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Improved methods of extracting vincaleucoblastin from leaves and tissue cultures of Catharan-
thus roseus and of the quantitative determination of this dimeric indole-alkaloid by reflectance
densitometry of TLC-plates have been established. Approximately 0.05% VLB were found in the
leaves and, using high-performance-thin-layer-chromatography, 0.00013% VLB in callus cultures
(not in suspension cultures!) derived from this plant.

Einleitung

Das als Zytostatikum u. a. bei Morbus Hodgin in
Form des Sulfats eingesetzte dimere Indol-Alkaloid
Vincaleukoblastin (=VLB) [1] wird ausschlieBlich
aus dem Kraut der Apocynacee Catharanthus roseus
G. DON. isoliert (vgl. 2). VLB kommt (zusammen
mit dem ebenfalls onkolytisch genutzten Leurocri-
stin) nur in sehr geringen Konzentrationen (ca.
0,005% berechnet auf die Trockenmasse der Pflanze)
neben etwa 90 weiteren monomeren und dimeren In-
dol-Alkaloiden in Catharanthus vor. Es ist daher von
Interesse, Verfahren zu entwickeln, die es erlauben,
zum einen VLB moglichst vollstindig aus wenig
Pflanzenmaterial zu isolieren, zum anderen aber
moglichst genau quantitativ zu bestimmen. Das ist
besonders wichtig fiir Serienuntersuchungen zur Se-
lektion von Hochleistungspflanzen. Es liegt nahe,
auch hier den derzeit von einigen Laboratorien zur
Bestimmung geringster Mengen von Sekundarstoffen
genutzten Radio-Immuno-Assay einzusetzen [3]. Al-
lerdings kann sich — bedingt durch den hohen tech-
nischen Aufwand — nicht jedes Laboratorium dieses
Verfahrens bedienen, zumal wenn es sich nur um ei-
ne iiberschaubare Zahl von Einzelanalysen handelt.

Im Rahmen einer Dissertation [4] wurde ein Ex-
traktionsverfahren entwickelt, das ausgehend von
den Angaben von Masoud et al. [5] aufgebaut wurde,
jedoch die Ausbeute an VLB um etwa das 15-fache
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steigerte. Zusdtzlich wurde eine Bestimmungsmetho-
de erarbeitet, die die Quantifizierung von ca. 0,5 pg
VLB je g Trockensubstanz erlaubt. Diese Verfahren
wurden zunéchst zur Bestimmung von VLB in Pflan-
zenmaterial von Catharanthus roseus genutzt und
spater in modifizierter Form auch fir die Analyse
von entsprechenden Zell- und Gewebekulturen ver-
wendet. Uber methodische Einzelheiten und iiber
Analysenergebnisse soll im folgenden berichtet wer-
den.

Experimenteller Teil und Ergebnisse

a) Bestimmung von VLB in Bldttern
von Catharanthus roseus

Aufarbeitung der Blitter

1 g gefriergetrocknete, pulverisierte Blitter von
Catharanthus roseus werden mit insgesamt 50 ml ei-
ner Mischung von 2-prozentiger Weinsdureldsung
und Methanol (2+3) versetzt, mit einem Magnet-
rithrer gerithrt und danach durch eine Glasfritte
(G3) filtriert. Der Rickstand wird mit weiteren
50 ml der gleichen Weinsdure/Methanol-Losung er-
neut extrahiert und abermals filtriert. Die vereinigte
Extraktionsfliissigkeiten werden am Rotationsver-
dampfer unter vermindertem Druck auf ca. 30 ml
eingeengt und die erhaltene triibe Flissigkeit durch
eine Glasfritte direkt in einen Scheidetrichter iiber-
fihrt. Kolben und Fritte werden mit wenigen Millili-
tern 2-prozentiger Weinsdureldsung nachgewaschen.
Das erhaltene Filtrat wird zur Reinigung mit 40 ml
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Dichloridthan ausgeschiittelt, diese organische Phase
verworfen, dann mit 25-prozentiger Ammoniaklo-
sung auf einen pH von 5.2 eingestellt und viermal
mit 40 ml Dichlordthan extrahiert. Die lber Na-
triumsulfat getrockneten, vereinigten Dichlordthan-
fraktionen werden am Rotationsverdampfer unter
vermindertem Druck zur Trockene gebracht. Der so
erhaltene — mit VLB angereicherte — Extraktriick-
stand wird nach Losen in Toluol quantitativ in einen
1-mI-MeBkolben iiberfithrt und dient als 1 ml MaB-
16sung zur Bestimmung des VLB-Gehaltes.

