR-Spektren von Cembran-Diterpen 21 (Struktur von 21,
Abb. 64) gleichen in weiten Teilen der Verbindung 20. Es gibt nur geringe
Abweichungen in Position 7, 8 und 19. Das Epoxid in Position 7,8 verursacht eine
Hochfeldverschiebung des C-7 (Ad =-1.3), C-8 (Ad=-15.5) und C-19-Signals
(Ad = —6.5). Die Struktur der Verbindung 21 kann somit als (+)-Sarcophin angegeben
werden. Der Vergleich der NMR- und Drehwerte bestatigt dies [190-191].
(+)-Sarcophin wurde zuerst aus der Weichkoralle Sarcophyton glaucum (Rotes Meer,
Agypten) isoliert [190]. (+)-Sarcophin weist eine Vielzahl interessanter Bioaktivitaten
auf. Dieses Cembranoid wirkt beispielsweise toxisch gegen Fische, Mause,
Meerschweinchen und Ratten [200]. Es fungiert als Inhibitor mehrerer
lebenswichtiger Enzyme, indem es vermutlich mit der Thiolgruppe des jeweiligen
Enzyms reagiert [201]. So hemmt es bei Meerschweinchen kompetitiv die
Cholinesterase im lleum [200], die Na*-, K*-ATPasen-Aktivitat des Rattenhirns [202]
und nicht-kompetitiv reversibel die Phosphofructokinase aus der Skelettmuskulatur
des Kaninchens [203]. Es =zeigt auch im Meerschweinchen eine starke

antiacetylcholinerge Wirkung im lleum [200]. Auflierdem erweist sich Sarcophin als
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ein potentielles Antitumormittel, da es die durch TPA (12-O-Tetradecanoylphorbol-
13-acetat) induzierte Transformation von JB6-Zellen der Maus inhibiert [199].

Zusatzlich wirkt es bei Mausen antidepressiv [202].

Im ESI-Massenspektrum von 22 (Struktur von 22, Abb. 64) beobachtet man ein im
Vergleich zu 21 um 14 Masseneinheiten niedrigeres Molekdilion [M+Na]* bei m/z 325.
Der Vergleich der '>C-NMR-Daten von 22 mit 21 zeigt vollkommene
Ubereinstimmung zwischen Position 5 und 14 des 14 gliedrigen Ringes allerdings
Abeichungen im restlichen Molekul, besonders bei C-1 (A6 =-29.0) und C-16
(Ad = -96.6). Der Grund dafur ist die Methylengruppe an Position 16 in 22 an Stelle
des Lacton-Carbonyl-Kohlenstoffatoms in 21. Der HMBC-Crosspeak zwischen den
Protonen der Methlygruppe 17 (6 1.63 ppm) und C-16 (6 78.4 ppm) bestatigt dies.
Ausgehend von dem Vergleich des Drehwertes und der NMR-Daten handelt es sich
bei dem Cembran-Diterpen 22 um das bekannte (+)-Sarcophytoxid [204], dessen
absolute Konfiguration bereits durch Rontgenstrukturanalyse bestimmt wurde [205].
Zum ersten Mal wurde es aus der Weichkoralle Sarcophyton sp. (Okinawa) isoliert.
(+)-Sarcophytoxid ist ein Kalzium-Antagonist. Die bei der Applikation von KCI
ausgeldste Kontraktion der glatten Gefalmuskulatur wird durch einen erhéhten Fluss
von Ca?-lonen in die Muskelzellen hervorgerufen. Dagegen fuhrt die durch
Verabreichung des a-Sympathomimetikums Norepinephrin ausgeloste GefalRmuskel-
kontraktion zu einer Ausscheidung von interzelluldr gespeicherten Ca?*-lonen.
(+)-Sarcophytoxid und auch die bekannten Kalzium-Antagonisten Verapamil und
D-600 kompensieren die KCI induzierte Kontraktion der Aorta des Kaninchens. Diese
Beobachtung lasst darauf schlieRen, dass (+)-Sarcophytoxid den Kalzium-Fluss in
die Muskelzellen der Aorta hemmt [205].
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21 22

Abb. 64: Strukturen der aus Sinularia polydactyla isolierten Cembranoide 19-22

19 (CDCI3) 19 (DMSO-Dg)

Position H 3¢ H 3c
1 i 152.2 ] 152.7
2 - 147.8 - 146.8
3 514s | 117.5 5.28s 118.8
4 - 73.7 i 72.1
5 197186 | 404 170 39.9
6 147 26.8 1.42/1.37 26.1
7 8"_557‘:_8%2 77.3 3.14 74.6
- 74.6 i 73.4

9 161151 | 37.8 135 38.2
10 2271182 | 216 2.15/1.71 216
11| ermrre | 292 | ererhe | 1287
12 - 130.9 - 1305
13 2271219 | 387 2.23/2.14 37.8
14 253 21.8 2.61/2.52 216
15 - 1233 - 122.2
16 - 170.3 - 170.3

17 189 8.7 1855 8.4
18 145 29.7 137s 30.1
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19 1155 | 262 0.97 s 25.6
20 162's 15.6 1565 15.5

HO-4 469s

HO-7 3.88d, 6.5 Hz

HO-8 3.81s

Tab. 15: 'H- und "*C-NMR-Daten von (+)-Polydactylid (19)
in CDCI; und DMSO-Dg
20 21 21
Position H 3c H 3c 'H 3c
1 i 162.6 i 162.2 - 133.2
2 % | 794 | 555d99Hz | 7838 5.51 83.6
3 0an S | 1210 | 502d99Hz | 1206 | 5200104 Hz | 126.3
4 i 144.0 i 144.0 - 139.3
2.40 ddd,

5 12.7112.7/3.0Hz | 355 2.35 37.4 2.32 37.7

2.20
6 187/1.53 27.0 1.86/1.65 252 | 187162 | 253
7 oaras | 728 2.65 615 z70h 61.9
8 i 75.4 i 59.9 - 59.9

2.06 2.08
9 177 37.1 1.07 ddd, 39.0 0.97 dt. 39.8
13.0/12.9/2.9 Hz 13.1/3.0 Hz

10 2.18 23.6 2.22/1.90 233 | 223188 | 235
11 4.98 m 125.2 5.11 124.9 5.08 m 1236
12 i 134.8 i 135.5 - 136.9
13 2.16/2.03 36.5 2.15/1.99 36.4 1.92 36.7
14 2.65/2.11 26.8 2.71/2.06 275 | 252168 | 26.1
15 i 122.9 i 122.9 - 127.9
16 i 174.8 i 175.0 4.47 s 78.4
17 181s 9.0 183s 8.9 163s 10.2
18 190s 16.4 187s 16.1 180s 15.6
19 118s 24.2 126s 17.7 1255 16.9
20 164s 15.4 160's 155 158's 15.1

Tab. 16: 'H- und "*C-NMR-Daten von (+)-7 «,8#-Dihydroxydeepoxysarcophin (20), (+)-Sarcophin (21)
und (+)-Sarcophytoxid (22) in CDCl;
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2.2.10 Vier Cembran-Diterpene und ein Sesquiterpen aus der Koralle

Sarcophyton sp.

Beschreibung

Sarcophyton sp. (nebenstehendes Foto)
(Familie Alcyoniidae) wird auch als Pilz-
Lederkoralle bezeichnet, da ihr Aussehen
eine pilzartige Form besitzt. |hr kurzer Stamm
ist polypenfrei. Die Polypen befinden sich nur

auf dem braun-gelben ,Teller’, der eine

unregelmalige Form hat. Die Polypen-
tentakeln sind fast weifld und kbnnen eingezogen werden. Im ausgezogenen Zustand
bewegen sich die Tentakeln im Wasser. Sarcophyton sp. kann eine Grol3e von bis zu
60 cm erlangen und wird im Roten Meer oder tropischen Indopazifik gefunden.

Aus Sarcophyton sp. wurden bereits einige Cembran-Diterpene isoliert. In einer vor
den Kusten von Ximao Island (Hainan Provinz, China) gesammelten Sarcophyton sp.
wurden Sarcophytonolid A und B gefunden [206]. Des Weiteren wurden
(1Z,2S,3E,7E,11Z,13R)-2,16-Epoxy-13-hydroxycembra-1(15),3,7,11-tetraen-20-
carbonsauremethylester und (1Z,2S,3E,7E,11Z,13R)-2,16-Epoxy-13-hydroxy-16-
oxocembra-1(15),3,7,11-tetraen-20-carbonsauremethylester aus Sarcophyton sp.
(Nara Inlet, Hook Island, Queensland, Australien) isoliert [207]. Sarcophyton sp., die
vor Hurghada, Rotes Meer, Agypten gesammelt wurde, enthielt Sarcophytolid. Es
zeigt eine breite antimikrobielle Aktivitdt gegenlber Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans und Saccharomyces cerevisiae [208].
Ein Epoxy-Cembran-Diterpen mit Antifoulingaktivitdt wurde in Sarcophyton sp. (Dok
Mai East, Phuket) gefunden [209].

Wir untersuchten die Sarcophyton sp. aus dem Golf von Suez, Agypten, die im Mai

2001 in einer Tiefe von 10-15 m gefunden wurde.
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Aufarbeitungsschema
Korallenmaterial

2500 g
l Methanol
Rohextrakt
31.1g
Si 60
I Il 1 A
30 mg 55 mg 20 mg 15 mg
p DC
p DC p DC p DC
-l 26 23
3 mg 24 25 3 mg 2.5mg

GC-MS ‘ 5mg 3.5mg
27

Abb. 65: Aufarbeitungsschema von Sarcophyton sp.

Strukturbestimmung

Das HR-ESI-Massenspektrum von Cembran 23 (Struktur von 23, Abb. 66) zeigt,
dass diese Verbindung ein Sauerstoffatom mehr besitzt als 22. Der Vergleich der
3C-Kernresonanzen von 23 mit 22 ergibt, dass sie bis auf Abweichungen bei C-1
(Ad= +4.4), C-15 (Ad=+3.7), C-16 (Ad=-2.6) und C-17 (Ad=+46.6) gut
(ibereinstimmen. Dies lasst auf eine Verdnderung in Position 17 schlieBen. Im '*C-
NMR-Spektrum von 23 ist bei 56.8 ppm eine Methylengruppe zu erkennen, deren
Tieffeldverschiebung auf eine Verknupfung mit einer Hydroxylgruppe hinweist. Im
HMBC-Experiment zeigen sich Crosspeaks zwischen den Protonen dieser
Methylengruppe (6 4.26 ppm) und C-16 (6 75.8 ppm), C-15 (6 131.6 ppm) und C-1
(6 137.6 ppm). Dies bestatigt, dass die Methylgruppe 17 in 22 durch eine
hydroxylierte Methylengruppe in 23 ersetzt wurde.

Die relative Konfiguration an den Positionen 2, 7 und 8 wird durch ein ROESY-
Experiment bestimmt. Das Proton an C-7 (6 2.68 ppm) weist NOEs zum Proton an

C-3 (0 5.24 ppm) und dem Proton an C-11 (& 5.09 ppm) auf. Letzteres zeigt
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seinerseits einen Crosspeak zu den Protonen der Methylgruppe 19 (6 1.25 ppm).
Daraus folgt, dass sich H-3, H-7 und die Methylgruppe 19 auf der «-Seite des
Molekuls befinden. Der ROESY Crosspeak zwischen dem Proton an C-2 (& 5.58
ppm) und den Protonen der Methylgruppe 18 (5 1.81 ppm) ergibt die f-Orientierung
von H-2 und der Methylgruppe 18. Der Vergleich der >C-NMR-Resonanzen von C-2,
C-7 und der Methylgruppe 19 mit denen vom (+)-Sarcophytoxid (22), dessen
absolute Konfiguration bekannt ist, bestatigt die Information aus dem ROESY-
Experiment. Die trans-Konfiguration der Doppelbindungen 3,4 und 11,12 wird durch
die "*C-Verschiebungen von C-18 (8 15.6 ppm) und C-20 (8 15.1 ppm) bestimmt
[104, 173-174]. Die Struktur des neuen Cembran-Diterpens 23 kann somit als (+)-17-
Hydroxysarcophytoxid angegeben werden. Seine Struktur ist dem bereits bekannten
Lobophynin B aus der Koralle Lobophytum schoedei (Nangou-cho, Miyazaki, Japan),

in dem die Hydroxygruppe an C-17 acetyliert ist, ahnlich [210].

Der Vergleich der 3C-NMR-Daten von 24 (Struktur von 24, Abb. 66) mit (+)-7«,8/
Dihydroxydeepoxysarcophin (20) zeigt bis auf die Signale C-6 und C-7 gute
Ubereinstimmung. Fiir 24 werden zusétzlich zu den 'C-Signalen von 20 zwei
Signale, die zu einer Acetylgruppe (6 20.9 und 170.6 ppm) gehdren, beobachtet. Die
Position der Acetylgruppe an C-7 wird durch die HMBC-Crosspeaks zwischen dem
Proton an C-7 (6 4.98 ppm) und dem Carbonyl-Kohlenstoffatom der Acetylgruppe
(6 170.6 ppm), das wiederum mit den Protonen der Methylgruppe der Acetylgruppe
(6 2.08 ppm) koppelt, bestatigt. Mithilfe des ROESY-Experiments wird die relative
Konfiguration von 24 bestimmt. Die Crosspeaks des Protons an C-7 mit dem Proton
an C-3 (6 4.80 ppm) und dem Proton an C-9 (& 1.82 ppm) weisen darauf hin, dass
sich H-3, H-7 und H-9 (6 1.82 ppm) auf der «o-Seite von 24 befinden. Die
S-Orientierung von H-2, H-9 (6 1.59 ppm) und den Methylgruppen 18 und 19 zeigt
sich durch die NOEs zwischen dem Proton an C-9 (5 1.59 ppm) und den Protonen
der Methylgruppe 19 (5 1.07 ppm) sowie zwischen dem Proton an C-2 (6 5.55 ppm)
und den Protonen der Methylgruppe 18 (5 1.92 ppm). Die 3E- und 11E-Konfiguration
wird durch die "*C-Resonanzen der Methylgruppen 18 (5 16.2 ppm) und 20 (5 15.1
ppm) festgelegt [104, 173-174].

Es handelt sich um (+)-7-Acetoxy-8 a-hydroxydeepoxysarcophin, das zum ersten
Mal aus der Natur isoliert werden konnte. Bekannt ist es bereits aus der Umsetzung
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von (+)-Sarcophin mit 1% p-Toluolsulfonsaure in Essigsaure [191]. Der Vergleich der
'H-NMR- und "®C-NMR-Daten und des Drehwertes mit denen der synthetisierten

Verbindung aus der Literatur zeigt eine gute Ubereinstimmung.

Cembran 25 besitzt dieselbe Molekiilmasse wie 20 und zeigt im "*C-NMR-Spektrum
kaum Verdnderungen. Nur die *C-Resonanzen von C-8, C-9 und der Methylgruppe
19 weisen im Vergleich zu denen in 20 leichte Tieffeldverschiebungen von As 2.7,
2.0 und 2.3 ppm auf. Im 'H-NMR-Spektrum ist ebenso eine Tieffeldverschiebung des
Protons an C-7 (5 3.64 ppm) und der Protonen der Methylgruppe 19 (5 1.52 ppm) im
Vergleich zu denen in 20 (6 3.47 und 1.18 ppm) auffallig. Die Kopplungskonstanten
des Protons an C-7 in 20 (dd, 11.3, 1.6 Hz) verandert sich deutlich in 25 (dd, 9.9, 9.8
Hz). Dies und die Auswertung der 2D-NMR-Spektren ergab, dass 25 ein Isomer zu
20 ist, das in Position 7 und 8 eine andere relative Konfiguration besitzt. Durch den
Vergleich der "H-NMR- und ">*C-NMR-Daten und des Drehwertes mit den Werten aus
der Literatur steht fest, dass es sich bei Verbindung 25 um (+)-758a-
Dihydroxydeepoxysarcophin handelt. (+)-7 4,8 a-Dihydroxydeepoxysarcophin ist aus
der Koralle Sarcophyton trocheliophorum (Kenting, Taiwan) bekannt und wirkt
cytotoxisch gegen die Krebszelllinie P-388 mit einem EDso-Wert von 3.27 ug/mL
[110].

AcO

25

Abb. 66: Strukturen der aus Sarcophyton sp. isolierten Cembranoide 23-25
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23 24 25
Position H 3c H 3c H 3c
1 ] 137.6 ] 163.5 ] 162.5
2 5.58 838 | 555d,103Hz | 788 | 554d,101Hz | 79.0
3 0240 100 | 1254 | 4.80d,10.3Hz | 1222 | 4.95d,10.1 Hz | 1215
4 i 140.0 - 142.3 ] 143.3
215 2.43 ddd,
5 2.32 37.7 o 35.3 | 13.3/13.3/30Hz | 354
223
6 186/1.62 | 253 1881182 | 248 2.10/1.58 27.9
7 Losdd | 619 |498d,10.9Hz | 761 o 9 72.6
i 59.8 - 75.0 i 78.1
9 210098 | 39.8 1821159 | 37.3 2.28/1.95 39.1
10 221187 | 235 | 223205 | 237 2.38/2.23 24.8
11 oo gb | 1239 4.92 1242 | 0730 | 1240
12 i 136.4 - 135.9 : 135.0
13 1.91 368 | 216/1.95 | 365 2.10 36.3
14 2501172 | 262 | 279250 | 259 2.58/2.22 26.0
15 i 131.6 - 122.2 i 122.9
16 447472 | 758 i 174.9 i 174.6
17 426s 56.8 182s 8.9 182 9.0
18 181s 15.6 192s 16.2 186s 16.0
19 1255 16.9 107s 24.8 1525 26.5
20 157 15.1 164s 15.1 1658 15.8
CHACOO- i - 2.08's 20.9 i
CHaCOO- i - - 170.6 i

Tab. 17: "H- und "*C-NMR-Daten von (+)-17-Hydroxysarcophytoxid (23), (+)-7 5-Acetoxy-8 -
hydroxydeepoxysarcophin (24) und (+)-7 5,8 a-Dihydroxydeepoxysarcophin (25) in CDCl;

Im C-NMR-Spektrum von 26 zeigen sich typische Signale fiir ein Cembran-
Diterpen, das im Vergleich zum 'C-NMR-Spektrum von 22 zwei
Doppelbindungs-Tieffeldsignale mehr aufweist (C-11 (6 123.9 ppm), C-3 (& 125.7
ppm), C-7 (6 125.5 ppm), C-15 (5 127.1 ppm), C-8 (6 133.2 ppm), C-1 (5 133.9 ppm),
C-12 (5 135.4 ppm) und C-4 (5 140.4 ppm)), die auf vier Doppelbindungen in 26
schlie®en lassen. Der Vergleich der Massenspektren von 26 mit 22 ergibt, dass 26

ein um 16 Masseneinheiten niedrigeres Molekulion als 22 besitzt. Dies deutet darauf
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hin, dass das Epoxid in Position 7,8 in 22 durch eine Doppelbindung in Position 7,8
in 26 ersetzt ist. Die HMBC-Crosspeaks zwischen den Protonen der Methylgruppe 19
(8 1.56 ppm) und C-8 (3J-Kopplung), C-7 und C-9 (5 40.3 ppm) bestétigen dies. Die
trans-Konfiguration der Doppelbindungen 3,4, 7,8 und 11,12 wird durch die
chemische Verschiebung der *C-NMR-Singale der Methylgruppen 18 (8 14.9 ppm),
19 (6 15.0 ppm) und 20 (6 15.5 ppm) bewiesen [104, 173-174]. Die Auswertung der
'H,"H-COSY-, HMBC- und HMQC-Experimente ergab, dass es sich um
Sarcophytonin A handelt, das bereits aus der Koralle Sarcophyton glaucum (lshigaki
Island, Okinawa) isoliert wurde. Der Drehwert des Sarcophytonins A von Kobayashi
stimmt gut mit dem von 26 Uberein [193]. Allerdings gaben weder Kobayashis noch
unser ROESY-Spektrum Auskunft Uber die Konfiguration an C-2. Bowden et al.
untersuchte die Konfiguration an C-2 durch Reduktion von Sarcophytoxid mit Zn/Cu
[204, 211]. FUr (2R)-Sarcophytonin A erhielten sie einen negativen Drehsinn und fur
(2S)-Sarcophytonin A einen positiven. Allerdings variierte der Wert zwischen +239°

und —210°. Nachdem 26 einen Drehwert von —90° besitzt, handelt es sich um eine

Mischung aus (+)- und (—)-Form, wobei (-)-(2R)-Sarcophytonin A Uberwiegt.
18

26

Abb. 67: Struktur des aus Sarcophyton sp. isolierten Sarcophytonins A (26)

Position H 3C | | Position H 3c
1 i 133.9 11| A8 230
2 548m | 83.9 12 i 135.4
3 5.06d, 10 Hz | 125.7 13 191 | 374
4 ] 140.4 14 | 235184 | 258
5 228/215 | 39.1 15 ] 127.1
6 235205 | 247 16 447m | 783
7 4.83 1255 17 162s | 104
8 ] 133.2 18 167s | 14.9
9 21011.89 | 40.3 19 156s | 15.0
10 2.03 234 20 158s | 155

Tab. 18: "H- und "*C-NMR-Daten von Sarcophytonin A (26) in CDCl,
98



2.2 Untersuchung von marinen Organismen

Das "*C-NMR-Spektrum des Sesquiterpens 27 lasst sich in zwei Bereiche einteilen.
Die sechs Tieffeldsignale (C-1, C-2, C-3, C-4, C-11, C-12), die drei Doppelbindungen
bilden, und dem Alkylbereich, zu dem drei Methyl- (C-13, C-14, C-15), drei Methylen-
(C-6, C-8, C-9), zwei Methingruppen (C-5, C-7) und ein quartares Kohlenstoffatom
(C-10) gehdren. Das Doppelbindungsproton an C-1 (3 5.80 ppm) zeigt im 'H,'H-
COSY-Experiment Crosspeaks zu den Doppelbindungsprotonen an C-2 (& 4.87
ppm). Die Position dieser Ethylengruppe und der Methylgruppe 14 an C-10 wird
durch die HMBC-Crosspeaks der Protonen der Methylgruppe 14 (5 0.98 ppm) mit
C-1 (6 150.3 ppm), C-10 (5 39.8 ppm), C-9 (6 39.9 ppm) und C-5 (6 52.7 ppm)
bestatigt. Das Proton an C-5 (5 2.00 ppm) koppelt im 'H,'H-COSY-Spektrum mit den
Protonen an C-6 (6 1.55 ppm), welche einen Crosspeak zu dem Proton an C-7
(6 1.92 ppm) zeigen. Letzteres weist einen Crosspeak zu den Protonen an C-8
(6 1.67 ppm) und diese zu den Protonen an C-9 (& 1.44 ppm) auf, wodurch der 6-
Ring von 27 geschlossen wird. Die zwei Isopropylidengruppen an C-5 und C-7
werden durch die HMBC-Crosspeaks der Protonen der Methylgruppe 15 (6 1.69
ppm) zu C-3 (6 112.0 ppm), C-4 (6 147.7 ppm) und C-5 sowie den Protonen der
Methylgruppe 13 (6 1.73 ppm) zu C-12 (6 108.2 ppm), C-11 (5 150.4 ppm) und C-7
(5 45.7 ppm) bewiesen. Durch Vergleich der 'H-NMR-, "*C-NMR-Daten und des
Drehwertes mit den Literaturangaben [212-214], ergibt sich, dass es sich bei dem
Sesquiterpen 27 um (-)-#Elemen handelt. Eine GC-MS-Messung und der Vergleich
mit der Datenbank bestatigt dies. (-)-fElemen wurde bereits aus der Koralle
Lobophytum sp. (Cairns, Great Barrier Riff) isoliert [213]. Es wirkt mit einem EDs-
Wert von 0.92 ug/mL cytotoxisch gegen die Krebszelllinie P-388 [92].

27

Abb. 68: Struktur des aus Sarcophyton sp. isolierten (-)-#-Elemens (27)
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Position 'H 3C | | Position H 3c
1 17_545/3100‘_’;“2 150.3 9 1.44 39.9
2 4.87 109.2 10 - 39.8
3 480 112.0 11 - 150.4
457s

4 - 147.7 12 469d,7.6 Hz | 108.2
5 2.00 52.7 13 1.73s 21.1

6 1.55 32.9 14 0.98s 16.6

7 1.92 45.7 15 1.69 s 24.8

8 1.67 26.8

Tab. 19: 'H- und "*C-NMR-Daten von (-)-AElemen (27) in CDCl;

2.2.11 Funf Furanocembranoide, ein Furanosesquiterpen und Sterole aus

der Koralle Sinularia asterolobata

Beschreibung
Sinularia asterolobata (nebenstehendes Foto), die zur
Familie Alcyoniidae gehort, lebt im Indo-Pazifik in Tiefen
bis zu 20 m. Sie hat einen kraftigen polypenfreien Stamm,
sich 2-3fach teilt

ausgezogene, Polypen besitzende, Aste bzw. Finger

der und sich weiter in lange

verzweigt. Da ihr Aussehen an einen Baum erinnert, wird

sie  auch Baum-Lederkoralle genannt.  Sinularia

asterolobata hat eine elfenbein bis hell lila Farbe.

Im Mai 2001 wurde die zu untersuchende Sinularia asterolobata in der Nahe von
Bali, Indonesien in einer Tiefe von 10-15 m gesammelt. Bislang wurden noch keine
Untersuchungsergebnisse uber Sekundarmetabolite aus Sinularia asterolobata

veroffentlicht.
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Aufarbeitungsschema

Korallenmaterial
496 g

Ethanol

Rohextrakt
23 g

1. H,O
2. Methylenchlorid

Methylenchloridextrakt
6.5¢
Si 60
I [l [l v V
230 mg 385 mg 71 mg 156 mg 139 mg
Si 60 ‘ Si 60 ‘ Si 60 Si 60 Si 60
| ‘ ||| 1
-1 -2 25 mg
135 mg -2 V-1 V-2
32 2mg -3 22 mg 3 mg 34 mg 16 mg
Si 60 45 mg 18 mg GC MS i 60
i
I-1a Si 60
63 mg 31
MPLC 30 11 mg
8 mg
33
14 mg

Abb. 69: Aufarbeitungsschema von Sinularia asterolobata

Strukturbestimmung

Im "H-NMR-Spektrum von Furanocembranoid 28 (Struktur von 28, Abb. 71) ist bei
7.23 ppm ein Singulett zu beobachten. Dieses Proton an C-5 zeigt im HMBC-
Experiment Crosspeaks zu C-3 (5 115.4 ppm), C-4 (5 130.2 ppm) und C-6 (5 149.2

ppm). Daraus ergibt sich als Strukturelement ein 2,5-Dihydrofuranring. Das Singulett
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des Protons an C-7 bei 5.09 ppm weist keinen Kopplungspartner auf. Die HMBC-
Crosspeaks zwischen dem Proton an C-7 und C-5 (6 139.3 ppm), C-6, C-8 (5 69.6
ppm) und C-9 (5 40.3 ppm) ergeben, dass eine Doppelbindung zwischen Position 6
und 7 liegt. Die "*C-Resonanz von C-8 deutet auf eine Hydroxyfunktion an dieser
Position hin. Dies wird durch Crosspeaks zwischen dem Proton der Hydroxygruppe
(6 4.93 ppm) und C-8, C-9, C-7 und C-19 (5 31.1 ppm) bewiesen. Daraus ergibt sich,
dass die Methlygruppe 19 an C-8 gebunden ist. Die Protonen an C-9 (5 2.88/1.81
ppm) zeigen im 'H,"H-COSY-Spektrum Crosspeaks zum Proton an C-10 (5 4.62
ppm). Die HMBC-Crosspeaks des Protons an C-10 mit C-11 (& 76.5 ppm), C-12
(6 127.5 ppm) und C-20 (6 167.7 ppm) weisen auf einen y-Lacton-Ring in dieser
Position hin. Die Doppelbindung 12,13 wird durch HMBC-Crosspeaks des Protons an
C-11 (6 5.27 ppm) zu C-12 und C-13 (6 147.1 ppm) festgelegt. Das Proton an C-13
(6 6.94 ppm) weist im 'H,"H-COSY-Experiment Crosspeaks zu den Protonen an
C-14 (5 2.47/2.13 ppm) auf, welche Crosspeaks zum Proton an C-1 (& 2.13 ppm)
zeigen. Letzteres koppelt aulRerdem zu den Protonen an C-2 (5 2.29/1.82 ppm). Der
HMBC-Crosspeak zwischen den Protonen an C-2 und dem Ketal-Kohlenstoffatom
C-3 schlieRt den Ring. Im 'H,'"H-COSY-Spektrum sind Kreuzsignale zwischen den
Protonen der Methylgruppe 22 (6 1.01 ppm, t, 7.0 Hz) und den Protonen an C-21
(6 3.15/3.08 ppm) zu erkennen. Es handelt sich um eine Ethoxyfunktion, die an C-3
gebunden ist. Die Crosspeaks im HMBC-Experiment zwischen C-3 und den
Protonen an C-21 bestatigen dies. Die Protonen der Methoxygruppe bei 3.58 ppm
weisen im HMBC-Spektrum einen Crosspeak zu dem Carbonyl-Kohlenstoffatom
C-18 (6 161.9 ppm) auf, das seinerseits mit dem Proton an C-5 koppelt. Die
Zuordnung der Acetylgruppe an C-11 wird durch die HMBC-Crosspeaks des
Carbonyl-Kohlenstoffatoms (3 170.0 ppm) der Acetylgruppe zu den Protonen der
Methlygruppe (6 2.01 ppm) der Acetylgruppe und dem Proton an C-11 bestatigt.
Auffallend sind im "H,'H-COSY-Experiment die Crosspeaks zwischen den Protonen
der Methylgruppe 17 (6 1.55 ppm) und den Doppelbindungsprotonen an C-16
(6 4.60/4.49 ppm). Die Protonen der Methylgruppe 17 zeigen im HMBC-Spektrum
Crosspeaks zu C-16 (5 112.0 ppm), C-15 (6 147.6 ppm) und C-1 (5 40.3 ppm), die
die Verknupfung der Isopropylidengruppe mit C-1 beweisen.

Die relative Konfiguration wird mithilfe eines ROESY-Experimentes bestimmt. Die
Crosspeaks zwischen dem Proton an C-5 und dem Proton an C-7 ergeben die cis-
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2.2 Untersuchung von marinen Organismen

Konfiguration der Doppelbindung 6,7. Die Protonen der Methylgruppe 19 weisen
NOEs zum Proton an C-7 und zu den Protonen an C-21 der Ethoxygruppe auf. Dies
zeigt, dass die Methylgruppe 19 und die Ethoxygruppe an C-3 a-orientiert sind. Die
Crosspeaks zwischen dem Proton an C-10 und dem Proton der Hydroxygruppe an
C-8, der Acetylgruppe an C-11 und der Methylgruppe 17 sprechen fir eine
Konfiguration von H-10, der Acetylgruppe an C-11 und der Isopropylidengruppe an
C-1. AuRerdem bestatigt die Kopplungskonstante im Bereich von Jip11~0 Hz
zwischen den Protonen an C-10 und an C-11 einen Diederwinkel von 90°, der auf
eine pseudo-trans-Stellung von H-10 zu H-11 deutet [198]. Der NOE zwischen dem
Proton an C-13 und dem Proton an C-11 weist auf eine (Z)-Konfiguration der
Doppelbindung 12,13 hin.

Das HR-ESI-Massenspektrum von 28 zeigt ein Molekllion bei m/z 499.1923
(IM+Na]") und bestétigt somit, das es sich um das neue (-)-3a-Ethoxyfuran-
cembranoid handelt, das allerdings ein Artefakt der Ethanol-Aufarbeitung des

Korallenextraktes ist.

Das Proton an C-5 (6 6.46 ppm) im Furanocembranoid 29 (Struktur von 29, Abb. 71)
zeigt im HMBC-Spektrum Crosspeaks zu C-3 (6 160.3 ppm), C-4 (5 114.9 ppm) und
C-6 (5 149.4 ppm), die einen dreifachsubstituierten Furanring bilden. Das "*C-NMR-
Signal von C-7 (& 74.4 ppm) in 29 weist durch seine Verschiebung auf eine
Acetylgruppe an C-7 hin. Bewiesen wird dies durch die HMBC-Crosspeaks des
Carbonyl-Kohlenstoffatoms der Acetylgruppe (6 170.2 ppm) zu den Protonen der
Methylgruppe der Acetylgruppe (6 2.16 ppm) und dem Proton an C-7 (6 6.25 ppm).
Eine weitere Auswertung der 2D-NMR-Experimente ergibt, dass der Rest der
Struktur von 29 sich nicht von Struktur 28 unterscheidet. Das HR-ESI-
Massenspektrum mit einem Molekilpeak bei m/z 513.1735 [M+Na]" bestatigt dies.

Durch das ROESY-Experiment kann die relative Konfiguration von 29 ermittelt
werden. Die Crosspeaks des Protons an C-10 (6 4.81 ppm) zu dem Proton an C-7
und dem Proton an C-9 (6 1.91 ppm) sowie der Crosspeak zwischen dem Proton an
C-7 zu dem an C-9 (6 1.91 ppm) ergeben, dass die Protonen an C-10, C-7 und C-9
(6 1.91 ppm) pkonfiguriert sind. Das Proton an C-1 (6 2.93 ppm) korreliert mit den
Protonen der Methylgruppe der Acetylgruppe an C-7, die zusatzlich einen Crosspeak

zu dem Proton an C-5 besitzen. Das Proton an C-5 zeigt einen NOE zu den
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Protonen der Methylgruppe 19 (6 1.20 ppm), die einen Crosspeak zu dem Proton an
C-11 (6 5.26 ppm) aufweisen. Daraus ergibt sich fur die Protonen an C-1, C-11, der
Methylgruppe 19 und der Acetylgruppe an C-7 eine o-Orientierung. Die pseudo-
trans-Standigkeit der Protonen an C-10 und C-11 wird durch die Kopplungskonstante
J10,11 = 0 Hz bestatigt [198]. Die Doppelbindung 12,13 ist (Z)-konfiguriert, was durch
den NOE zwischen den Protonen an C-11 und C-13 bewiesen wird. Es handelt sich

bei 29 um das neue Furancembranoid (-)-Danielid.

Der Vergleich der "*C-NMR-Daten von Furanocembranoid 30 mit (-)-115124
Epoxypukalid (14) zeigt bis auf die Signale C-11 und C-12 gute Ubereinstimmung. Im
Massenspektrum beobachtet man ein im Vergleich zu 14 um 16 Masseneinheiten
niedrigeres Molekiilion bei m/z 372. Die *C-Resonanzen von C-11 (8 148.0 ppm)
und C-12 (6 137.7 ppm) und das Proton an C-11 bei 7.06 ppm deuten auf ein
Doppelbindung zwischen Position 11 und 12 hin. Weiterhin sind im HMBC-Spektrum
die Kreuzsignale vom Proton an C-11 zu C-10 (& 77.8 ppm), C-12 und C-20 (5 174.0
ppm) sichtbar. Daher handelt es sich bei der Verbindung 30 um (+)-Pukalid. Der
Vergleich der "H-NMR-, *C-NMR-Daten und des Drehwertes mit den Literaturdaten
bestatigt dies [198]. (+)-Pukalid wurde zuvor bereits aus der Weichkoralle Sinularia
abrupta (Blowhole, Oahu) isoliert [215] und die absolute Konfiguration durch
Rontgenstrukturanalyse bestimmt [182]. (+)-Pukalid wirkt
als Antifoulingagens. Es unterbricht die Metamorphose
der Larve Balanus amphitrite zum festsitzenden Krebs
und verhindert dadurch den Befall durch sie [216]. Ebenso
weist (+)-Pukalid einen Schutz gegen marine Fralfeinde

auf. Erhalt der Zahnkarpfling Fundulus heteroclitas (+)-

Pukalid in Dosen groBer als 0.05 mg/g seines
. _ o Abb. 70: Festsitzender Krebs
Korpergewichtes, muss er sich Ubergeben [217]. auf Krabbenpanzer
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28

29

30

Abb. 71: Strukturen der aus Sinularia asterolobata isolierten Furanocembranoide 28-30

28 (DMSO-Dq) 29 (CDCly) 30 (CDCly)
Position H B¢ H B¢ H 3¢
1 213 403 2.93 423 3.53 406
2.29 dd. 3.40 3.03 dd,
18.3/12.8 Hz
2 14.3/7.6 380 | 273dd 30.3 32.4
1.82 15.3/9.3 2.85 dd,
: -3/9. 18.3/2.6 Hz
3 i 115.4 i 160.3 i 160.3
4 i 130.2 i 114.9 i 113.8
5 7235 1393 | 6465 108.4 6.35s 106.5
6 i 149.2 149.4 i 148.2
7 500 1182 | 6.25s 74.4 405s 55.0
8 i 69.6 i 743 i 57.0
2.49 dd.
. 2.88 103 2.13 o, | 14BATHZ |
1.81 ' légl/gdé ' 214 dd, '
4/6. 14.8/2.9 Hz
10 462 78.9 4.81 78.9 514 778
11 527 s 76.5 5.26 5 76.4 7.06s 148.0
12 i 1275 i 127.6 i 137.7
6.77 dd,
13 6.94 1474 | SITA0 1 1488 2.38 228
14 247/213 | 318 | 3.38/237 | 306 1.79/1.01 32,5
15 i 147.6 i 147.0 i 145.9
460s 518 s
16 112.0 | 4.88/4.83 | 110.7 113.2
449s 4.90s
17 1555 17.9 181s 217 176s 18.7
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18 - 161.9 - 163.7 - 164.2
19 1.26's 31.1 1.20's 22.8 0.99 s 19.9
20 - 167.7 - 167.5 - 174.0
CH;-O 3.58's 51.3 3.78s 51.5 3.76 s 51.3
21 3.15/3.08 57.6 - - - -
22 1.01t,7.0Hz | 15.1 - - - -
CH5;-COO-7 - - - 170.2 - -
CH;-COO-7 - - 2.16s 21.0° - -
CH5-CO0-11 - 170.0 - 170.5 - -
CH;-COO-11 2.01s 20.7 2.04s 2092 - -
HO-8 493s - - - - -

Tab. 20: 'H- und "*C-NMR-Daten von (-)-3a-Ethoxyfurancembranoid (28), (—)-Danielid (29) und
(+)-Pukalid (30) in DMSO-Dg und CDCl3; 3) Zuordnungen austauschbar

Das Furanocembran 31 (Struktur von 31, Abb. 72) zeigt ahnliche NMR chemische
Verschiebungen wie Pukalid (30). Aus dem Massenspektrum ergibt sich eine um 58
Einheiten erhohte Molekiilmasse (m/z 430) und aus dem "*C-NMR-Spektrum ist die
Anwesenheit einer zusatzlichen Acetylgruppe (6 170.5/170.3 ppm, 20.6 ppm, eine
Zuordnung der "*C-NMR-Signale von C-20 und CH3COO-13 ist nicht mdglich)
ersichtlich. Die Verknupfung der Acetylgruppe an Position 13 lasst sich Uber die
Korrelation des Protons an C-13 (& 5.81 ppm) und des Carbonyl-Kohlenstoffatoms
der Acetylgruppe aus dem HMBC-Spektrum entnehmen. Unterstitzt durch den
Vergleich der spektralen Daten und des Drehwertes mit den Literaturwerten kann 31
als (+)-13a-Acetoxypukalid identifiziert werden. (+)-13a-Acetoxypukalid wurde das
erste Mal in der Weichkoralle Sinularia polydactyla (Palm Islands, Australien)
gefunden [198]. Es zeigt in vitro gegen einen chloroquinresistenten Stamm von
Plasmodium falciparum maRige Aktivitdt mit einem ICsy von 109 pM [218] und
Antifoulingaktivitat gegenuber Cypris-Larven Balanus amphitrite mit einem MIC von
0.1 ppm. Damit ist (+)-13a-Acetoxypukalid aktiver als die effizienten Antifoulingmittel
Kupfersulfat und Bistributylzinnoxid und konnte eine neue Moglichkeit zur
Bekampfung des ,Biofoulings® darstellen. Die umweltschadigende Verbindung TBT,
die weltweit gegen den unerwilnschten Aufwuchs vor allen an Schiffen durch z. B.
Bakterien, Algen, Seepocken, Muscheln und Réhrenwirmer ihre Verwendung findet,
wird in den nachsten Jahren verboten. Deswegen sucht man alternative Substanzen,
um die Bildung von komplexen Schichten verhindern zu kdnnen und beispielsweise

Oberflachenkorrosionen von Schiffen, Kraftwerkskihlsystemen und Rohrleitungen,
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die im Seewasser sind, zu unterbinden. Auflierdem verringert der Bewuchs bei
Schiffen die Geschwindigkeit, wodurch der Kraftstoffverbrauch steigt, was
letztendlich zu hoheren Emissionen von Treibhausgasen und Zusatzkosten flhrt
[220]. Die Antifoulingaktivitat von (+)-13a-Acetoxypukalid gegen die Blaue Muschel
Mytilus edulis ist nur gering [219].