Herstellung der Eichlosung

11,21 mg VLB-Sulfat der Firma Eli Lilly, India-
napolis, (entsprechend 10 mg freier VLB-Base) wer-
den in einem Scheidetrichter in wenigen ml destil-
lierten Wassers gelost und nach Alkalisieren mit
Ammoniaklosung mehrmals mit Chloroform ausge-
schiittelt. Die vereinigten, lber Natriumsulfat ge-
trockneten Chloroformfraktionen werden unter ver-
mindertem Druck zur Trockene gebracht und der
Riickstand in 5 ml Toluol geldst. Durch Verdiinnen
dieser Stammldsung erhilt man die Vergleichslosun-
gen zum Aufstellen der VLB-Eichgerade. Die
Stammlosung wird so verdiinnt, daB VLB-Konzen-
trationen im Bereich von 0,5—2,0 pg/ul resultieren.
Das Auftragsvolumen betrdgt 2 ul. Die Losungen
sind gekiihlt (4 °C) mindestens 2 Wochen lang ver-
wendbar.

Chromatographische Bedingungen

Der mit VLB angereicherte Alkaloidextrakt wird
auf Kieselgel-Fertigplatten (Kieselgel 60 F 254; Nr.
5554, Fa. Merck) chromatographiert. Dabei werden
Extraktvolumina von 3—6 pl als 3 mm langer Strich
mit dem DC-Autoliner Typ TLC 2 (Fa. ICN) halb-
automatisch auf die Diinnschicht aufgetragen. Die
Entwicklung erfolgt mit den FlieBmitteln Chloro-
form/Methanol (98+2) und nach Zwischentrock-
nung mit Chloroform/Methanol (97 + 3).

Absorptionsspektrum von VLB in Remission

Um bei der Absorptionsmessung ein moglichst
grof3es MefBsignal zu erhalten, muB3 auch bei in situ
Bestimmungen die Messung bei der Wellenldnge ei-
nes Absorptionsmaximums der entsprechenden Sub-
stanz durchgefiihrt werden. Da die Lage eines Ab-
sorptionsmaximums einer an Kieselgel sorbierten
Substanz durch die Sorbens beeinflult werden kann

[6, 7], wurde eine Absorptionskurve von Vincaleuko-
blastin auf Kieselgel 60 in Remission aufgenommen.
Abb. | zeigt, daB das (kiirzerwellige) Absorptions-
maximum gegeniiber einer methanolischen Ldsung
(Abb. 2) um 4 nm bathochrom verschoben ist und
hier bei 218 nm liegt.

Messung und Auswertung

Die quantitative /n situ Bestimmung des Vincaleu-
koblastins wird mit dem Spektralphotometer der
Firma C. Zeiss in Verbindung mit dem Z-Scanner
(CAMAG) vorgenommen. Vor dem eigentlichen
Scannen erfolgt die exakte Positionierung des jewei-
ligen DC-Flecks im MeBstrahl. Die einzelnen MeB-
bahnen werden vom Start in Richtung FlieBmittel-
front in der MeBanordnung Monochromator-Probe-
Empfianger vermessen. Die Registrierwellenldnge
betragt 218 nm, die Spaltgroe 6x0,5 mm und die
MeB-Geschwindigkeit 40 mm/min. Die Peakfla-
chenbestimmung erfolgt nach der Ndherungsmetho-
de Hohe x Breite in halber Hohe. Mit den errechne-
ten Peakfldchen der verschiedenen VLB-Standard-
Konzentrationen wird eine Eichgerade erstellt, in-
dem die Flichenintegrale gegen die entsprechenden
Substanzmengen aufgetragen werden.
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Abb. 1. Absorptionsspekturm von Vincaleukoblastin in
Remission aufgenommen relativ gegen den Plattenunter-
grund mit dem PMQ 2 (C. Zeiss) in Verbindung mit dem
Z-Scanner (CAMAG).
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Abb. 2. UV-Spektren von aus Kalluskulturen von Catha-
ranthus roseus isoliertem (untere Kurve: A) und authenti-
schem (obere Kurve: B) Vincaleukoblastin. Maxima: 214,
259, 288, 296 nm. Aufnahmebedingungen: Gerat: DMR 21
(Fa. C. Zeiss); Registriergeschwindigkeit: 6 min/Trommel-
umdrehung; Registrierdispersion: 1 mm=1nm; Extink-
tionsbereich: 0—1; MeBbereich 350—190 nm; Kiivetten:
1 cm Quarz, Halbmikro MT4; Losungsmittel: Methanol
(UVASOL).