Aus dem Massenspektrum erhalt man fir 32 eine Molekilmasse von m/z 430 ([M]").
Die Auswertung der NMR-Spektren ergibt, dass 32 im Vergleich zu 29 ein Epoxid
zwischen Position 7 und 8 besitzt. Dies bestatigen die ">*C-Resonanzen von C-7 und
C-8 bei 54.3 und 56.7 ppm sowie die HMBC-Crosspeaks der Protonen der
Methylgruppe 19 (6 1.19 ppm) mit C-7, C-8 und C-9 (6 40.5 ppm). Die Struktur des
Furanocembranoids 32 ergibt sich aus dem Vergleich der spektroskopischen und
physikalischen Daten mit den Literaturwerten [198]. Verbindung 32 wurde das erste
Mal aus der Weichkoralle Sinularia polydactyla (Palm Islands, Australien) isoliert,
besitzt fischabweisende Eigenschaften ab einer Konzentration von 2%
Trockengewicht und verhindert somit, dass die Koralle von Fischen gefressen wird.

In den Spitzen der Polypen betragt die Konzentration an 32 sogar 12 Prozent [221].

Abb. 72: Strukturen der aus Sinularia asterolobata isolierten Furanocembranoide 31-32
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tieffeldverschobenen

31 32
Position 'H 3¢C H 3¢C
1 3.93 36.8 2.92 41.0
3.02 dd, 3.60 dd,
18.6/12.8 Hz 15.5/4.9 Hz
2 34.2 30.6
2.86 dd, 2.99 dd,
18.6/2.7 Hz 15.5/5.2 Hz
3 - 160.0 - 160.0
4 - 114.1 - 114.3
5 6.37 s 106.8 6.39 s 108.0
6 - 148.1 - 147.7
7 4.06s 54.9 394s 54.3
8 - 56.7 56.7
2.54 dd,
2.51 15.3/3.6 Hz
9 39.8 40.5
2.16 1.88 dd,
15.3/3.0 Hz
10 5.21 77.6 4.60 80.8
11 7.26 s 150.9 559 s 73.9
12 - 134.9 - 123.7
6.68 dd,
13 581d,62Hz| 688 | . po, 7 | 1523
14 2.49/1.25 35.9 4.01/2.66 30.6
15 - 148.9 - 144.9
497 s 4.86s
16 110.9 112.6
485s 4.61
17 1.86s 20.7 172s 23.3
18 - 164.0 - 163.9
19 094s 19.7 1.19's 21.3
20 - 170.5? - 168.2
CH;-0 3.76s 51.4 3.76 s 51.4
CH;-CO0-11 - - - 170.6
CH,-CO0-11 - - 2.05s 21.0
CH3-CO0-13 - 170.3? - -
CH,-CO0-13 197 s 20.6 - -

Tab. 21: "H- und "*C-NMR-Daten von (+)-13a-Acetoxypukalid (31) und
Furanocembranoid 32 in CDCls; 3 Zuordnung austauschbar

Singuletts  bei

7.88

und 6.49 ppm Protonen

Im 1H-NMR-Spektrum des Furanosesquiterpens 33 sind die zwei am starksten

eines
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zweifachsubstituierten Furanrings. Beide zeigen im HMBC-Experiment Crosspeaks
zu den zwei quartaren Kohlenstoffatome C-3 (5 120.3 ppm) und C-5 (6 154.6 ppm).
An die zwei Protonen des Furanrings schlieBt im 'H-NMR-Spektrum der
Doppelbingungsbereich mit 5 Protonen an. Das Singulett des Doppelbindungs-
protons an C-1° (6 6.04 ppm) zeigt im HMBC-Experiment Crosspeaks zu C-2’
(6 140.6 ppm), C-3’ (6 40.3 ppm) und C-9" (& 18.7 ppm). Des Weiteren ist eine
Korrelation des Doppelbindungsprotons an C-1" zum Kohlenstoffatom C-4 (5 106.7
ppm, 3J—Kopplung) zu erkennen, die die Verknupfung der Seitenkette an den
Furanring in Position 5 bestatigt. Im 'H,"H-COSY-Experiment zeigen die Protonen an
C-3’ (6 2.22 ppm) Crosspeaks zu denen an C-4’ (5 2.32 ppm), die ebenfalls Kreuz-
signale mit dem Doppelbindungsproton an C-5 (3 5.46 ppm) ergeben. Die Zu-
ordnung der Methylgruppe 10’ erfolgt durch die HMBC-Crosspeaks zwischen den
Protonen der Methylgruppe 10’ (6 1.73 ppm) und C-5" (6 131.7 ppm), C-6" (6 134.5
ppm) und C-7’ (6 141.3 ppm). Das Doppelbindungsproton an C-7’ (5 6.34 ppm) zeigt
im "H,"H-COSY-Spektrum Kreuzsignale zu den Doppelbindungsprotonen an C-8’
(6 5.07/4.92 ppm). Aullerdem sind im 'H-NMR-Spektrum die Protonen einer
Methoxygruppe bei 3.81 ppm zu erkennen, die im HMBC-Experiment eine
Korrelation zu einem Carbonyl-Kohlenstoffatom bei 163.7 ppm zeigt, das an die
Position 3 des Furanrings geknupft ist. Das Molekilion m/z 260 ([M]7") ist im
Massenspektrum zu sehen. Ausgehend von den in der Literatur angegebenen H-
und "*C-Daten handelt es sich bei diesem Furanmethlyester um (1’E,5'E)-5-(2,6'-
Dimethylocta-1’,5’,7’-trienyl)-furan-3-carbonsaurmethylester, der bereits aus der
Weichkoralle Sinularia capillosa (Magnetic Island, Townsville, Australien) bekannt ist
[222].

Abb. 73: Struktur des aus Sinularia asterolobata isolierten Furanosesquiterpens 33
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Position | 'H | '®C | | Position H 3c
2 7.885s | 1455 5 oo dd 1317
3 - | 1203 6 i 134.5
4 6.49s | 106.7 7 11413
5 - 154.6 8 >07d, 7.4 Hz 110.8
4.92d,10.7 Hz
1 6.045s | 1136 3 196 s 187
s - [ 1406 10° 173s 117
3 222 | 403 17 i 163.7
& 232 | 267 2" 381s 515

Tab. 22: 'H- und *C-NMR-Daten von Furanosesquiterpen 33 in CDCl,

Das "H-NMR-Spektrum von Fraktion Ill-1 zeigt, dass es sich um ein Sterolgemisch
handelt, dessen Hauptkomponenten nach Trimethylsilylierung durch GC-MS-Analyse
als Trimethylsilylcholesterol (C30Hs540Si, m/z 458), Trimethylsilylfecosterol
(C31H540Si, m/z 470), Trimethylsilylgorgosterol (TMS-11) (Cs3Hss0Si, m/z 498) und
Trimethylsilylstigmasterol (C32Hs560Si, m/z 484) bestimmt wurden.

2.2.12 Sechs Capnellene, ein Pracapnellen und Sterole aus der Koralle

Dendronephthya rubeola

Beschreibung

Dendronephthya rubeola besitzt einen kurzen Stamm, der sich baumartig verzweigt.
Der Stamm wie auch die Aste sind fast frei von Polypen; diese sind in Gruppen auf
den Spitzen der Seitenzweige konzentriert, so dass sie ein blumenkohldhnliches
Aussehen erhalten. Aus diesem Grund wird sie auch ,Blumenkohlkoralle” genannt.
Die Polypen kénnen nicht vollstandig eingezogen werden. Jeder Polyp ist durch
grolde, dornige, uber 1 mm lange Skleriten, die sich auf der Aufenhaut des
Polypenstammes befinden, geschitzt. Die Farbgebung dieser durchscheinenden
Korallenart reicht von violett Uber hellrot bis hin zu orange-gelb. Es handelt sich um
eine nachtaktive Spezies, die tagsuber zusammensinkt und sich zu einem Ball
einrollen kann. Nachts expandieren sich die Kolonien zum Planktonfang und kénnen

bis zu 1 m gro® werden. lhre GroRe verandern die Korallen durch Ein- und
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Auspumpen von Wasser mithilfe ihrer gastrovaskularen Kanale. Entleert die Koralle
diese schlauchformigen, wassergefullten Hohlrdume im Stamm, dann sinkt die

Kolonie in sich zusammen und ihr Volumen verringert sich erheblich [172].

|
=

SL— =

Abb. 74: Nachtaufnahme einer Dendronephthya sp. [235] (links); Zu untersuchende
zusammengerollte Dendronephthya rubeola am Tag (rechts)

Sie gehort zu den Tiefenkorallen, die in schattigen bis dunklen Bereichen im Riff
leben [223]. Dies konnen z.B. schattige Stellen von Unterhdhlungen oder an
Riffkanten von Uberhdngen sein. Sie konnen aber auch von Héhlendecken
herabhangen. Da es sich bei dieser Spezies um eine nachtaktive Tiefseekoralle
handelt, beherbergen sie auch keine Zooxanthellen. Sie werden deswegen auch als
azooxanthellate Korallen bezeichnet, fur die neben den schonen und kraftigen
Farben ein deutlich langsameres Wachstum als bei Korallen aus der Lichtzone z. B.
Nephthea sp. typisch ist. Dendronephthya rubeola lebt im Roten Meer und Indo-
Pazifik. Sie gehort als baumchenformige Weichkoralle zur Familie Nephtheidae.

In der Nahe von Bali, Indonesien wurde im Mai 2001 die zu untersuchende blaue
Dendronephthya rubeola gefunden. Von dieser Spezies sind bis jetzt keine

Untersuchungsergebnisse tiber Sekundarmetabolite publiziert worden.
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Aufarbeitungsschema

Korallenmaterial
258 g

i Ethanol

Rohextrakt
139

1. HO
2. CH.Cl,

Methylenchlorid-Extrakt

6.39
Si 60
| I i W, Vv Vi
34 mg 336 mg 56 mg 434 mg 139 mg 47 mg
‘Si60 SiGO‘ SiGO‘ SiGO‘ SiGO‘ SiGO‘
38 | | 37 | | 39 36
9 mg 11-1 11-2 1Bmg vy V-2 24 mg 10mg
68 mg 15 mg 262 mg 15 mg
Si 60 ‘ Si 60 ‘
40 I-1a IV-1-a IV-1b
22 mg 30 mg 89 mg 21 mg
GOMS ‘ ‘ HD-Sil-15-60
T™S-9 | |
TMS-11 34 35
11 mg 9 mg

Abb. 75: Aufarbeitungsschema von Dendronephthya rubeola

Strukturbestimmung

Im "H-NMR-Spektrum des Capnellens 34 (Struktur von 34, Abb. 76) sind zwei
Singuletts bei 1.06 und 1.24 ppm fir die Methylgruppen 14 und 15 zu sehen, die

beide an das quartare Kohlenstoffatom C-1 (6 46.0 ppm) gebunden sind. Dies zeigen

die HMBC-Crosspeaks der Protonen der Methlygruppen 14 und 15 mit C-1, C-2

(6 84.3 ppm), C-11 (6 60.4 ppm) und ihre Kreuzsignale untereinander. Die
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3C-Resonanz von C-2 und der Crosspeak im HMBC-Spektrum zwischen dem
Proton an C-2 (6 4.85 ppm) und einem Carbonyl-Kohlenstoffatom weist auf eine
Acetylgruppe an C-2 hin. Das Proton an C-2 koppelt im 'H,'"H-COSY-Experiment mit
den Protonen an C-3 (6 2.02/1.74 ppm). Im HMBC-Spektrum existieren Crosspeaks
zwischen den Protonen an C-3 und den Kohlenstoffatomen C-4 (6 51.0 ppm) und
C-11, die den A-Ring schlielen. Die Protonen an C-3 zeigen des Weiteren HMBC-
Crosspeaks zu C-5 (6 41.4 ppm) und C-13 (5 72.9 ppm). Die C-13 Resonanz weist
eine Verschiebung ins tiefe Feld auf, die einen Acetyl-Substituenten nahe legt. Im
HMBC-Experiment sieht man eine Korrelation der Protonen an C-13 (6 3.89/3.83
ppm) mit dem Carbonyl-Kohlenstoffatom der Acetylgruppe. Im 'H,"H-COSY-
Spektrum sind Crosspeaks zischen den Protonen an C-5 (5 1.83/1.55 ppm) und dem
Proton an C-6 (5 2.46 ppm) zu erkennen. Im 'H-NMR-Spektrum fillt das Singulett bei
4.78 ppm auf, das im HMQC-Experiment keinem Kohlenstoffatom zugeordnet
werden kann und daher das Proton einer Hydroxygruppe ist. Die Position dieser
Hydroxygruppe an C-10 wird durch die HMBC-Crosspeaks zwischen dem Proton der
Hydroxygruppe und C-10 (6 88.3 ppm), C-11, C-6 (6 49.5 ppm) und C-9 (6 157.5
ppm) bestatigt. Somit ist die Konnektivitat C-11/C-10/C-6/C-5/C-4 des B-Ringes in 34
festgelegt. Das 'C-Signal von C-9 bei 157.5 ppm lasst auf ein quartdres
Kohlenstoffatom einer Doppelbindung schlieBen. Bewiesen wird dies durch die
HMBC-Crosspeaks der Protonen der endstandigen Doppelbindung (6 5.34/5.30 ppm)
mit C-9, C-10 und C-8 (6 74.8 ppm). Der C-Ring wird durch die Crosspeaks im 'H,"H-
COSY-Spektrum zwischen dem Proton an C-8 (& 5.59 ppm) und den Protonen an
C-7 (5 2.24/1.45 ppm) und diese mit dem Proton an C-6 geschlossen. Auf Grund der
Tieffeldverschiebung von C-8- und 'H-Signal von H-8 bei & 5.76 ppm (CDCls) ist die
dritte Acetylgruppe an C-8 geknlpft [224]. Das Grundgerist von 34 sind 3
miteinander verknupfte 5 Ringe mit einer exo-standigen Doppelbindung an C-9 —
dem Capnellen.

Die relative Konfiguration wird durch ein ROESY-Experiment bestimmt. Die Protonen
der Methylgruppe 14 zeigen ROESY-Crosspeaks zum Proton an C-3 (& 1.74 ppm)
und zu den Protonen an C-13. Letztere wechselwirken mit dem Proton an C-11,
welches wiederum NOEs zum Proton an C-2 und dem Proton an C-7 (& 1.45 ppm)
aufweist. Daraus ergibt sich, dass die Protonen H-2, H-3 (6 1.74 ppm), H-7 (5 1.45
ppm), H-11, die Methylengruppe C-13 und die Methylgruppe 14 fkonfiguriert sind.
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Die Protonen der Methylgruppe 15 zeigen dagegen NOEs zum Proton an C-3 (6 2.02

ppm), dem Proton an C-5 (6 1.83 ppm), dem Proton an C-7 (6 2.24 ppm) und dem an

C-6. AuRerdem werden ROESY-Crosspeaks vom Proton an C-6 zum Proton an C-8

sowie zu dem Proton der Hydroxygruppe an C-10 deutlich. Dies bestatigt die
a-Orientierung von H-3 (6 2.02 ppm), H-5 (5 1.83 ppm), H-6, H-7 (5 2.24 ppm), H-8,
der Hydroxygruppe an C-10 und der Methylgruppe 15.
Das HR-ESI-Massenspektrum zeigt ein Molekilion bei m/z 417.1879 ([M+Na]®). Im

El-Massenspektrum hingegen wird das lon bei m/z 334 beobachtet, was auf eine

Abspaltung von Essigsaure hindeutet ([M-AcOH]"). Damit handelt es sich bei 34 um

das neue (-)-2¢,8,13-Triacetoxy-A*"?-capnellen-10a-ol.

34

Abb. 76: Struktur des aus Dendronephthya rubeola isolierten
(-)-2a,83,13-Triacetoxy-A*"?-capnellen-10a-ols (34)

34 (DMSO-De) 34 (CDCls)
Position H B¢C H B¢c
1 - 46.0 - 46.7
2 4.85 84.3 4.93 85.6
3 - 422 206 43.0
1.74 dd, - :
14.5/2.2 Hz 1.92-1.86
4 - 51.0 - 51.5
1.83 dd,
14.2/9.9 Hz 1.92-1.86
5 41.4 41.7
1.55 dd, 1.67
14.2/7.1 Hz
6 2.46 49.5 2.64 50.0
2.24
7 345 2.32/1.62 35.2
1.45 -
8 5.59 74.8 5.76 75.1
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9 - 157.5 - 158.9

10 - 88.3 - 89.9

11 2.13s 60.4 2.23s 61.0

12 534 113.4 5.47 brs 115.3

5.30s
i3 3.89d, 10.3 Hz g 3.93d, 10.4 Hz .y
3.83d,10.3 Hz 3.88d, 10.4 Hz

14 1.06 s 24.4 1.13's 24.6

15 124 s 22.8 1.28's 23.1
CH5C00-2 - 170.1 " - 170.7 ®
CH,;C00-2 1.99s? 20.9° 2.04s9 213"
CH;C0O0-8 - 169.9 - 170.6 ©
CH,CO0-8 1.98s? 20.7 % 2.02s9 212"
CH;C0O0-13 - 170.6 - 171.4
CH;C00-13 1.97s? 20.9° 201s9 209"

HO-10 4.78s - - -

—

Tab. 23: 'H- und *C-NMR-Daten von —)-2a,8,8,13-Triacetoxy-A9(12)-capnellen-1Oa-ol (34)
in DMSO-Dg und CDClg; 2 ** 929 Zyordnungen austauschbar

Capnellen 35 besitzt dieselbe Molekilmasse wie 34 und zeigt bis auf deutliche
Abweichungen der '*C-Resonanzen von C-2, C-3, C-13 und C-14 eine gute
Ubereinstimmung. Die Griinde fiir die Abweichungen sind die zwei Acetylgruppen,
die in 35 nicht an C-2 (5 42.6 ppm) und C-13 (6 31.4 ppm), sondern an C-3 (5 82.6
ppm) und C-14 (6 71.8 ppm) gebunden sind. Die Korrelation im HMBC-Spektrum
zwischen dem Proton an C-3 (5 4.61 ppm) und dem Carbonyl-Kohlenstoffatom der
Acetylgruppe (6 169.9 ppm) an C-3 sowie den Crosspeaks zwischen den Protonen
an C-14 (5 3.99/3.86 ppm) mit dem Carbonyl-Kohlenstoffatom der Acetylgruppe
(8 170.4 ppm) an C-14 bestatigen dies. Die Strukturaufklarung mittels 'H,"H-COSY-,
HMBC- und HMQC-Experimenten zeigt, das es sich um ein A%'?-Capnellen handelt,
dessen relative Konfiguration mit dem ROESY-Spektrum festgelegt wird. Die
Protonen an C-14 weisen NOE-Korrelationen zum Proton an C-2 (6 1.93 ppm), dem
Proton an C-3 (6 4.61 ppm), dem Proton an C-11 (5 2.05 ppm) und den Protonen der
Methylgruppe 13 (6 1.11 ppm) auf. Fur die Protonen der Methylgruppe 13 sind
ebenfalls Crosspeaks zum Proton an C-5 (6 0.91 ppm) und zum Proton an C-7
(6 1.41 ppm) zu beobachten. Daher sind H-2 (6 1.93 ppm), H-3, H-5 (6 0.91 ppm),

H-7 (6 1.41 ppm), H-11, die Methylengruppe 14 und die Methylgruppe 13 f-orientiert.
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Die a-Konfiguration der Methylgruppe 15, der Hydroxygruppe an C-10, H-8, H-7
(6 2.30 ppm), H-6, H-5 (6 2.10 ppm) und H-2 (3 1.66 ppm) zeigen die ROESY-
Crosspeaks der Protonen der Methylgruppe 15 (3 1.28 ppm) zum Proton an C-2
(6 1.66 ppm), zum Proton an C-5 (5 2.10 ppm), zum Proton an C-7 (5 2.30 ppm) und
zu dem an C-6 (6 2.36 ppm). Aullerdem kann man NOEs vom Proton an C-6 zum
Proton an C-8 (6 5.62 ppm) und zum Proton der Hydroxygruppe an C-10 (5 4.66
ppm) beobachten. Daher handelt es sich bei 35 um das neue Capnellen
(+)-3¢,83,14-Triacetoxy-A*"?-capnellen-10c-ol. Aus der Literatur ist die Verbindung
3/3,8,14-Triacetoxy-A*"?-capnellen-10c-0l bekannt, die Sheikh et al. durch
Acetylierung von  A°'-Capnellen-33,85,10¢,14-tetrol  erhielten  [225]. Die
unterschiedliche Konfiguration an C-3 wird durch die Protonenverschiebung
(Ad = + 0.41) deutlich. Vergleicht man aulerdem die Kopplungskonstanten von H-3
(5 5.08 ppm, CDCls, dd, 10.6, 5.6 Hz) in 3-Acetoxy-A*"?-capnellen-88,10a.,14-triol
mit denen von 35 (6 4.74 ppm, CDCls, dd, 5.9, 2.2 Hz) wird die a-Konfiguration der
Acetylgruppe an C-3 bestatigt [90].