Identititsnachweis des Vincaleukoblastins

Die Einfithrung einer neuen Extraktionsmethode
fir Vincaleukoblastin machte eine exakte Identifi-
zierung der zundchst anhand relativ unspezifischer
R¢-Wert- und Farbreaktionsvergleiche [8] als VLB
angesehenen Substanz notwendig. Dazu wurden von
der in Frage stehenden Substanz, die nach der vorge-
stellten Methode extrahiert und abgetrennt worden
war, nach Elution mit einer Mischung von Metha-
nol/Dichloridthan (1 +4) vom Sorbens, UV- IR- und
EI-MS-Spektren aufgenommen. Zum Vergleich wur-
de authentisches Vincaleukoblastin (Velbe, Fa. Eli
Lilly, Indianapolis) dem gleichen Aufarbeitungspro-
zeB unterworfen und unter identischen apparativen
Bedingungen vermessen. Die auf diese Weise erhal-
tenen Spektren stimmen untereinander und auch mit
entsprechenden Literaturangaben iiberein [9—12].

VLB-Bestimmung in Bldttern von
Catharanthus roseus

Die nach dem hier geschilderten Verfahren extra-
hierte und bestimmte VLB-Menge betrug in den
Blattern der von uns verwendeten Catharanthus-
Pflanzen im Durchschnitt von 9 Einzelbestimmun-
gen 518 pg VLB je 1 g Trockensubstanz.

b) Bestimmung von Vincaleukoblastin in Zellkulturen
Aufarbeitung der Zellkulturen

2 g gefriergetrocknetes, pulverisiertes Gewebe
(zur Anlage und Anzucht der Gewebe vgl. [4]) wer-
den zunichst wie die Blatter von Catharanthus ro-
seus extrahiert.

Chromatographische Bedingungen

Der Extraktriickstand wird in wenigen pl Chloro-
form aufgenommen und quantitativ als 35 mm lan-
ger Strich mit dem DC-Autoliner (Fa. ICN) auf eine
10 cm breite und 5 cm hohe HPTLC-Platte mit Kie-
selgel 60 F 254 (Merck Nr. 5628) aufgetragen. In glei-
cher Weise erfolgt daneben der 35 mm lange, strich-
formige Auftrag einer VLB-Vergleichslosung. Die
Platte wird nacheinander in den FlieBmittelgemi-
schen Chloroform/Methanol (98 +2) und nach Zwi-
schentrocknung in Chloroform/Methanol (97 + 3) je-
weils bis zum oberen Rand entwickelt. Auf der Bahn
der Analysenprobe wird eine entsprechend grof3e
Zone, die auf gleicher Hohe wie die VLB-Referenz-
bande liegt, markiert, von der Glasplatte abgetragen
und eluiert.

Elution erfolgt in einem 60 mm langen ausgezoge-
nen Glasrohr von 3 mm Innendurchmesser, das am
oberen Ende trichterformig erweitert ist. Um ein
Durchlaufen von feinen Adsorbenspartikeln beim
Elutionsvorgang zu verhindern, fiillt man iiber den
locker eingepreBten Wattepropf in der Spitze der
Glassdule zusidtzlich noch eine ca. Smm hohe
Schicht von geglithtem Seesand [13]. Es wird dreimal
mit 0,3 ml einer Mischung aus Methanol und Di-
chlordthan (1+4) desorbiert. Als Vorlage dient ein
kleines Reagenzglas (NS 10/19, 10x60 mm), dessen
Boden kegelférmig ausgezogen ist und ein Fassungs-
vermogen von etwa 10 pl besitzt. Das Elutionsmittel
wird in diesem Gefd3 unter vermindertem Druck
vollstdndig entfernt.

Zur Quantifizierung wird der Riickstand in genau
10 ul Toluol aufgenommen. Von dieser Losung wer-
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den zweimal 1.0 ul und zweimal 1.5 pul punktformig
auf der Lidngsseite einer 100x50 mm grofen
HPTLC-Platte (Kieselgel 60 F 254; Merck 5628) ab-
wechselnd mit einer Vergleichslosung aufgetragen.
Die Reihenfolge des Auftrags von Standard- und Ex-
traktlosungen richtet sich dabei nach einem Vor-
schlag von Bethke [14], der von Hetzel [15] fir die
HPTLC-Platte modifiziert wurde (Data-Pair-Tech-
nik). Durch diesen Applikationsmodus werden even-
tuelle Variationen der chromatographischen Para-
meter innerhalb einer Platte gemittelt, was zu einer
hoheren Genauigkeit der quantitativen Bestimmung
fithrt. Die so vorbereitete HPTLC-Platte wird zwei-
mal in dem FlieBmittelgemisch Chloroform/Metha-
nol (97+3) bis zum oberen Rand entwickelt. Nach
dem Entfernen des FlieBmittels erfolgt die in situ Be-
stimmung des Vincaleukoblastins.

Messung und Auswertung

Die HPTLC-Platte wird entsprechend den Anga-
ben im Abschnitt ,,Messung und Auswertung* (s.
Seite 202) bei Verringerung der SpaltgroBe auf
2.5 x 0,5 mm vermessen und ausgewertet.