AcO

35

Abb. 77: Struktur des aus Dendronephthya rubeola isolierten
(+)-3a,83,14-Triacetoxy-A*"?-capnellen-10c-ols (35)

35 (DMSO-Ds) 35 (CDCly)
Position H B¢c H B¢C
1 - 45.4 - 46.2
1.93 dd,
13.5/6.4 Hz 2.03
2 426 437
1.66 dd, 1.66
13.5/3.3 Hz
4.74 dd,
3 4.61 82.6 59122 Ly 83.1
4 - 523 - 53.6
2.10 dd,
. 14004H | 214 -
0.91 dd, T iasmere |
14.0/7.2 Hz B
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6 2.36 49.9 2.52 50.7
7 2.30/1.41 34.6 2.40/1.55 35.3
8 5.62 74.6 5.76 75.1
9 - 157.0 - 157.7
10 - 88.2 - 89.3
11 2.05s 60.9 210s 62.0
12 5265 111.7 534 113.0
5.22s 530 s
13 1.11s 31.4 1.14's 31.2
» 3.99d, 10.6 Hz . 4.08d, 10.7 Hz a1
3.86 d, 10.6Hz 3.85d, 10.7 Hz
15 1.28s 20.3 1.355s 21.1
CH;C00-3 . 169.9 - 170.3
CH;C00-3 2.02° 21.0? 2.08° 2119
CH;CO0-8 . 170.2 - 170.7
CH,CO0-8 2.02° 20.9"° 2.08° 21.3
CH;COO0-14 - 170.4 - 171.2
CH,COO0-14 201 20.7 2.04° 21.0?
HO-10 4.66s - - -

Tab. 24: 'H- und *C-NMR-Daten von (+)-3¢,83,14-Triacetoxy-A*"?-capnellen-10a-ol (35)
in DMSO-Dg und CDCl3; @ *» 99 Zyordnungen austauschbar

Die Auswertung der NMR-Spektren zeigt, dass 36 ein A°'?-Capnellen mit zwei
Acetoxy- und zwei Hydroxygruppen ist. Aus dem ESI-MS ergibt sich eine um 42
kleinere Molekiilmasse (m/z 375.1785 [M+Na]") als bei 35. Der Vergleich der *C-
NMR-Verschiebungen von 36 mit 35 weist eine Veranderung an C-7, C-8, C-9 und
C-12 auf, die durch die Abwesenheit der Acetylgruppe am Sauerstoff von C-8 in 36
entsteht. Im 1H-NMR-Spektrum von 36 ist bei 4.93 ppm ein Singulett zu erkennen,
das dem Proton der Hydroxygruppe an C-8 zuzuordnen ist. Sie zeigt im HMBC-
Experiment Crosspeaks zu C-8 (6 71.8 ppm), C-7 (3 38.0 ppm) und C-9 (5 161.4
ppm).

Aus dem ROESY-Spektrum kann die relative Konfiguration von 36 bestimmt werden.
Die Protonen der Methylengruppe 14 (& 3.95/3.86 ppm) weisen Crosspeaks zum
Proton an C-2 (6 1.92 ppm), dem Proton an C-3 (6 4.60 ppm), dem Proton an C-11
(6 2.04 ppm) und den Protonen der Methylgruppe 13 (6 1.12 ppm) auf. Letztere
korrelieren mit dem Proton an C-5 (5 0.93 ppm) und dem Proton an C-7 (5 1.24 ppm).

Das Proton an C-7 (& 1.24 ppm) zeigt ein weiteres Kreuzsignal zum Proton der
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Hydroxygruppe an C-8. Dies spricht dafiir, dass die Methylgruppe 13, die
Methylengruppe 14, die Hydroxygruppe an C-8, H-2 (6 1.92 ppm), H-3, H-5 (6 0.93
ppm), H-7 (6 1.24 ppm) und H-11 fkonfiguriert sind. Die a-Orientierung von H-2
(6 1.67 ppm), H-5 (& 2.12 ppm), H-6, H-7 (& 2.16 ppm), H-8, der Hydroxygruppe an
C-10 und der Methylgruppe 15 wird festgelegt durch die NOEs von den Protonen der
Methylgruppe 15 (5 1.29 ppm) zu dem Proton an C-2 (5 1.67 ppm), C-5 (6 2.12 ppm),
C-6, C-7 (6 2.16 ppm) und zum Proton der Hydroxygruppe an C-10 (6 4.40 ppm),
wobei diese einen Crosspeak zum Proton an C-8 (5 4.53 ppm) zeigt.

Die Struktur von 36 kann somit als das neue (+)-3a,14-Diacetoxy-A*"?-capnellen-
8/,10a-diol angegeben werden. Sie ist dem bereits bekannten 3/,14-Diacetoxy-
A%"?_capnellen-83,10a-diol aus der Koralle Capnella imbricata (Laing Island, Papua-
Neuguinea) sehr ahnlich [224]. Der Unterschied der beiden Strukturen besteht nur in
der Konfiguration an Position 3. Die Kopplungskonstanten von H-3 (CDClIs;, dd, 6.0,
2.1 Hz) in 36 weicht von der in 3/,14-Diacetoxy-A*"?-capnellen-8,10a-diol (CDCls,
dd, 9,9 Hz) ab. Dies bestatigt die a-Konfiguration der Acetoxygruppe an C-3 in 36.

36

Abb. 78: Struktur des aus Dendronephthya rubeola isolierten
(+)-3a,14-Diacetoxy-A""?-capnellen-83,10 o-diols (36)
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36 (DMSO-De) 36 (CDCls)
Position H B¢c 'H 3¢C
] ] 45.0 . 46.0
1.92 dd,
13.5/6.7 Hz 2.04
2 426 43.9
1,67 dd, 167
13.5/41 Hz
4.60 dd, 473 dd,
3 6.3/4.1 Hz 82.5 6.0/2.1 Hz 83.0
4 i 53.0 i 54.2
2.21dd,
] 212 o 14.0/9.3 Hz "
g | 7 e |
-5/5. 14.0/6.8 Hz
6 2.25 496 2.48 50.4
7 2.16/1.24 38.0 2.39/1.46 38.5
8 453 71.8 478 735
9 i 161.4 i 161.4
10 i 88.1 i 89.3
11 2045 61.0 216 61.7
5125 530s
12 107.5 109.5
507s 5225
13 112s 314 115s 312
3.95d, 10.7 Hz 4.06d, 10.7 Hz
14 717 73.2
3.86d, 10.7 Hz 3.84d, 10.7 Hz
15 1.29s 203 137 s 213
CHsC00-3 i 170.0 i 171.3
CH,C00-3 2.01 20.9 2.07s 21.0
CH,C00-14 i 170.5 i 170.2
CH,C0O-14 2.02 207 2.07s 21.0
HO-8 | 4.93d, 55 Hz i i ]
HO-10 440 s ] i ]

Tab. 25: 'H- und "*C-NMR-Daten von (+)-3¢,14-Diacetoxy-A*"?-capnellen-8 3,10 a-diol (36)
in DMSO-Dg und CDCl;

Aus den NMR-Daten von 37 (Struktur von 37, Abb. 79) geht hervor, dass es sich bei
dieser Verbindung wiederum um ein A°'?-Capnellen handelt, das zwei Acetoxy- und
eine Hydroxygruppe besitzt. Die Hydroxygruppe ist an das Kohlenstoffatom 10
gebunden. Dies zeigen die Crosspeaks im HMBC-Spektrum zwischen dem Proton

der Hydroxygruppe (5 4.57 ppm) und C-10 (& 88.9 ppm, 2J-Kopplung), C-11 (5 66.3
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ppm) und C-6 (6 50.2 ppm). Der HMBC-Crosspeak vom Proton an C-3 (6 4.66 ppm)
mit dem Carbonyl-Kohlenstoffatom (3 170.2 ppm) beweist die Position einer
Acetoxygruppe an C-3. Die chemische Verschiebung des Protonensignals an C-8 bei
5.69 ppm (CDCI3) bestatigt die Verknlpfung der zweiten Acetoxygruppe an C-8,
denn bei Capnellen 36 mit freier Hydroxygruppe an dieser Stelle befindet sich die
H-8 Resonanz bei 4.78 ppm (CDCls).

Mithilfe eines ROESY-Experiments kann die relative Konfiguration von 37 ermittelt
werden. Die Protonen der Methylgruppe 14 (5 1.07 ppm) korrelieren mit dem Proton
an C-2 (6 1.71 ppm), C-3 und C-11 (6 1.85 ppm), das zusatzlich einen Crosspeak zu
den Protonen der Methylgruppe 13 (6 1.21 ppm) zeigt. Des Weiteren weisen die
Protonen der Methylgruppe 13 NOEs zum Proton an C-5 (5 0.92 ppm) und zum
Proton an C-7 (& 1.42 ppm) auf. Daraus ergibt sich, dass die Protonen der
Methylgruppe 13 und 14 sowie das Proton an C-2 (& 1.71 ppm), an C-3, an C-5
(6 0.92 ppm), an C-7 (6 1.42 ppm) und an C-11 auf der S-Seite von 37 liegen. Aus
dem ROESY-Spektrum kann man ebenso entnehmen, dass die Protonen der
Methylgruppe 15 (6 1.27 ppm) mit dem Proton an C-2 (5 1.84 ppm) und dem Proton
an C-5 (6 2.15 ppm) wechselwirken. Letzteres zeigt ein Kreuzsignal mit dem Proton
der Hydroxygruppe an C-10. Weitere NOEs des Protons der Hydroxygruppe an C-10
gehen zum Proton an C-8 (6 5.58 ppm), C-6 (6 2.28 ppm) und zum Proton an C-7
(6 2.26 ppm). Fur die Methylgruppe 15, die Hydroxygruppe an C-10, das Proton an
C-2 (6 1.84 ppm), C-5 (6 2.15 ppm), C-6, C-7 (6 2.26 ppm) und C-8 ergibt sich
dadurch die a-Konfiguration.

Bei Verbindung 37 handelt es sich somit um das neue (+)-3¢,8/Diacetoxy-A%"?-
capnellen-10¢-ol. Bekannt ist 33,8 4-Diacetoxy-A*"?-capnellen-10a-ol aus der Koralle
Capnella imbricata (Laing Island, Papua-Neuguinea), mit der inversen Konfiguration
an C-3 [224]. Dies bestatigt der Vergleich der Kopplungskonstanten von H-3 (CDCls,
dd, 5.5, 5.7 Hz) in 37 mit denen von H-3 (CDCls, dd, 7.0, 10.0 Hz) in 3584
Diacetoxy-A*"?-capnellen-10a-ol [226].
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Abb. 79: Struktur des aus Dendronephthya rubeola isolierten
(+)-3,8Diacetoxy-A*"?-capnellen-10a-ols (37)

37 (DMSO-De) 37 (CDCls)
Position H B¢ H 3c
1 - 40.9 - 415
1.84
2 1.71 dd, 46.6 1.81 47.6
12.6/6.7 Hz
3 4.66 82.8 5_‘2,72?‘:"_"2 83.5
4 - 52.9 - 53.6
2.15 dd, 2.19 dd,
5 13.7/8.0 Hz 267 14.3/8.3 Hz 268
0.92 dd, 1.05 dd,
13.7/4.9 Hz 14.3/5.3 Hz
6 2.28 50.2 2.34 51.3
7 2.26/1.42 34.4 2.35/1.53 35.0
8 5.58 74.5 5.69 74.9
9 - 157.0 - 157.4
10 - 88.9 - 90.3
11 1.85s 66.3 1.95s 66.7
12 5255 111.5 5355 113.0
519s 531s
13 1.21s 32.7 1.22's 32.3
14 1.07 s 32.1 1.11s 32.7
15 1.27 s 25.0 1.29's 25.3
CH,CO0-3 - 170.2 - 170.8
CH,COO0-3 2.02s 21.0 2.03s 21.3
CH,CO0-8 - 170.1 - 170.6
CH,COO0-8 2.01s 21.0 2.04s 21.3
HO-10 457s - - -

Tab. 26:

'H- und "*C-NMR-Daten von (+)-3¢,85-Diacetoxy-A*"?-capnellen-10c-ol (37)

in DMSO-Dg und CDCl3
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Das *C-NMR-Spektrum von Précapnellen 38 kann in drei Bereiche unterteilt werden.
Die Hochfeldsignale werden im aliphatischen Bereich bis 42 ppm beobachtet. Die
Signale fur die zwei sauerstofftragenden Kohlenstoffatome befinden sich im Bereich
2 zwischen 60 — 64 ppm. Im dritten Bereich werden zwei Tieffeldsignale beobachtet,
die zu einer Doppelbindung in 38 gehdéren. Das quartare Kohlenstoffatom der
Doppelbindung C-10 bei 146.4 ppm bildet mit C-6 (6 35.5 ppm) die Verknupfungs-
punkte zwischen einem 8- und einem 5-gliedrigen Ring. Die HMBC-Crosspeaks von
C-10 zum Doppelbindungsproton an C-11 (8 5.13 ppm, 2J-Kopplung), dem Proton an
C-6 (5 3.04 ppm, 2J-Kopplung), den Protonen an C-5 (5§ 2.13/1.57 ppm), den
Protonen an C-7 (5 1.65/1.36 ppm), dem Proton an C-9 (5 2.37 ppm, 2J-Kopplung)
und den Protonen der Methylgruppe 12 (6 1.08 ppm) bestatigen dies. Die Position
der Methylgruppe 12 ergibt sich auerdem durch die Crosspeaks im HMBC-
Spektrum zwischen den Protonen der Methylgruppe 12 und C-9 (5 40.4 ppm, 2J-
Kopplung), C-10 und C-8 (5 31.5 ppm). Im "H,"H-COSY-Experiment zeigt das Proton
an C-9 Kreuzsignale zu den Protonen an C-8 (& 1.74/1.20 ppm), diese zu den
Protonen an C-7, welche wiederum mit dem Proton an C-6 korrelieren und somit den
5-Ring zwischen C-10/C-9/C-8/C-7/C-6 schlieRen. Das Proton an C-6 weist des
Weiteren im 'H,"H-COSY-Spektrum Crosspeaks zu den Protonen an C-5 auf. Die
HMBC-Crosspeaks zwischen den Protonen der Methylgruppe 13 (6 1.21 ppm) und
C-5 (8 41.3 ppm), C-4 (*J-Kopplung) und C-3 geben die Lage der Methylgruppe 13
an. Die "*C-Resonanzen von C-4 bei 60.7 ppm und C-3 bei 63.9 ppm deuten auf ein
Epoxid zwischen Position 3 und 4 hin. Das Proton an C-3 (6 2.84 ppm) zeigt im
'H,"H-COSY-Experiment Korrelationen zu den Protonen an C-2 (5 1.96/1.95 ppm).
Die Methylgruppen 14 und 15 sind an C-1 geknipft. Dies beweisen die HMBC-
Crosspeaks der Protonen der Methylgruppe 14 (5 1.00 ppm) und 15 (5 1.11 ppm) zu
C-1 (5 35.6 ppm, 2J-Kopplung), C-2 (& 40.4 ppm) und C-11 (8 130.5 ppm), wobei der
8-Ring bestatigt wird. Das HR-ESI-Massenspekirum zeigt ein Molekilion bei
m/z 243.1723 [M+Na]". 38 besitzt ein Pracapnellan-Grundgeriist mit einem Epoxid in
3,4- und einer Doppelbindung in 10,11-Position. Die relative Konfiguration wird durch
die Auswertung eines ROESY-Experimentes bestimmt. Die (Z)-Konfiguration der
Doppelbindung 10,11 lasst sich durch die NOEs zwischen dem Proton an C-11 und
den Protonen der Methylgruppen 12, 14, 15 festlegen. Die Protonen der

Methylgruppe 15 zeigen Crosspeaks zu dem Proton an C-6 und dem an C-9, das
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seinerseits einen NOE zum Proton an C-7 (& 1.36 ppm) aufweist. Somit liegen die
Methylgruppe 15, das Proton an C-6, an C-7 (6 1.36 ppm) und an C-9 auf der
gleichen Seite im Molekil und sind somit c-orientiert. Das Epoxid ist ebenfalls
a-konfiguriert. Dies ergeben die Kreuzsignale des Protons an C-3 mit den Protonen
der Methylgruppen 13 und 14. Die pOrientierung der Methylgruppe 14 wird
zusatzlich durch den NOE der Protonen der Methylgruppe 14 zum Proton an C-8
(6 1.74 ppm) bewiesen.

Die Struktur der Verbindung 38 kann als das neue (+)-3¢,4 a-Epoxy-A'’-pracapnellen

angegeben werden.

Abb. 80: Struktur des aus Dendronephthya rubeola isolierten
(+)-3a,4 a-Epoxy-A'’-pracapnellens (38)

Position H 3C | | Position H 3c
1 - 35.6 9 2.37 40.4
2 1.96/1.95 | 40.4 10 - 146.4
3 2.84 63.9 11 5.13s 130.5
4 - 60.7 12 1.08d,6.9Hz | 21.4

2.13 dd,
5 15.4/6.0 Hz | 413 13 1.21s 27.0
1.57
6 3.04 35.5 14 111s 30.1
7 1.65/1.36 | 33.9 15 1.00 s 31.8
8 174120 | 315

Tab. 27: "H- und "*C-NMR-Daten von (+)-3¢,4a-Epoxy-A'*-pricapnellen (38) in CDCl,

Die NMR-Daten von 39 ergeben, dass es sich um ein A*'?-Capnellen mit zwei
Hydroxygruppen handelt. Das Proton der Hydroxygruppe an C-10 bei 4.14 ppm zeigt
im HMBC-Spektrum Crosspeaks zu C-10 (5 88.4 ppm,%J-Kopplung), C-6 (5 49.4
ppm), C-11 (5 65.3 ppm) und C-9 (6 161.9 ppm). Die zweite Hydroxygruppe ist an
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C-8 (6 71.9 ppm) gebunden. Die HMBC-Crosspeaks zwischen dem Proton der
Hydroxygruppe (5 4.85 ppm) und C-8 (°J-Kopplung), C-9 und C-7 (5 37.4 ppm)
beweisen dies. Das HR-ESI-Massenspektrum zeigt fur 39 ein Molekulion bei
m/z 259.1668 ([M+Na]"). Der Vergleich der NMR-Daten und des Drehwertes mit den
Literaturwerten [90] bestatigt, dass es sich bei 39 um das bekannte (+)-A%12-
Capnellen-84,10a~diol handelt, das zuerst aus der Weichkoralle Capnella imbricata
(Island von Leti, Province von Maluku, Indonesien) isoliert wurde [226]. 39 ist mit
einem 1Csp-Wert von 0.7 uM cytotoxisch gegen die menschliche Leukamiezelllinie

K562 [90].

Aus dem HR-ESI-Massenspektrum von 40 ergibt sich, dass diese Verbindung ein um
42 Masseneinheiten héheres Molekiilion bei m/z 301.1783 ([M+Na]") als 39 besitzt.
Der Vergleich der "*C-NMR-Daten von 40 mit denen von A*'®-Capnellen-84,10¢-
diol (39) zeigt bis auf die Signale von C-9, C-8 und C-7 eine gute Ubereinstimmung.
Der Grund fur diese Abweichung ist die Anwesenheit einer Acetylgruppe (6 170.9
und 21.4 ppm), die an das Sauerstoffatom in Position 8 gebunden ist. Dies ergibt die
Korrelation zwischen dem Proton an C-8 (6 5.76 ppm) und dem Carbonyl-
Kohlenstoffatom (6 170.9 ppm) der Acetylgruppe. Verbindung 40 ist das bekannte
(-)-83Acetoxy-A*"?-capnellen-10a-o0l, das bereits aus der Weichkoralle Capnella

imbricata (Laing Island, Papua-Neuguinea) gewonnen wurde [224].

- H QH‘ OAc

40

Abb. 81: Strukturen der aus Dendronephthya rubeola isolierten Capnellene 39-40

Die 'H- und "*C-NMR-Spektren der Fraktion Il-1a deuten auf ein Sterolgemisch hin.
Mithilfe der GC-MS-Analyse konnten nach Trimethylsilylierung Trimethylsilyl-24&-
methylcholesterol (TMS-9) (C31Hs60Si, m/z 472) und Trimethylsilylgorgosterol (TMS-
11) (C33Hs530Si, m/z 498) identifiziert werden.
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39 (DMSO-De) 39 (CDCls) 40 (CDCls)

Position H 3c H 3c H 3c

1 - 435 - 44.0 - 441

2 1.52/1.35 425 1.48 43.2 1.45 43.3

3 1.64/1.39 417 | 1.70/1.49 | 42.0 | 1.70/1.50 42.3

4 - 49.9 - 49.9 - 49.4

1.84 dd,
. 178 is aoe e o, | 138R4HZ |
1.24 105 1.26 dd,
13.8/8.7 Hz

6 2.24 49.4 2.46 49.7 2.53 49.8

7 2.10/1.23 374 | 2321147 | 379 | 2.34/153 34.9

8 453 71.9 4.77 73.7 5.76 75.3

9 - 161.9 - 162.5 - 158.6

10 - 88.4 - 90.3 - 90.2

11 1.77 s 65.3 1.84's 65.7 1.82's 65.9

12 o1 1074 | 530sbr | 109.8 5355 112.9

5.07 5.31s

13 1.05s 32.9 1.05 s 32.8 1.04 s 32.4

14 1.07 s 31.3 1.12's 31.4 1.13's 31.4

15 1.23s 24.1 1.23s 24.1 1.22's 23.9
CH,CO0-8 - - - - - 170.9
CH,CO0-8 - - - - 2.04s 21.4

HO-10 4.14s - - - - -
HO-8 485d,55Hz | - - - - -

Tab. 28: 'H- und *C-NMR-Daten von (+)-A*"?-Capnellen-8 3,10 &-diol (39) und
(-)-83-Acetoxy-A""?-capnellen-10a-ol (40) in CDCl; und DMSO-Ds
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3 Pharmakologische Testungen

Auf der Suche nach neuen pharmakologisch wirksamen Sekundarmetaboliten aus
Pflanzen und marinen Organismen ist es wichtig, die isolierten Verbindungen nach
der Strukturermittlung zu testen. Aus dieser Arbeit wurden (14S,16S,20R)-14,16-
14,20-15,20-Triepoxy-14,15-secopregn-5-en-3 ol (4) aus der Pflanze
Solenostemma argel (Del.) Hayne, Furanocembranoid (-)-114,12/-Epoxypukalid (14)
und Sesquiterpen (-)-Bicyclogermacren (15) aus der Koralle Litophyton arboreum,
die Cembranoide (+)-17-Hydroxysarcophytoxid (23) und (+)-7/-Acetoxy-8a-
hydroxydeepoxysarcophin (24) aus der Koralle Sarcophyton sp., die Capnellene
(-)-2,83,13-Triacetoxy-A%"?-capnellen-10c-ol (34), (+)-3a,84,14-Triacetoxy-A%")-
capnellen-10a-ol  (35),  (+)-3¢,14-Diacetoxy-A*'?-capnellen-84,10a-diol ~ (36),
(+)-3¢,84Diacetoxy-A*"?-capnellen-10a-ol (37), (+)-3a,4a-Epoxy-A'®-pracapnellen
(38), (+)-A%"2-Capnellen-8,10a-diol (39) und (-)-83Acetoxy-A*'?-capnellen-10a-ol
(40) aus der Koralle Dendronephthya rubeola, (-)-3a-Ethoxyfuranocembranoid 28
(+)-Pukalid (30), (+)-13a-Acetoxypukalid (31) und Furanocembranoid 32 aus der
Koralle Sinularia asterolobata untersucht. Alle Verbindungen wurden am Hans-Kndll-
Institut in Jena auf ihre antivirale Aktivitat, Cyctotoxizitat und antiproliferative Wirkung

sowie in funktionellen Transkriptions-Assays getestet.

Antivirale Testung

Die antivirale Eigenschaft der zu untersuchenden Substanzen wird durch ihre
Aktivitat, den Virus-induzierten cytopathischen Effekt zu hemmen, bestimmt. Der
cytopathische Effekt (zpE) ist die vollstandige Zerstorung definierter Wirtszellen
durch Replikation einiger Viren, der durch antivirale Verbindungen gehemmt werden
kann. Dabei ist es unabhangig, welche Stufe des Replikationscyclusses inhibiert wird
[227].
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AcO AcO

OH

AcO_: E AcO™ AcO™

35 36 37

38 39 40

Abb. 82: Strukturen der pharmakologisch getesteten Verbindungen
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Die cytopathische-Effekt-Hemmtestung wurde im nicht-cytotoxischen Dosisbereich in
den Testsystemen (Virus/Wirtszellen)

e Coxsackievirus B3 Nancy (CVB3)/HeLa-Zellen OHIO und

e Influenzavirus A Hong Kong (Influenca A)/ Madin Darby Kaninchen

Nierenzellen (MDCK)

durchgefuhrt.
Der zpE-Hemmtest gibt keine Hinweise zum Target der antiviralen Wirkung, sondern
lediglich auf antivirale Effekte. Bei diesem Verfahren handelt es sich um einen
Vortest, der einen hohen Probendurchsatz ermoglicht. Positive Treffer werden in

danach folgenden Rezeptorsystemen genau untersucht.
Es konnten nur beim Furanocembranoid (+)-13a-Acetoxypukalid (31) ein schwacher
antiviraler Effekt gegen Coxsackievirus B3 und beim Furanocembranoid 32 eine

schwache Wirkung gegen Influenzavirus A detektiert werden.

Antiproliferative Wirkung und Cytotoxizitat

Die Testungen auf antiproliferative Aktivitat (L-929-, K-562-Zelllinie) und Cytotoxizitat
(HeLa-Zelllinie) erfolgten in vitro. Aus der Bestimmung des Zellwachstums und der
Zellgrolenverteilung einer Mausefibroblastenzelllinie L-929 und humaner
Leukamiezelllinie K-562 konnen die Glsp-Werte (Konzentration bei 50%iger
Wachstumshemmung) ermittelt werden. Der CCso-Wert (Konzentration bei 50%iger
Zellabtotung) gibt die Cytolyseaktivitat auf HeLa-Zellen (humanes Cervix Karzinom)

wieder.

Der Tabelle 29 ist zu entnehmen, dass die Capnellene (-)-8Acetoxy-A%?-
capnellen-10a-ol (40) und (+)-A°%'?-Capnellen-8,10a-diol (39) jeweils eine gute
antiproliferative Wirkung gegenuber L-929 und eine gute cytotoxische Aktivitat gegen
HeLa haben. Ebenso zeigen (-)-3a-Ethoxyfuranocembranoid 28, (+)-13c-
Acetoxypukalid (31) und Furanocembranoid 32 eine gute Antiproliferation in der

Untersuchung an murinen Fibroblasten- und humanen Leukamiezellen.
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L-929 K-562 HelLa
Verbindung Kat. Kat. Kat.
Glso [ng/ml] Glso [ng/ml] CCso[ng/ml]
4 > 50 1 > 50 1 > 50 1
14 > 50 1 > 50 1 44.5 1
15 38 1 40.7 1 37.1 1
23 43 1 24 1 50 1
24 50 1 37 1 50 1
28 4.3 2 26 2 19.6 1
30 > 50 1 > 50 1 42.2 1
31 4.5 2 4.6 2 28.5 1
32 8.1 2 7.8 2 27 1
34 50 1 50 1 50 1
35 50 1 50 1 50 1
36 44.5 1 50 1 50 1
37 33.3 1 20.9 1 42 1
38 50 1 50 1 42.5 1
39 1.6 2 15.9 1 1.8 2
40 5.8 2 19.7 1 2.6 2

Tab. 29 : Antiproliferative Aktivitat (Glsp) und Cytotoxizitat (CCsp) von 4, 14-15, 23-24, 28, 30-32,
34-40 gegenlber den Tumorzelllinien L-929 (Mausefibroblasten), K-562 (Humanleukamie)
und HelLa (humanes Cervix Karzinom); Aktivitatskategorie: 3 = sehr gute Aktivitat; 2 = gute
Aktivitat; 1 = geringe Aktivitat

Funktionelle Transkriptions-Assays in Hefe

Suche nach Inhibitoren der Tax/CREB Protein-Protein-Interaktion

Der Retrovirus HTLV-l (humane T-Zellen Leukamie Virus Typ |) befallt T-Lympho-
zyten und erzeugt die adulte T-Zell-Leukdmie sowie die HTLV-l assoziierte
Myelopathie. Der Transkriptionsfaktor Tax, der durch das HTLV-l Genom kodiert
wird, stellt einen wichtigen Modulator der viralen und zellularen Genexpression dar.
Es wird postuliert, dass Tax mit zellularen Proteinen der ATF/CREB-Familie
(Transkriptionsfaktoren) interagiert. Des Weiteren konnen sie durch einen
gemeinsamen Angriff an die langen terminalen Wiederholungssequenzen (LTR-
Sequenzen) die Transkription viraler Gene steuern und somit die Genexpression

kontrollieren. Inhibitoren der Tax/CREB-Interaktion kénnten in der Krebstherapie von
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Bedeutung sein. Entwickelt wurden die Transkriptions-Assays in Saccharomyces

cerevisiae von Shnyreva und Munder [228].

Suche nach Inhibitoren der Protein-Protein-Interaktion des onkogenen c-Myc-
Transkriptionsfaktors mit seinem Partnerprotein Max

Das im Menschen vorkommende Protoonkogen c-Myc ist das Homologe des
transformierenden Onkogens des Myelocytomatosevirus MC29 des Huhns. Es ist
bekannt, dass Myc-Protein-Gene in vielen verschiedenen menschlichen Tumorarten
durch Mutation verandert vorliegen. Des Weiteren tragt inre deregulierte Expression
kausal zur Entstehung der Tumore bei. Ebenfalls weil® man, dass Myc-Proteine
verschiedene Aufgaben haben. Sie regulieren den Zellzyklus oder hemmen die
Zelldifferenzierung. Sie konnen aber auch die Einleitung des programmierten
Zelltodes (Apoptose) vermitteln.

Myc bildet mit dem Partnerprotein Max einen heteromeren Transkriptionsfaktor, der
an spezifische DNA-Sequenzen, die sog. E-Boxen, bindet. Der Myc/Max-Komplex
reguliert als potenter Aktivator einer Reihe von Genen, deren Genprodukte Einfluss
auf die Zelltransformation zur Folge haben. Verbindungen mit inhibitorischer Wirkung
gegen den Myc/Max-Komplex sind in der Onkologie von therapeutischem Interesse.
Im Test wird die Interaktion zwischen Myc und Max in einem Zwei-Hybrid-System

ebenfalls in Saccharomyces cerevisiae durchgefuhrt [229].

Suche nach Inhibitoren der Protein-Protein-Interaktion des onkogenen c-Myc-
Transkriptionsfaktors mit seinem Partnerprotein Miz-1

Die Myc-Proteine Uben neben der vermittelten Genaktivierung auch einen negativen
Einfluss auf die Genexpression aus. Das Partnerprotein von Myc Miz-1 (Myc
interacting zinc finger protein) kann allein durch Aktivierung bestimmter Gene die
Zellteilung vor Eintritt in die Mitose anhalten. Durch die Bildung des Myc/Miz-1-
Komplexes kann der Zellzyklusarrest teilweise aufgehoben und eine unkontrollierte
Zellvermehrung eingeleitet werden. Spezifische Myc/Miz-1-Antagonisten konnten
einen wichtigen Teil zur Hemmung von Tumorbildungen beitragen. Fur die
Untersuchung wurde wieder ein Zwei-Hybrid-System in Saccharomyces cerevisiae
verwendet [229].
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Ergebnisse der Transkriptions-Assays

Die Untersuchungen ergaben, dass (-)-84-Acetoxy-A*'?-capnellen-10c-0l (40) eine
gute Hemmung der Tax/CREB-Interaktion zeigte und (+)-7/3-Acetoxy-8a-
hydroxydeepoxysarcophin (24), (-)-3a-Ethoxyfuranocembranoid 28, (+)-3¢,84,14-
Triacetoxy-A*"?-capnellen-10c-0l (35), (+)-3,84Diacetoxy-A*'?-capnellen-10c-ol
(37) und (+)-A°"?-Capnellen-83,10a-diol (39) sie schwach inhibieren. Die Capnellene
39 und 40 erwiesen sich als gute Inhibitoren flr die Myc/Max-Interaktion, wobei 39
das beste Ergebnis mit einer 77%igen Hemmung aufwies. Die Myc/Miz-1-Interaktion

wurde von 39 und 40 schwach gehemmt.

Hemmung der Hemmung der Hemmung der
Verbindung | TAX/CREB- | Kat. Myc/Max- Kat. Myc/Miz-1- | Kat.

Interaktion (%) Interaktion (%) Interaktion (%)
24 25 1 1 0 3 0
28 33 1 24 0 9 0
35 30 1 31 0 3 0
37 25 1 11 0 13 0
39 27 1 77 2 34 1
40 52 2 52 2 25 1

Tab.30: Hemmung der TAX/CREB- (%), der Myc/Max- (%) und der Myc/Miz-1-Interaktion (%) von 24,
28, 35, 37, 39-40; Aktivitatskategorie: 3 = sehr gute Aktivitat; 2 = gute Aktivitat; 1 = geringe
Aktivitat

Die beiden Capnellene 39 und 40 zeigen sowohl bei der antiproliferativen Wirkung

gegen die L-929- und K-562-Zelllinien, der Cytotoxizitat gegenuber der HeLa-Zelllinie

als auch bei den drei Transkriptions-Assays hohe Aktivitaten.
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4.1 Allgemeines

Losungsmittel

e Technisches n-Hexan, Cyclohexan, Essigester, Dichlormethan, Choroform,
Ethanol und Methanol wurden einmal destilliert.

e n-Butanol, Diethylether, Aceton, Pyridin, Dimethylsulfoxid, n-Petan:

Merck, p. a.

e Petrolether, hochsiedend, Fluka

Detektion der Substanzflecken

e Fluoreszenzléschung im UV-Licht (254 nm)

e 20 Gew-% Molybdatophosphorsaure (Aldrich Ltd.) in Ethanol

Trimethylsilierung

Die Probe wurde in Dichlormethan p. a. gelést und mit 10-15 ul MSTFA (Macherey-
Nagel) in einem Spitzbodenglas versetzt und 12h bei Raumtemperatur

stehengelassen.

Diinnschichtchromatografie (DC)

Fir die analytische und praparative Dunnschichtchromatografie wurden DC-Alufolien

Kieselgel 60 Fzs4s Merck und RP-18 Fas4s Merck verwendet.
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Séulenchromatogqrafie

Fir die Schwerkraft- und Flash-Saulenchromatografie wurden folgende

Flllmaterialien verwendet:

o Kieselgel 60,
KorngroRRe: 40—63 um (230-400 mesh ASTM), Merck

¢ MN Kieselgel 60 M,
KorngroRRe: 40—63 um, (230-400 mesh ASTM), Macherey Nagel

(fur Sinularia asterolobata, Litophyton arboreum)

e HD-SIL-15-60,
KorngréRe: 15-21 um, 60 A, Kronwald

e Sephadex LH-20, Amersham Biosciences

NMR-Spektroskopie

Messgerate:

e Bruker DRX 500 Spektrometer ('H: 500.13 MHz, *C: 125.13 MHz)

Dualer Breitbandprobenkopf invers

e Bruker AC 300 Spektrometer (*H: 300 MHz, "*C: 75 MHz)
Tripel Probenkopf (*H, "*C, "°F)

Losungsmittel: CD3OD, CDCl; oder DMSO-Dg, (Cambridge Isotope Laboratories)

Eichung: Anhand des entsprechenden Losungsmittelsignals
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Loésungsmittel | "H-NMR | "*C-NMR
CDCl3 7.24 ppm | 77.0 ppm
DMSO-Dg 2.49 ppm | 39.5 ppm
CDsOD 3.30 ppm | 49.0 ppm

Die chemische Verschiebung ¢ ist in [ppm] und die Kopplungskonstante J in [Hz]

angegeben.

Massenspektrometrie

e ElektronenstoR-Massenspektroskopie (Direkteinlass)
Spektrometer: Finnigan MAT 8500 mit Datensystem MAT SS 300

lonsisationsenergie: 70 eV

e FAB-Massenspektroskopie

Spektrometer: Finnigan MAT 8500 mit Cs-Kanone
Primarionen: Cs-Kationen, 3 keV

Matrix: Glycerin

e ESI-Massenspektroskopie

Spektrometer: Micromass LCT (Direkteinspritzung)

e HR-ESI-Massenspektroskopie

Spektrometer: Microsmass LCT mit LC-Kopplung

Kalibriert mit Brucin als internen Standard

e GC-MS-Kopplung
Gaschromatograf: Varian 3700
Saule:DB-1 WCOT Fused Silica (J & W Scientific),

Lange 30 m, Innendurchmesser 0.32 mm, Filmdicke 0.1 um

Tragergas: Wasserstoff
Temperaturprogramm: 80°C bis 280°C, 15 min isotherm, Aufheizrate 3K/min

Massenspektrometer: Finnigan MAT 312, 70 eV
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Die relative Signalintensitat der Fragmentionensignale bezogen auf den Basispeak

(100%) ist in Prozent in Klammern angegeben.

Gaschromatografie (GC)

Gaschromatograf: Thermoquest Trace GC
Injektor: Split: 1/30
Tragergas: Wasserstoff
Chrom Card Software
Saule: DB-1 der Firma J&W Scientific
Saulenlange: 30 m, Innendurchmesser 0.32 mm, Filmdicke 0.1 um

Temperaturprogramm: 80-280 °C, 15 min isotherm, Heizrate 3K/min

Mitteldruckfliissigkeitschromatoqgrafie (MPLC):

Chromatografiepumpe: Bichi B-688

Injektionssystem: Buchi 6-Wege-Hahn

Probensammler: Foxy 200

Druck: ca. 15 bar

Saule: Borosilikatsaule der Firma Buchi (460 x 15 mm) ohne Vorsaule
Kieselgel: Nucleoprep® 100-20 (sphérisch), 15-25 pum, Machery-Nagel
Eluens: n-Hexan/EtOAc 50:1

Polarimeter
Die Messung der Drehwerte erfolgte an einem Jasco® P-1020 Polarimeter mit einer

1ml-Messzelle (Lange 10 cm). Die verwendeten Ldsungsmittel sind in Klammern

angegeben.
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4.2 Zizyphus spina-christi

4.2.1 Extraktion und Isolierung der Verbindungen 1-3

Getrocknetes Pflanzenmaterial (5 kg, Blatter) wurde zerkleinert und mit einem
Methanol/Wasser-Gemisch (7:3) extrahiert. Das Ldsungsmittel-Gemisch wurde im
Vakuum bis zur Trockene eingeengt und der gewonnene Rohextrakt (540 g) in
Wasser aufgenommen. Die wassrige Phase wurde nacheinander mit Diethylether
und n-Butanol ausgeschuttelt. Der Alkohol wurde im Vakuum abdestilliert und der
n-Butanolextrakt (80 g) auf einer Kieselgelsaule vorfraktioniert (CHClz —
CHCI3/MeOH 9:3). Die weitere Auftrennung der Hauptfraktion Il (3.5 g) lieferte nach
zweimaliger  Saulenchromatografie (SC) an Kieselgel (CHCIs/MeOH Gradient)
Fraktion 1lI-1a (700 mg). Die anschlieRende Chromatografie uber Sephadex LH-20
(MeOH/H,0 80:20) ergab die Verbindungen 1 (20 mg), 2 (3 mg) und 3 (15 mg).

4.2.2 Bestimmung der Reihenzugehorigkeit der Monosaccharide

Die zu untersuchende Substanz (250-500 pg) wurde mit 0.5 ml 6%iger HCI innerhalb
von 2 Stunden bei 80°C hydrolysiert. Anschlielend wurde die Saure im Vakuum
abdestilliert und das Hydrolysat bei RT getrocknet. (R)-(-)-2-BuOH wurde unter
Schutzgas zu dem Hydrolysat gegeben. Danach wurde fur 30 s HCI-Gas in das
Reaktionsgemisch eingeleitet und dieses fur 3 Stunden bei 80°C geruhrt. Das
Uberschissige Butanol wurde im Vakuum entfernt und das Gemisch mit N-MethyI-N-
trimethylsilyltrifluoracetamid (MSTFA) 12 Stunden trimethylsilyliert. Nach dem
gleichen Verfahren wurden die Standards durch Umsetzung der entsprechenden
Monosaccharide mit (R)-(—)-2-BuOH  hergestellt. Die Bestimmung der

Retentionszeiten (R;) und der Retentionsindizes (R;) erfolgte durch GC.
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R¢ R
(R)-2-Butyl-D-glucopyranosid 31.75 | 2013
(R)-2-Butyl-L-glucopyranosid 31.27 | 1995

(R)-2-Butyl-D-arabinopyranosid 2295 | 1734
(R)-2-Butyl-L-arabinopyranosid 22.66 | 1725
(R)-2-Butyl-L-rhamnopyranosid 22.88 | 1732

(R)-2-Butyl-6-deoxy-L-talopyranosid | 23.21 | 1733

Tab. 31: Bestimmung der Reihenzugehorigkeit der Trimethylsilylderivate
der (R)-2-Butylglycoside

4.2.3 Synthese von 6-Deoxy-L-talopyranosid

Methyl-a/ f-L-rhamnopyranosid

L-Rhamnose Monohydrat (1.8 g, 9.88 mmol) wurde in 30 ml Methanol geldst. Es
wurden 900 mg Amberlite IR 120 (H") zugegeben und 72 h unter Rickfluss erhitzt.
Zur Aufarbeitung wurde das Gemisch Uber Celite filtriert und durch SC an Kieselgel
(CH2CIo/MeOH 7:1) gereinigt. Man erhielt 1.62 g des Diasteromerengemisches
Methyl-of f-L-rhamnopyranosid als farblosen Sirup (Ausbeute 92%).

Methyl-2,3-O-isopropyliden-a-L-rhamnopyranosid

Methyl-a/ f-L-rhamnopyranosid (1.33 g, 7.46 mmol) wurde in 10 ml abs. Aceton
suspendiert. Es wurden 1.56 ml Dimethoxypropan (12.58 mmol) zugegeben und
unter Ruhren auf 0°C abgekulhlt. AnschlieRend wurden 138.4 ul der Lewis Saure
BF; - Et;O (1.09 mmol) langsam zugetropft und 30 Minuten bei 0°C weitergerihrt.
Danach wurde die Lésung 20 h bei Raumtemperatur geruhrt. Zur Aufarbeitung wurde
das Reaktionsgemisch mit 155 ul Pyridin (1.92 mmol) neutralisiert und am
Rotationsverdampfer im Vakuum das Ldsungsmittel entfernt. Die Rohprodukte
wurden mittels Flash-SC an Kieselgel (n-Hexan/EtOAc 2:3) gereinigt. Man erhielt
1.49 g Methyl-2,3-O-isopropyliden-a-L-rhamnopyranosid als gelbes Ol (Ausbeute
90%) und 0.11 g Methyl-2,3-O-isopropyliden-4L-rhamnopyranosid (Ausbeute 7%).
Der Vergleich der spektroskopischen Daten ("H- und "*C-NMR) und des Drehwertes
von Methyl-2,3-O-isopropyliden-a-L-rhamnopyranosid ~ (([e];, —292.5°, ¢=0.22,
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CHCI3) mit Literaturdaten ([a], -290.7°, ¢=0.22, CHCI;) zeigt eine gute

Ubereinstimmung [137].

Methyl-6-deoxy-2,3-O-isopropyliden-a-L-lyxo-hexopyranosid-4-ulose

Methyl-2,3-O-isopropyliden-a-L-rhamnopyranosid (1.06 g, 4.86 mmol) wurde mit 4 mi
abs. Dimethylsulfoxid und 1 ml abs. Pyridin versetzt und unter Ny-Atmosphare
geruhrt. P,Os (1 g) wurde schnell zugegeben und bei 60°C weitergerthrt. Die
Reaktion zeigte nach 1.5 h (DC-Kontrolle) unvollstandigen Umsatz. Daher wurden
nach Abkuhlen auf Raumtemperatur weitere 2 ml DMSO, 0.5 ml Pyridin und 1 g P20s
zugegeben und die Losung wieder bei 60°C geruhrt. Nach weiteren 1.5 h (DC-
Kontrolle) ist das Edukt vollstandig umgesetzt, es =zeigten sich aber auch
Zersetzungsprodukte. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurden entsprechend
der eingesetzten Menge an Phosphorpentoxid 2g wasserfreies KyCOj3
dazugegeben. Zur Hydrolyse des uberschussigen P,Os wurde tropfenweise Wasser
zugeflgt bis Gasentwicklung einsetzte und so lange weiter zugegeben, bis sie
wieder aufhdrte. Die erhaltene dunkle Losung wurde 6-mal mit je 25 ml n-Pentan
extrahiert. Die n-Pentanfraktionen wurden vereinigt, Uber Na,SO4 getrocknet, am
Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt und an einer Kieselgelsaule
chromatografiert (n-Hexan/EtOAc 6:1) [138]. Man erhielt 155.4 mg Methyl-6-deoxy-
2,3-O-isopropyliden-a-L-lyxo-hexopyranosid-4-ulose (Ausbeute 15%), deren Dreh-
wert ([a];, —106°, ¢ = 0.02, EtOH), mit dem der Literatur ([«], —107°, ¢ = 3.5, EtOH)

ubereinstimmt [139].

Methyl-6-deoxy-2,3-O-isopropyliden-a-L-talopyranosid

Methyl-6-deoxy-2,3-O-isopropyliden-a-L-lyxo-hexopyranosid-4-ulose (111.2 mgq,
0.54 mmol) wurde in Methanol gelost. NaBH:s (27 mg, 0.71 mmol) wurde
portionsweise innerhalb von 10 Minuten unter Rihren bei Raumtemperatur
zugegeben. Nach 1h wurde die Losung mit 41 ml Aceton versetzt, Uber
NaySO4/Celite getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer im
Vakuum entfernt. Durch Flash-Chromatografie an Kieselgel (n-Hexan/EtOAc 7:1)
erhielt man 63 mg Methyl-6-deoxy-2,3-O-isopropyliden-a-L-talopyranosid (Ausbeute
56%). Der Drehwert von Methyl-6-deoxy-2,3-O-isopropyliden-a-L-talopyranosid
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([a]; =11.0°, ¢=0.90, EtOH) stimmt gut mit dem der Literatur ([a];” -12.0°,
¢ = 1.03, EtOH) uberein [135].

Methyl-6-deoxy-a-L-talopyranosid

Methyl-6-deoxy-2,3-O-isopropyliden-a-L-talopyranosid (10 mg, 45.82 umol) wurde in
5 ml Methanol mit 2 N HCI zwei Stunden lang bei RT geruhrt. Das Reaktionsgemisch
wurde mit einer 3% KOH/MeOH-L6sung neutralisiert, das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer im Vakuum entfernt und Uber eine Flash-Kieselgelsaule
(CH.CI/EtOAc 6:1) chromatografiert. Man erhielt 7.51 mg Methyl-6-deoxy-a-L-

talopyranosid (Ausbeute 92%), dessen Drehwerte ([«];, —117.0°, ¢ = 0.50, MeOH;
[«]7 -107.0°, c=0.45 H,0) gut mit den Literaturwerten (ibereinstimmt

([l —117.4°, ¢ = 0.90, MeOH; [«], —106.5°, ¢ = 1.05, H,0) [135].

6-Deoxy-L-talopyranosid

Zur Entfernung der Schutzgruppe von Methyl-6-deoxy-a-L-talopyranosid wurde mit
verschiedenen Methoden (siehe Tabelle 32) gearbeitet, die keine Reaktion zeigten
oder zur Zersetzung fuhrten.

Auch bei dem Versuch der Entschiitzung mit PhsC* BF, wurde nach 3 Tagen
Ruhren bei RT kein Umsatz beobachtet [140]. Erst durch 4 tagiges Ruhren unter
Ruckflu konnte trotz starker Zersetzung 1 mg des entschutzten Produktes erhalten

werden (Ausbeute 72%), dessen Drehwert ([« —19.1°, ¢ = 0.01, H,0) mit dem der
Literatur ([a]D —-20.5°, ¢ =2.28, H,O) gut Ubereinstimmt [141]. Die Chromatografie
erfolgte Uber Kieselgel (CH,Cl,/MeOH 6:1).

2 N HCI 2d, RT kein Umsatz
2d,RT kein Umsatz
5d,RT kein Umsatz
5h, RT kein Umsatz
konz. HCI 4d,RT kein Umsatz
2 d, Kochen | kein Umsatz

6 N HCI

BBr3 30 Minuten | Zersetzung

Tab. 32: Bedingungen zum Abspalten der Methyl-Schutzgruppe
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4.3 Extraktion und Isolierung der Verbindungen 6-40 aus

marinen Organismen

Die frischen Korallen und der Schwamm wurden zerkleinert und mit Ethanol oder
Methanol extrahiert. Die Extrakte wurden am Rotationsverdampfer im Vakuum und

Temperaturen unter 45 °C zur Trockene eingeengt.

4.3.1 Alge Enteromorpha flexuosa

Abweichend vom Korallen- und Schwammmaterial wurde die Alge Enteromorpha
flexuosa (Wulfen) J. Agardh gesaubert, mit Seewasser gewaschen, bei
Raumtemperatur getrocknet und zu Pulver (750 g) gemahlen, das mit Essigester
extrahiert wurde und 2.5 g Rohextrakt ergab, der Uber SC an Kieselgel (CH2Cl, —»
CH.CI,/EtOAc 6:3) weiter aufgereinigt wurde. Aus Fraktion | (45 mg) wurde durch
praparative DC (Kieselgel, CH,CI,/EtOAc 9:1) Palmitinsaure (8) (10 mg) isoliert. Die
Verbindung in Fraktion Il (2 mg) wurde durch GC-MS als 7-Oxocholesterol (7)
charakterisiert. Praparative DC (Kieselgel, CH>Clo/EtOAc 8:2) der Fraktion Il (35 mg)
lieferte f-Sitosterol (6) (19 mg).

4.3.2 Schwamm Desmacidon tubular

Ausgehend von 1307 g frischem Schwammmaterial wurden 54.7 g Rohextrakt
erhalten, der mit Wasser aufgenommen und mit n-Hexan ausgeschuttelt wurde. Der
n-Hexanextrakt (5 g) wurde mittels SC an Kieselgel (n-Hexan — n-Hexan/EtOAc 9:4)
vorgereinigt. Von den drei Hauptfraktionen wurde Fraktion | (400 mg) weiter Uber SC
an Kieselgel (n-Hexan/EtOAc 9:1) aufgetrennt. Aus Fraktion I-1 (212 mg) konnte
durch SC an Kieselgel (Petrolether/EtOAc 4:1) ein schwer trennbares
Steroidgemisch [-1a (140 mgq) isoliert werden, welches nach Trimethylsilylierung

mittels GC-MS charakterisiert wurde.

4.3.3 Koralle Palythoa sp.
Aus 221 g frischem Korallenmaterial wurden 8 g an ethanolischem Rohextrakt
erhalten. Dessen wassrige Phase wurde mit Methylenchlorid extrahiert. Die
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Auftrennung des Methylenchloridextraktes (2 g) erfolgte mittles SC an Sephadex LH-
20 mit Methanol. Fraktion Il (40 mg) lieferte durch SC an Kieselgel (n-Hexan/EtOAc
Gradient) zwei weitere Fraktionen 1l-1 (25 mg) und 1I-2 (20 mg). Aus Fraktion 1lI-1
wurde durch erneute Chromatografie Uber eine Kieselgelsaule (n-Hexan/EtOAc 7:3
— 6:4) Verbindung 9 (11 mg) gewonnen. Verbindung 10 (8 mg) erhielt man durch SC
an Kieselgel (n-Hexan/EtOAc 6:4) aus Fraktion 1l-2.

4.3.4 Koralle Sarcophyton tenuispiculatum

Aus 935 g Korallenmaterial wurden 44.5 g ethanolischer Rohextrakt erzeugt und
dessen wassrige Phase mit Methylenchlorid ausgeschuttelt. Der
Methylenchloridextrakt (16.3 g) wurde durch Chromatografie an einer Kieselgelsaule
(n-Hexan — n-Hexan/EtOAc Gradient) vorfraktioniert. Eine erneute SC der Fraktion |
(252 mg) an Kieselgel (n-Hexan/EtOAc 9:1 — 9:3) ergab das Steroidegemisch [-2
(2.5 mg), in dem nach Trimethylsilylierung mithilfe von GC-MS die Verbindungen
TMS-9 und TMS-11 identifiziert wurden.

4.3.5 Koralle Nephthea sp.

Frisches Korallenmaterial (1450 g) wurde mit Methanol extrahiert und ergab 9.5 g
Rohextrakt, der anschlieRend saulenchromatografisch an Kieselgel (n-Hexan —
n-Hexan/EtOAc Gradient) in drei Hauptfraktionen getrennt wurde. Fraktion | (52 mg)
lieferte Uber SC an Kieselgel mit n-Hexan Fraktion I-1 (14 mg), welche nach
Trimethylsilylierung mit GC-MS weiter untersucht wurde. Fraktion Il (78 mg) wurde
mittels praparativer DC (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc 9:1) aufgetrennt und ergab
Verbindung 13 (11 mg) und das Steroidgemisch 1I-2 (9 mg). Die Hauptkomponenten
dieses Gemisches wurden nach Trimethylsilylierung durch GC-MS charakterisiert.
Das Cembranoid 12 (8 mg) wurde durch praparative DC (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc
85:15) aus Fraktion Il (32 mg) isoliert.

4.3.6 Koralle Litophyton arboreum

Von 321 g frischem Korallenmaterial erhielt man 14 g ethanolischen Rohextrakt.
Verteilung zwischen Wasser und Methylenchlorid erbrachte 2.3 g Methylen-

chloridextrakt, der durch SC an Kieselgel (CH2Cl, — CH2CIlo/EtOAc 9:6) gereinigt
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wurde. Fraktion | (693 mg) ergab durch SC an Kieselgel (n-Hexan) I-1 (23 mg), aus
welcher durch weitere SC an Kieselgel (Cyclohexan) das Sesquiterpen 15 (12 mg)
isoliert werden konnte. SC an Kieselgel (CH2CI2/EtOAc 20:2) von Fraktion Il (531 mg)
lieferte Fraktion II-1 (49 mg) und 1I-2 (107 mg). Nach erneuter Chromatografie der
Fraktion 1lI-1 an einer Kieselgelsaule (n-Hexan/EtOAc 3:1) erhielt man das
Furanocembranoid 14 (20 mg). Das resultierende Steroidgemisch IlI-2a (67 mg)
wurde aus Fraktion 1l1-2 durch SC an Kieselgel (n-Hexan/EtOAc 7:1) erhalten und

nach Trimethylsilylierung mittels GC-MS identifiziert.

4.3.7 Koralle Sarcophyton trocheliophorum

Aus 1750 g Korallenmaterial wurden 8.5 g ethanolischer Rohextrakt gewonnen und
durch SC an Kieselgel (CH2Cl, —» CH,CI/EtOAc Gradient) in drei Hauptfraktionen
unterteilt. Fraktion | (208 mg) lieferte durch eine weitere SC an Kieselgel
(n-Hexan/EtOAc Gradient) zwei Steroidfraktionen I-1 (4 mg) und I-2 (9 mg), die nach
Trimethylsilylierung mittels GC-MS charakterisiert wurden. Aus Fraktion Il (134 mg)
wurde durch praparative DC (RP-18, MeOH/H,O 7:3) das Cembranoid 16 (4 mg)

isoliert.

4.3.8 Koralle Sarcophyton glaucum

Aus 2140 g Korallenmaterial konnten 25.2 g methanolischer Rohextrakt gewonnen
werden, der durch SC an Kieselgel (n-Hexan — n-Hexan/EtOAc Gradient) in drei
Hauptfraktionen aufgetrennt wurde. Fraktion | (15 mg) lieferte durch praparative DC
(Kieselgel, n-Hexan/EtOAc 14:7) Fraktion [|-1 (2.5 mg), welche nach
Trimethylsilylierung durch GC-MS als Verbindung TMS-9 identifiziert wurde. Das
Cembranoid 17 (3 mg) wurde Uber praparative DC (RP-18, MeOH/H,O 14:8) aus
Fraktion Il (17 mg) gewonnen. Fraktion Il (26 mg) ergab mittels praparativer DC
(RP-18, MeOH/H,0 16:3) das Cembranoid 18 (4 mg).

4.3.9 Koralle Sinularia polydactyla
Die Vorfraktionierung des aus 3700 g Korallenmaterial hergestellten methanolischen

Rohextraktes (28 g) erfolgte durch SC an Kieselgel (CH2Cl, — CHCIl,/EtOAC

Gradient). Fraktion | (32 mg) ergab durch praparative DC (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc
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17:3) das Cembranoid 19 (6 mg). Fraktion Il (58 mg) lieferte nach praparative DC
(RP-18, MeOH/H,0 9:1) die Verbindungen 20 (9 mg) und 21 (5 mg). Praparative DC
(Kieselgel, n-Hexan/EtOAc 8:2) von Fraktion Il (34 mg) fuhrte zu Verbindung 22

(7 mg).

4.3.10 Koralle Sarcophyton sp.

Der methanolische Rohextrakt (31.1 g) aus 2500 g Korallenmaterial wurde Uber SC
an Kieselgel (n-Hexan — n-Hexan/EtOAc Gradient) in vier Hauptfraktionen (|
(30 mg), Il (55 mgq), lll (20 mg), VI (15 mg)) getrennt. Aus Fraktion | konnte durch
praparative DC (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc 20:3) Verbindung 27 isoliert werden.
Nachdem die NMR-Spektren zeigten, dass es sich um ein Elemen-Derivat handelte,
aber durch das ROESY-Spektrum keine weiteren Angaben gemacht werden
konnten, wurde die Probe 27 mithilfe von GC-MS als fElemen identifiziert. Aus
Fraktion Il resultieten nach praparativer DC (RP-18, MeOH/H,0 17:3) die
Cembranoide 24 (5 mg) und 25 (3.5 mg). Die praparative DC (Kieselgel,
n-Hexan/EtOAc 18:3.5) von Fraktion Ill ergab das Enantiomeren-Gemisch 26 (3 mg).
Das Cembranoid 23 (2.5 mg) erhielt man durch praparative DC (Kieselgel,
n-Hexan/EtOAc 7:3) der Fraktion IV (15 mg).

4.3.11 Koralle Sinularia asterolobata

Aus 23 g ethanolischem Rohextrakt, der aus 496 g Korallenmaterial gewonnen
wurde, konnten durch Verteilung zwischen Wasser und Methylenchlorid 6.5 g
Methylenchloridextrakt erhalten werden. Die Auftrennung des Methylenchlorid-
extraktes in funf Hauptfraktionen erfolgte durch SC an Kieselgel (CH.Cl, —
CH,CI/EtOAc 9:5). Fraktion | (230 mg) ergab durch erneute Chromatografie Uber
eine Kieselgelsaule (n-Hexan/EtOAc 15:1) Komponente I-1 (135 mg). Diese wurde
weiter durch SC an Kieselgel (n-Hexan/EtOAc 40:1) untersucht und lieferte Fraktion
I-1a (63 mg), welche mittels MPLC (n-Hexan/EtOAc 50:1) zu Reinverbindung 33
(14 mg) gereinigt wurde. Fraktion Il (385 mg) wurde uber eine Kieselgelsaule
chromatografiert (n-Hexan/EtOAc 4:1 — n-Hexan/EtOAc 3:1). Man erhielt 32 (45 mg)
und zwei weitere Fraktionen II-2 (2 mg) und 1I-3 (18 mg), wobei letztere Uber SC an

Kieselgel (n-Hexan/EtOAc 4:1) die Reinsubstanz 30 (8 mg) ergab. SC an Kieselgel
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der Fraktion Il (71 mg) erbrachte ein Steroidegemisch IlI-1 (25 mg), das nach
Trimethylsilylierung mithilfe von GC-MS charakterisiert wurde. Die Fraktion IV
(156 mg) wurde einer SC an Kieselgel (n-Hexan/EtOAc 2:1) unterworfen (IV-1 (22
mgq), IV-2 (3 mg)). AnschlieRende Aufreinigung der Fraktion V-1 Uber Kieselgel
lieferte 31 (11 mg). Eine Kieselgelsaule der Fraktion V (139 mg) fuhrte zu
Verbindung 28 (34 mg) und 29 (16 mg).

4.3.12 Koralle Dendronephthya rubeola

Von 258 g Korallenmaterial wurden 13 g ethanolischer Rohextrakt erhalten, dessen
wassrige Phase mit Methylenchlorid ausgeschuittelt wurde. Der erhaltene
Methylenchloridextrakt (6.3 g) wurde an einer Kieselgelsaule in sechs
Hauptfraktionen aufgetrennt (CH,Cl, — CH,CI,/EtOAc 9:5). Die Verbindung 38
(9 mg) wurde durch SC an Kieselgel (n-Hexan/EtOAc 19:1) aus Fraktion | (34 mg)
isoliert. Fraktion Il (336 mg) erbrachte durch SC an Kieselgel (CH>CI,/EtOAc 20:1)
Fraktion II-1 (68 mg) und -2 (15 mg). Fraktion 1I-1 (68 mg) ergab nach SC an
Kieselgel (CH2CI,/EtOAc 7:1) die Verbindung 40 (22 mg) und ein Steroidegemisch
[I-1a (30 mg), in dem nach Trimethylsilylierung durch GC-MS Verbindung TMS-9 und
TMS-11 gefunden wurde. Die Chromatografie der Fraktion Il (56 mg) Uber eine
Kieselgelsaule (CH.Cl,/EtOAc 20:1) lieferte Verbindung 37 (13 mg). Fraktion IV
(434 mg) wurde mittels SC an Kieselgel (CH,CI/EtOAc 15:1) weiter in IV-I (262 mg)
und V-2 (15 mg) getrennt, wobei erstere Fraktion erneut Uber Kieselgel
(n-Hexan/EtOAc 4:1) chromatografiert wurde (IV-1a (89 mg), IV-1b (21 mg)). Da das
'H-NMR-Spektrum von IV-1a zeigte, dass diese Fraktion ein Gemisch zweier
Verbindungen war, wurden durch SC an HD-SIL-15-60 (n-Hexan/EtOAc 3:1) die
Capnellene 35 (9 mg) und 34 (11 mg) gewonnen. Eine weitere Kieselgelsaule
(CH.CIL/EtOAC 9:2) der Fraktion V (139 mg) ergab die Verbindung 39 (24 mg).
Verbindung 36 (10 mg) wurde durch SC an Kieselgel (CH.CI,/EtOAc 3:2) aus
Fraktion VI (47 mg) erhalten.
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4.4 Spektroskopische Daten der isolierten Verbindungen

3-O-{[6-Deoxy-a-L-talopyranosyl-(1—2)]-[#D-glucopyranosyl-(1—3)]-a-L-
arabinopyranosyl}-jujubogenin (1): C47H76017, M, 912. FAB-MS (neg. lonenmodus)
m/z: 911 [M-HJ (19). "H- und "*C-NMR-Daten s. Tabellen 2-3.

3-O-{[a-L-Rhamnopyranosyl-(1—2)]-[#D-glucopyranosyl-(1—3)]-a-L-
arabinopyranosyl}-jujubogenin (2): C47H76017, M, 912. FAB-MS (neg. lonenmodus)
m/z: 911 [M-HJ (87), 749 [M-H-GIc] (36), 603 [M-H-Glc-Rha] (7). "H- und "*C-NMR-
Daten s. Tabellen 2-3.

Kampferol 3-O-robinobiosid (3): C27H30015, M, 594. FAB-MS (neg. lonenmodus) m/z:
593 [M-H] (18). "H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 4.

(14S,16S,20R)-14,16-14,20-15,20-Triepoxy-14,15-secopregn-5-en-3 -ol (4):
C21H3004, M, 346. [a]) —14° (c = 0.53, CHCI;). EI-MS m/z: 346 [M]"" (65); ESI-MS

m/z: 369 [M+Na]" (100); HR-ESI-MS m/z: 369.2033 [M+Na]"; ber. fiir C»1HsgOsNa*
369.2042. 'H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 5.

Stemmosid A (5): Ca7H4000, M, 508. [« +12° (c = 0.50, MeOH). ESI-MS m/z: 531

[M+Na]" (100); HR-ESI-MS m/z: 531.2612 [M+Na]"; ber. fiir Co;H400sNa* 531.2570.
"H- und ®C-NMR-Daten s. Tabelle 6.

BSitosterol (6): CagHs0O, M, 414. EI-MS m/z: 414 [M]*" (100), 399 (30), 396 (45), 381
(24), 329 (36), 303 (42), 275 (17), 255 (27), 229 (9), 213 (21), 173 (17), 159 (30), 145
(39), 121 (24), 95 (39). 'H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 7.

7-Oxocholesterol (7): Ca7Has02, M, 400. EI-MS m/z: 400 [M]*" (46), 367 (11), 343 (4),
318 (2), 287 (32), 245 (14), 205 (21), 192 (49), 161 (35), 135 (21), 91(18).

Palmitinsaure (8): C16H3202, M, 256. EI-MS m/z: 256 [M]*" (86), 239 (2), 213 (49),
199 (17), 171 (23), 157 (24), 143 (14), 129 (70), 97 (24), 73 (100), 60 (88), 43 (84).
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GC-MS von I-1a: Trimethylsilylcholesterol (C3oHs40Si, M, 458, m/z 458 [M]"" (14)),
Trimethylsilylfecosterol (C31Hs40Si, M, 470, m/z 470 [M]"" (16)), Trimethylsilyl-
stigmasterol (CsHseOSi, M, 484, m/z 484 [M]"" (23)), 34Trimethylsilyloxy-4,4-di-
methylcholest-5-en (C32HssOSi, M, 486, m/z 486 [M]*" (36)).

24&-Methylcholesterol (9): CasHasO, M, 400. EI-MS m/z: 400 [M]*" (100), 385 (12),
382 (21), 367 (14), 315 (21), 289 (18), 273 (11), 255 (14), 213 (14), 105 (11), 43 (14).
"H- und ®C-NMR-Daten s. Tabelle 8.

7 a-Hydroxy-24&-methylcholesterol (10): CogHagO2, M, 416. EI-MS m/z: 416 [M]™" (4),
398 [M-H,0]"" (100). "H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 8.

GC-MS von |-2: Trimethylsilyl-24&-methylcholesterol (TMS-9) (C31Hs560Si, M, 472,
m/z 472 [M]*" (28)), Trimethylsilylgorgosterol (TMS-11) (C33HssOSi, M, 498, m/z 498
[MI™ (22)).

(-)-Nephthenol (12): CoH340, M, 290. [«]} —35° (c = 1.0, CHCI3). EI-MS m/z: 290
IM]* (1), 272 [M-H,0[*" (46), 257 [ M-18-15]" (10), 229 (15), 189 (16), 148 (27), 121
(50), 107 (55), 98 (86), 81 (100), 59 (100), 41 (72); ESI-MS m/z: 313 [M+Na]". "H-
und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 9.

24-Methylencholesterol (13): CogHs60, M, 398. EI-MS m/z: 398 [M]*" (16), 383 (15),
380 (5), 314 (100), 299 (20), 281 (16), 271 (42), 255 (16), 229 (14), 213 (26), 159
(26), 133 (32), 107 (45), 55 (85). GC-MS von Trimethylsilyl-24-methylencholesterol
m/z: 470 [M+TMS]"" (35). "H- und ™*C-NMR-Daten s. Tabelle 10.

GC-MS von [I-2: Trimethylsilyl-24&-methylcholesterol (TMS-9) (C31Hs560Si, M, 472,
m/z 472 [M]"" (27)) und Trimethylsilylgorgosterol (TMS-11) (C33Hss0Si, M, 498, m/z
498 [M]"".

GC-MS von I-1: Trimethylsilylpalmitinsaure (TMS-8) (C19H4002Si, M, 328, m/z 328
[M]™" (2)), Trimethylsilyldlsdure (C21H4202Si, M, 354, m/z 354 [M]"" (2)).
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(-)-11,12-Epoxypukalid (14): C21H2407, M, 388. [a]; -5.1° (c = 0.01, MeOH). El-

MS m/z: 388 [M]"" (52), 373 (16), 356 (31), 328 (16), 208 (53), 179 (34), 168 (58),
137 (36). 'H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 11.

(-)-Bicyclogermacren (15): CisHz4, M, 204. [a]; —60° (c = 0.85, Aceton). EI-MS m/z:
204 [M]™" (18), 189 (11), 161 (21), 136 (18), 121 (100), 107 (59), 93 (79). 'H- und
3C-NMR-Daten s. Tabelle 12.

GC-MS von lI-2a: Trimethylsilylcholesterol (C3oHs,0Si, M, 458, m/z 458 [M]"" (28)),
Trimethylsilyl-24&-methylcholesterol (TMS-9) (C31Hs6OSi, M, 472, m/z 472 [M]*" (32)),
Trimethylsilylgorgosterol (TMS-11) (C33HssO, M, 498, m/z 498 [M]"" (14)).

(-)-7 p-Hydroxy-8 a-methoxydeepoxysarcophin (16): CyH3,04, M, 348. [a]) —23°
(c= 0.53, CHCl3). ESI-MS m/z: 371 [M+Na]" (100); HR-ESI-MS m/z: 371.2209
[M+Na]*; ber. fiir C21H3,04Na* 371.2198. 'H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 13.

GC-MS von I-2: Trimethylsilylpregnenolon (C24H4002Si, M, 388, m/z 388 [M]*" (28)),
Trimethylsilylcholesterol (C3oHs540Si, M, 458, m/z 458 [M]*" (28)), Trimethylsilyl-24&-
methylcholesterol (TMS-9) (C31Hs60Si, M, 472, m/z 472 [M]™" (38)), Trimethylsilyl-
stigmasterol (C3HsO0Si, M, 484, m/z 484 [M]"™ (5)), Trimethylsilylschottenol
(C32Hss0Si, M, 486, m/z 486 [M]" (100)), Trimethylsilylpalmitinsdure (TMS-8)
(C19H4002Si, M, 328, m/z 328 [M]"" (4)).

GC-MS von I-1: Trimethylsilyl-22(E)-cholest-5,22-dien-3 -0l (C30H520Si, M, 456, m/z
456 [M]"" (10)), Trimethylsilylcholesterol (C3oHs40Si, M, 458, m/z 458 [M]*" (31)),
Trimethylsilylzymosterol (C3oH52,0Si, M, 456, m/z 456 [M]*" (18)), Trimethylsilyl-24&-
methylcholesterol (TMS-9) (C31Hs60Si, M, 472, m/z 472 [M]"" (39)), Trimethylsilyl-
stigmasterol (Cz2Hs6OSi, M, 484, m/z 484 [M]*" (5)), Trimethylsilylgorgosterol (TMS-
11) (C33H550Si, M, 498, m/z 498 [M]"" (18)).
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(+)-7 F-Hydroxy-8 a-methoxydeepoxysarcophytoxid (17): C21H3403, M, 334. [a]; +9°
(c = 0.1, CHCI3). ESI-MS m/z: 357 [M+Na]" (100). 'H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle
14.

(+)-7 2,8 3-Dihydroxydeepoxysarcophytoxid (18): CxH320s, M, 320. [« +138°
(c = 0.5, CHCI3). ESI-MS m/z: 343 [M+Na]* (100). 'H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle
14.

GC-MS von [-1: Trimethylsilyl-24&-methylcholesterol (TMS-9) (C31Hs560Si, M, 472,
m/z 472 [M]"" (32)).

(+)-Polydactylid (19): C2oH300s, M, 350. [a];; +11° (c = 0.1, CHCI3). ESI-MS m/z: 373
[M+Na]* (100); HR-ESI-MS m/z: 373.1951 [M+Na]*; ber. fiir CooH300sNa* 373.1991.
'H- und *C-NMR-Daten s. Tabelle 15.

(+)-7 2,8 8-Dihydroxydeepoxysarcophin (20): CyoH3004, M, 334. [a]} +2° (c=0.22,
CHCIs). ESI-MS m/z: 357 [M+Na]* (100). 'H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 16.

(+)-Sarcophin (21): CaH2803, M, 316. [} +93° (c = 1.0, CHCI3). ESI-MS m/z: 339
[M+Na]* (100). 'H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 16.

(+)-Sarcophytoxid (22): CH3002, M, 302. [a[;) +167° (c = 1.8, CHCl3), [a]; +152°
(c = 1.0, MeOH). ESI-MS m/z: 325 [M+Na]" (100). "H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle
16.

(+)-17-Hydroxysarcophytoxid (23): CxoH3003, M, 318. [a]y +51° (c = 0.24, CHCIy).
ESI-MS m/z: 341 [M+Na]" (100); HR-ESI-MS m/z: 341.2095 [M+Nal’, ber. fir
CaoH3003Na 341.2093. "H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 17.

(+)-7 F-Acetoxy-8 a-hydroxydeepoxysarcophin  (24): CyH3,0s, M, 376. [af) +89°

(c = 0.45, CHCl3). ESI-MS m/z: 399 [M+Na]* (100); HR-ESI-MS m/z: 399.2155
[M+Na]*, ber. fir CooH3205sNa 399.2147. 'H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 17.
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(+)-7 8,8 a-Dihydroxydeepoxysarcophin (25): CaH3004, M, 334. [a]; +103° (c = 0.15,
CHCls). ESI-MS m/z: 357 [M+Na]" (100). 'H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 17.

(+)-Sarcophytonin A (26): C2oH300, M; 286. [«]% —90° (c = 0.98, CHCl3). EI-MS m/z:
286 [M]*" (7), 271 (5), 203 (9),175 (15), 163 (18), 149 (21), 136 (26), 135 (44), 121
(15), 107 (19), 93 (27), 91 (37), 67 (57). 'H- und *C-NMR-Daten s. Tabelle 18.

(-)-p-Elemen (27): C1sHz4, M, 204. [a];} —17° (c = 0.2, CHCI3). GC-MS m/z: 204 [M]*
(4)."H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 19.

(-)-3a-Ethoxyfuranocembranoid 28: CasH3209, M, 476. [a]; —3.4° (c = 1.0, CHCIy).
EI-MS miz: 476 [M]" (4); ESI-MS miz: 499 [M+Na]' (100); HR-ESI-MS m/z:
499.1923 [M+Nal", ber. fir CsH3,09Na 499.1944. "H- und *C-NMR-Daten s. Tabelle
20.

—)-Danieli : CosH30010, M, . la], 45° (c=1.0, 3)- - m/z:
(-)-Danielid (29): C25H30010, M, 490. [a]} —45° (c = 1.0, CHCI3). ESI-MS m/z: 513

[M+Na]* (100); HR-ESI-MS m/z: 513.1735 [M+Na]", ber. fiir CsH3010Na 513.1737.
"H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 20.

(+)-Pukalid (30): C21H2406, M, 372. [a]} +28° (c=0.75, CHCI3). EI-MS m/z: 372

[M]"" (49), 340 (22), 315 (17), 276 (22), 208 (100), 168 (70), 165 (75). M.p. 198-200.
"H- und C-NMR-Daten s. Tabelle 20.

(+)-13a-Acetoxypukalid (31): Ca3Hz0s, M, 430. [a]; +22° (c = 0.8, CHCI;). EI-MS
m/z: 430 [M]* (7), 370 (11), 338 (14), 295 (12), 261 (15), 221 (12), 219 (11), 208
(26), 195 (12), 179 (13), 168 (23), 165 (48). "H- und *C-NMR-Daten s. Tabelle 21.

Furanocembranoid 32: Ca3H260s, M, 430. [a]; —177° (c = 0.97, CHCI3). EI-MS m/z:

430 [M]*" (16), 399 (8), 371 (9), 356 (14), 339 (14), 261 (11), 222 (16), 219 (22), 137
(100). "H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 21.
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(1’E,5’E)-5-(2’,6’-Dimethylocta-1’,5’,7’-trienyl)-furan-3-carbonsauremethylester  (33):
C16H2003, M, 260. EI-MS m/z: 260 [M]"* (16), 179 (68), 147 (100). 'H- und "*C-NMR-
Daten s. Tabelle 22.

GC-MS von IlI-1: Trimethylsilylcholesterol (C3oHs40Si, M, 458, m/z 458 [M]"" (38)),
Trimethylsilylgorgosterol (TMS-11) (Caz3HsgOSi, M, 498, m/z 498 [M]"" (45)), Tri-
methylsilylstigmasterol (CsHscOSi, M, 484, m/z 484 [M]" (27)), Trimethylsilyl-
fecosterol (C31Hs40Si, M, 470, m/z 470 [M]*" (55)).

(-)-2¢,83,13-Triacetoxy-A*"?-capnellen-10a-ol (34): CyiH300;, M, 394. [a]} —17°
(c = 0.72, CHCIl3). EI-MS m/z: 394 [M]*" (1), 334 [M-AcOH]" (14), 274 (35), 214 (49),
201 (22), 167 (36), 121 (48), 107 (100), 94 (53), 43 (88); HR-ESI-MS m/z: 417.1879
[M+Na]*, ber. fiir Co1H3007Na 417.1889. 'H- und ">*C-NMR-Daten s. Tabelle 23.

(+)-32,83,14-Triacetoxy-A*"?-capnellen-10c-ol (35): C21H3007, M, 394. [a]) +1.7°
(c = 0.88, CHCI3). EI-MS m/z: 394 [M]*" (1), 334 [M-AcOH]" (14), 274 (35), 214 (49),
201 (22), 167 (36), 121 (48), 107 (100), 94 (53), 43 (88); HR-ESI-MS m/z: 417.1879
[M+Na]*, ber. fir Co1H3007Na 417.1889. 'H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 24.

(+)-3a,14-Diacetoxy-A*"?-capnellen-85,10a-diol (36): C19H2306, M, 352. [a]; +28°
(c = 0.8, CHCI3). EI-MS m/z: 352 [M]"* (0.5), 334 [M-H20]" (1), 292 [M-AcOH]" (5),
282 (9), 274 (7), 232 (7), 219 (13), 217 (3), 214 (11), 201 (8), 199 (5), 121 (38), 120
(45), 112 (27), 108 (43), 107 (100); HR-ESI-MS m/z: 375.1785 [M+Na]*, ber. fir
C19H280sNa 375.1784. "H- und ">C-NMR-Daten s. Tabelle 25.

(+)-3a,8#Diacetoxy-A*"?-capnellen-10a-0l  (37): CigH20s, M,336. [a} +2.2°
(c = 1.33, CHCI3). EI-MS m/z: 276 [M-AcOH]* (11), 216 (62), 167 (20), 131 (11), 123
(45), 109 (100); HR-ESI-MS m/z: 359.1829 [M+Na]*, ber. fiir C1gH2s0sNa 359.1834.
'H- und "®C-NMR-Daten s. Tabelle 26.

(+)-3a,4a-Epoxy-A'®-pracapnellen (38): CisH24O, M,220. [af) +42° (c=0.57,
CHCl3). EI-MS m/z: 220 [M]*" (5), 164 (12), 149 (15), 131 (27), 121 (38), 107 (40), 93
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(57), 81 (57), 55 (55) 41 (100); HR-ESI-MS m/z: 243.1723 [M+Na]’, ber. fir
C15H24ONa 243.1725. 'H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 27.

(+)-A°"?-Capnellen-85,10-diol (39): C15H2402, M, 236. [«]} +91° (c = 1, CHCI). El-
MS m/z: 236 [M]" (2), 218 [M-H,O]" (13), 203 (21), 185 (5), 166 (10), 149 (8), 147
(3), 126 (36), 112 (100), 109 (97); HR-ESI-MS m/z: 259.1668 [M+Nal*, ber. fiir
C15H2402Na 259.1674. 'H- und "*C-NMR-Daten s. Tabelle 28.

(-)-8-Acetoxy-A*"?-capnellen-100-0l (40): Ci7Hz603, M, 278. [a]F -2.6° (c = 1.0,
CHCI3). EI-MS m/z: 278 [M]*" (1), 218 [M-AcOH]" (23), 167 (7), 131 (5), 109 (30), 94
(100); HR-ESI-MS m/z : 301.1783 [M+Nal", ber. fiir C17H260sNa 301.1780. 'H- und
®C-NMR-Daten s. Tabelle 28.

GC-MS von lI-1a: Trimethylsilyl-24&-methylcholesterol (TMS-9) (C31Hs60Si, M, 472,

m/z 472 [M]"" (39)), Trimethylsilylgorgosterol (TMS-11) (C33HssOSi, M, 498, m/z 498
[M]*" (45)).
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5 Zusammenfassung

Etwa 70% der Erdoberflache sind von Wasser bedeckt, in dem mehr als 500.000
Arten von marinen Organismen leben. Das Leben unter Wasser unterscheidet sich
deutlich von dem an Land. Marine Tiere und Pflanzen leben in einem geschlossenen
Okosystem mit hohem Salzgehalt, hohem Druck und relativ konstanter Temperatur.
So kann man erwarten, dass marine Organismen Inhaltsstoffe produzieren, die sich
in ihren Strukturen deutlich von denen an Land lebenden Organismen unterscheiden.
Marine Korallen, Schwamme und Algen stellen somit eine reichhaltige Quelle fur die
Isolierung von neuen Naturstoffen dar, die ein groRes pharmakologisches Potential
besitzen. Zu ihnen gehdren u. a. Sesquiterpene, Diterpene und Steroide, von denen
einige cytotoxische, ichthyotoxische, antibakterielle, entzindungshemmende,
antivirale, insektizide und immunmodulierende Eigenschaften besitzen. Dieses
Potential ist fur die Medizin im Wesentlichen nur dann effektiv nutzbar, wenn die
Strukturen und Bioaktivitaten der Naturstoffe ermittelt werden kénnen.
Die Korallen Dendronephthya rubeola, Sinularia asterolobata und Sarcophyton
tenuispiculatum sowie der Schwamm Desmacidon tubular sind zuvor noch nicht auf
ihre Inhaltsstoffe untersucht worden. Von den Korallen Palythoa sp., Nephthea sp.,
Litophyton arboreum, Sarcophyton trocheliophorum, Sarcophyton glaucum, Sinularia
polydactyla und Sarcophyton sp. und der Alge Enteromorpha flexuosa ist bekannt,
dass sie pharmakologisch aktive Sesquiterpene und Diterpene enthalten.
An Land lebende Pflanzen produzieren viele Naturstoffe mit haufig wichtigen
biologischen Eigenschaften, Funktionen und Wirkungen. Zizyphus spina-christi und
Solenostemma argel werden bis heute als Heilpflanzen in der traditionellen Medizin
wie z. B. bei der Behandlung von Entzindungen, Leber- und Nierenerkrankungen
und Hautproblemen eingesetzt, wobei die pharmakologischen Aktivitdten vor allem
auf Triterpensaponine und Flavonglycoside zurlckzufuhren sind.
Daher bestand das Ziel dieser Arbeit in der Isolierung und Strukturbestimmung
bioaktiver Naturstoffe aus marinen Organismen und Heilpflanzen. Die Testung auf
pharmakologische Wirksamkeit erfolgte am Hans-Kndll-Institut in Jena.
Das unterschiedliche Verhalten jeder Stoffklasse und die Komplexitat der
Substanzgemische erforderten individuelle Lésungen der Trennprobleme, indem
jeweils spezielle Aufarbeitungsoperationen entwickelt wurden. Zur Isolierung der
Naturstoffe fanden Saulenchromatografie an Kieselgel und Sephadex LH-20, MPLC
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und praparative Dunnschichtchromatografie an RP- und Kieselgel-Phasen
Anwendung. Die Strukturbestimmung der isolierten Verbindungen erfolgte
uberwiegend mittels Kernspinresonanzspektroskopie. Die Zuordnung der Signale
wurde mithilfe der zweidimensionalen homonuklearen NMR-Technik 'H,'H-COSY
und den heteronuklearen Experimenten HMQC und HMBC ermittelt. Die relative
Konfiguration wurde durch die Auswertung von ROESY-Spektren festgelegt. Die
Analyse der Steroidgemische erfolgte nach Trimethylsilylierung mittels GC-MS-
Messungen.

Aus den Heilpflanzen Zizyphus spina-christi und Solenostemma argel konnten

Triterpensaponin 1 und Pregnan-Derivat 4 isoliert werden.

OH OH

Abb. 83: Triterpensaponin 1 aus Zizyphus spina-christi und Pregnan-Derivat 4
aus Solenostemma argel

Die Koralle Sarcophyton trocheliophorum lieferte das Cembran-Diterpen (-)-74
Hydroxy-8 a-methoxydeepoxysarcophin (16), das aus der Natur zum ersten Mal
isoliert werden konnte. Die Koralle Sinularia polydactyla beinhaltete die zwei neuen
Cembranoide (+)-Polydactylid (19) und (+)-7 a,8Dihydroxydeepoxysarcophin (20),
wobei letzteres durch praparative Fermentation von (+)-Sarcophin mit Absidia glauca
bekannt ist. Aus der bereits intensiv untersuchten Koralle Sarcophyton sp. gelang die
Isolierung von zwei neuen Cembran-Diterpenen (+)-17-Hydroxysarcophytoxid (23)
und (+)-7Acetoxy-8a-hydroxydeepoxysarcophin (24), das durch Umsetzung von
Sarcophin mit 1%iger p-Toluolsulfonsaure in Essigsaure partialsynthetisch bereits

hergestellt wurde.
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AcO

24

Abb. 84: Die neuen Cembranoide 16 aus Sarcophyton trocheliophorum,
19-20 aus Sinularia polydactyla und 23-24 aus Sarcophyton sp.

Die Koralle Sinularia asterolobata lieferte das neue Furanocembranoid (-)-Danielid
(29).

29

Abb. 85: (-)-Danielid (29) aus Sinularia asterolobata
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Es gelang in dieser Arbeit aus Dendronephthya rubeola vier neue Capnellene 34-37
und ein neues Pracapnellen 38 zu isolieren.

AcO

Aco™”

34 35 36

37 38

Abb. 86: Die neuen Sesquiterpene 34-38 aus Dendronephthya rubeola

Eine Auswahl der isolierten Naturstoffe wurde auf pharmakologische Wirkungen

untersucht.

Abb. 87: Pharmakologisch aktive Furanocembranoide und Capnellene
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(-)-3a-Ethoxyfuranocembranoid 28, (+)-13a-Acetoxypukalid (31) und Furano-
cembranoid 32 zeigen gute antiproliferative Aktivitat gegentber den Tumorzelllinien
L-929 (Mausefibroblasten) und K-562 (Humanleukamie). Die beiden Capnellene
(+)-A%"?_Capnellen-85,10a-diol (39) und (-)-8Acetoxy-A*'?-capnellen-100-o0l (40)
weisen eine gute antiproliferative Wirkung gegenuber Tumorzelllinie L-929 und eine
gute cytotoxische Aktivitat gegenuber der HeLa-Zelllinie (humanes Cervix Karzinom)
auf. Des Weiteren wurden 39 und 40 in Hefe Transkripitions-Assays getestet. Die
Sesquiterpene 39 und 40 sind gute Inhibitoren der Protein-Protein-Interaktion des
onkogenen c-Myc-Transkriptionsfaktors mit seinem Partnerprotein Max, wobei 39
das beste Ergebnis mit einer 77% Hemmung aufweist.

Verbindungen mit inhibitorischer Wirkung gegen den Myc/Max-Komplex sind in der
Onkologie von therapeutischem Interesse, da dieser Komplex als potenter Aktivator
eine Reihe von Genen reguliert, deren Genprodukte Einfluss auf die

Zelltransformation zur Folge haben.
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In the oceans covering 70% of the earth’s surface, live more than 500.000 species of
marine organisms. Life under water differs significantly from life on land. Marine
animals and plants live in a closed ecological system with high content of salt, high
pressure and relatively constant temperature. Thus it can be expected that marine
organisms produce substances with different structures than those from continental
organisms. Therefore marine corals, sponges and algae represent a rich source for
new natural products with highly pharmacological potential. Some of the marine
natural products are sesquiterpenes, diterpenes and steroids with cytotoxic,
ichthyotoxic,  antibacterial,  anti-inflammatory,  antiviral, insecticidal and
immunomodulating properties. The determination of the structures and bioactivities of
these compounds is the basis for their potential use as pharmaceutical drugs.

The corals Dendronephthya rubeola, Sinularia asterolobata and Sarcophyton
tenuispiculatum as well as the sponge Desmacidon tubular have never been
analysed for natural products before. It is known that the corals Palythoa sp.,
Nephthea sp., Litophyton arboreum, Sarcophyton trocheliophorum, Sarcophyton
glaucum, Sinularia polydactyla and Sarcophyton sp. and the alga Enteromorpha
flexuosa contain pharmacological active sesquiterpenes and diterpenes.

Continental plants produce also many natural products which have often mainly
biological properties, functions and activities. The medicinal plants Zizyphus spina-
christi and Solenostemma argel have been used in the traditional folk medicine e. g.
in the treatment of inflammation, liver and kidney diseases and skin problems.
Triterpene saponins and flavonoids are mainly responsible for the pharmacological
activities.

For that reason the aim of the present thesis was the isolation and structure
determination of biological active natural products from marine organisms and
medicinal plants. The screening for pharmacological properties was done at the
Hans-Knall-Institute in Jena.

From the fact that each class of compounds behaves different and that the crude
extracts contained a complex mixture of substances, it was necessary to establish
individual work-up schemes. Column chromatography on silica gel and Sephadex
LH-20, MPLC and preparative thin-layer chromatography on reversed and normal
phases were used for isolation of the natural products. The structures of the obtained
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compounds were primarily determined by NMR spectroscopy. The assignment of the
signals was performed by means of the two-dimensional homonuclear NMR-
technique 'H,'H-COSY and the heteronuclear experiments HMQC and HMBC. The
relative configuration was deduced by ROESY experiments. The steroid mixtures
were analysed after trimethylsilylation by GC-MS measurements.

Triterpene saponin 1 and pregnane-derivative 4 have been isolated form the
medicinal plants Zizyphus spina-christi and Solenostemma argel.

Fig. 83: Triterpene saponin 1 from Zizyphus spina-christi and pregnane-derivative 4
from Solenostemma argel

The coral Sarcophyton trocheliophorum gave the cembrane-diterpene (-)-7/
hydroxy-8 a-methoxydeepoxysarcophine (16), which has been isolated for the first
time from a natural source. The coral Sinularia polydactyla contained the two new
cembranoids (+)-polydactylide (19) and (+)-7 «,8 /-dihydroxydeepoxysarcophine (20).
Compound 20 is already known by preparative fermentation of (+)-sarcophine with
Absidia glauca. The two new cembrane-diterpenes (+)-17-hydroxysarcophytoxide
(23) and (+)-7 f~acetoxy-8 a-hydroxydeepoxysarcophine (24) could be obtained from
the intensively investigated coral Sarcophyton sp.. Cembranoid 24 is known as a
partial synthetic product from the conversion of sarcophine with p-toluenesulfonic

acid in acetic acid.
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Fig. 84: The new cembranoids 16 from Sarcophyton trocheliophorum,
19-20 from Sinularia polydactyla and 23-24 from Sarcophyton sp.

The new furanocembranoid (—)-danielide (29) has been obtained from the coral

Sinularia asterolobata.

29

Fig. 85: (—)-Danielide (29) from Sinularia asterolobata
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In this thesis it was possible to isolate four new capnellenes 34-37 and one new

precapnellene 38 from the coral Dendronephthya rubeola.

AcO

OAc

Aco™”

AcO”

34 35 36

37 38

Fig. 86: The new sesquiterpenes 34-38 from Dendronephthya rubeola

Some of the isolated natural compounds have been screened for their

pharmacological activities.

Fig. 87: Pharmacologically active furanocembranoides and capnellenes
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(-)-3a-Ethoxyfuranocembranoid 28, (+)-13a-acetoxypukalid (31) and furano-
cembranoid 32 show a good antiproliferative activity against the tumor cell lines
L-929 (murine fibroblasts) and K-562 (human leukemia). The two capnellenes
(+)-A%"?_capnellene-8,10a-diol (39) and (-)-8acetoxy-A*'?-capnellene-100.-0l
(40) have a good antiproliferative effect against the tumor cell line L-929 and a good
cytotoxic activity against HeLa cell line (human cervix carcinoma). Further more 39
and 40 were screened in yeast transcriptions assays. The sesquiterpenes 39 and 40
are good inhibitors of the protein protein interaction of the oncogenic transcriptional
factor c-Myc and its binding protein Max. Sesquiterpene 39 shows the best result
with an inhibition of 77%.

As potent activator this complex regulates several genes whose products have
influence on the transformation of cells. From this reason compounds with inhibiting

activity of the Myc/Max complex are of interest in oncology.
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Biosynthese von Kampferol [17-18]
Struktur von Quercetin, Kampferol und Isorhamnetin

Das Cz¢-Kohlenstoff-Gerust des 5a-Pregnans [26]

: Struktur des cytotoxischen Pregnans 11a-O-2-Methylbutyroyl-123-O-

benzoyltenacigenin B [30]

: Biogenese von Dammarenol und f-Amyrin [33]
: Struktur von Saikosaponin D [231]
: Korallenriff mit Weichkorallen [232]

: Schematischer Querschnitt eines Polypen (Anthozoa), Bp: Basalplatte,

Te: Tentakel, Sr: Schlundrohr [233]

: Verschiedene Typen von Nesselkapseln, jeweils geschlossen (mit

Auslose-Flagellum) und entladen [234]

: Links: Ein Ausschnitt aus einer lebenden Tentakel der Pilzkoralle
Cycloseris cyclolites, in dem man die zwei Zellschichten Ektoderm
(oben) und Entoderm (unten) erkennt. Nur das Entoderm enthalt
Zooxanthellen, Verg. 300 X; Rechts: Einzelne Zooxanthellen als
geilellose Kugeln. Durchmesser einer Zelle: 10 um [171]

Vereinfachtes Schema des Calcifikations- und Atmungsstoffwechsels
von Korallen bei Licht unter Berucksichtigung der Rolle symbiotischer
Algen [49].

Junge Weichkorallenkolonie mit ersten wenigen Polypen
Sarcotolacetat, das ichthyotoxisch gegen Oryzia latipes wirkt
Bauplan eines Schwammes [105]

Gewebeausschnitt von vier Geilselkammern. Die Licken zwischen den
Kragengeilelzellen entsprechen Kammerporen, Uber die zufihrende
Kanale in die Kammern einminden. Der Kragen der Choanocyten
besteht aus einzelnen Mikrovilli [105]

Gonan ist das Grundgerust der Steroide
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Biosynthese von Cholesterol tber Cycloartenol (bei Pflanzen) und
Lanosterol (bei Tieren) [67]

Biosynthese von Gorgosterol

Strukturen der marinen Sterole 24-Methylcholesta-5,24(28)-dien-
3,7 5,19-triol, Litosterol und Ibisterolsulfat

Charakteristische Fragmentierung von Sterolen: Bruchstiicke [M-15]",
[M-90]" und [M-90-15]" [75]

Charakteristische Fragmentierung des A-Rings von Sterolen:
Bruchstiicke m/z 129, [M-129]" [76]

Charakteristische Fragmentierung des D-Rings von Sterolen:
Bruchstick m/z 213 [77]

Charakteristische Fragmentierung der Seitenkette von Gorgosterol:
Bruchstick m/z 386

Biogenese einiger mono- und bicyclischer Sesquiterpene aus
Farnesylpyrophosphat [85]

(T’E,5'2)-2-(2’,6’-Dimethylocta-1’,5’,7’-trienyl)-4-furancarbonsaure aus
Sinularia Spezies

Struktur von Capnellen-8-ol, 11,12-Dihydroxy-1(10),6-eremophiladien
und 4 a-O-Acetyl-11-eudesmen [90-92]

Hydroxycolosenon aus Nephthea chabrolii

Pseudopterosin E aus der Hornkoralle Pseudopterogorgia elisabethae
Praelolid aus Gorgonella umbraculum

Cytotoxisch wirkende Diterpene aus Korallen

Biosynthese von Cembren A aus Geranylgeranylpyrophosphat [85]

Bestimmung der Reihenzugehorigkeit von Monosacchariden am
Beispiel der -D-Glycopyranose

Aufarbeitungsschema von Zizyphus spina-christi
Synthese von 6-Deoxy-L-talose aus L-Rhamnose
Strukturen der aus Zizyphus spina-christi isolierten Saponine 1 und 2

Struktur des aus Zizyphus spina-christi isolierten Kampferol 3-O-
robinobiosids (3)
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Struktur des aus Solenostemma argel isolierten Pregnan-Derivates 4
Struktur des aus Solenostemma argel isolierten Stemmosids A (5)
Aufarbeitungsschema von Enteromorpha flexuosa

Struktur des aus Enteromorpha flexuosa isolierten f-Sitosterols (6)

Struktur des aus Enteromorpha flexuosa isolierten 7-Oxocholesterols

(7)

Aufarbeitungsschema von Desmacidon tubular

Strukturen der aus Desmacidon tubular isolierten Sterole

Palythoa sp. mit geschlossen und im Wasser offenen Mundscheiben

Aufarbeitungsschema von Palythoa sp.
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