Herstellen der VLB-Vergleichslosungen fiir die
HPTLC-Platte

Zur Aufstellung der Eichgeraden werden die glei-
chen VLB-Standardlosungen eingesetzt, wie sie flr
die Bestimmung von VLB in Bléttern (auf einer kon-
ventionellen DC-Platte) hergestellt und verwendet
werden. Das Auftragsvolumen auf die HPTLC-Plat-
te betrdgt allerdings nur 200 nl, wodurch eine Eich-
gerade im Bereich von 100—400 ng VLB/DC-Fleck
erhalten wird.

VLB-Bestimmung in Geweben von
Catharanthus roseus.

Das nach dem soeben geschilderten Verfahren aus
Kallus-Kulturen extrahierte VLB war diinnschicht-
chromatographisch und in seinem UV-Spektrum
(Abb. 2) mit authentischer Substanz identisch. Der
Gehalt in den Geweben betrug 1,3pg VLB je g
Trockensubstanz. In den Suspensionskulturen war
weder in den Zellen noch im Kulturmedium VLB
nachzuweisen.

Diskussion

Die quantitative Analyse von VLB in Catharan-
thus roseus-Zellkulturen erfordert eine Methode, die

eine Untersuchung sehr geringer Probenmengen er-
moglicht. Voraussetzung fiir eine quantitative Erfal3-
barkeit ist eine gute Abtrennung des VLB von den
ca. 90 anderen Catharanthus-Alkaloiden und weite-
ren ,.nichtalkaloidischen™ Begleitsubstanzen. Wiin-
schenswert ist weiterhin eine schnelle Durchfiihrbar-
keit der Analyse bei moglichst geringem techni-
schem Aufwand. Bei der Komplexitdt des Alkaloid-
gemisches in Catharanthus roseus und den geringen
zur Verfligung stehenden Substanzenmengen, ist ei-
ne Losung des Problems unter den vorausgestellten
Bedingungen nur mit Hilfe moderner chromatogra-
phischer Methoden moglich. Der Einsatz der Gas-
chromatographie erwies sich aufgrund der hohen
Molekulargewichte und der Labilitdt der in Frage
stehenden Verbindungen als wenig erfolgreich. Von
den verbleibenden wichtigen chromatographischen
Trennmethoden, wie der Sdulenchromatographie
und der Diinnschichtchromatographie = wurde
letzterer wegen der zu erwartenden groBeren Analy-
senzahlen der Vorzug gegeben. Eine entsprechende
Analysenmethode, die bereits mit relativ geringen
Mengen Pflanzenmaterial auskommt und auf einer
zweidimensionalen Trennung der Alkaloide mit an-
schlieBender Elution des Vincaleukoblastins und
photometrischer Messung desselben beruht, wurde
von Masoud [S] beschrieben. Untersuchungen von
anderen Autoren [16], sowie eigene Experimente
zeigten aber, daB3 neben der sehr zeitraubenden Ex-
traktion und Vorreinigung der Alkaloide diese DC-
Trennung unzureichend ist. Nach Entwicklung einer
einfacheren, fiir VLB jedoch selektiveren Extrak-
tions- und Vorreinigungsmethode, konnten mit
ebenfalls modifizierten chromatographischen Bedin-
gungen — in Verbindung mit einer in situ Messung in
Remission — in Blattern von Catharanthus roseus et-
wa 500 pug VLB/g Trockensubstanz nachgewiesen
werden: demgegeniiber nach Masoud et al. [5] nur
ca. 30pug/g Trockensubstanz. Der entscheidende
Grund fur diese hoheren Ausbeuten ist wohl in der
besseren Loslichkeit des VLB-Salzes in der metha-
nolischen Phase gegeniiber der organischen (Masoud
et al. [S] verwendeten Benzol) zu suchen.

Versuche zur Quantifizierung von VLB in Zellkul-
turen von Catharanthus roseus zeigten zundchst, da3
die Konzentrationen der von Geweben synthetisierten
Alkaloide erheblich unter denen der intakten Pflan-
zen lagen. Durch das noch ungiinstigere Verhéltnis
nichtalkaloidischer* Begleitsubstanzen zu den ge-
ringen Alkaloidkonzentrationen im Extrakt der Zell-
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kulturen gegentiber Extrakten intakter Pflanzen wur-
de aber auch der sichere Nachweis geringster VLB-
Mengen merklich erschwert. Eine Verbesserung im
Sinne einer sicheren Identifizierung und Quantifizie-
rung bei geringem Probe- und Zeitbedarf wurde
durch Verwendung der HPTLC-Platte erreicht. Auf-
grund der bereits erwidhnten Trennschwierigkeiten
mufB3 der eigentlichen HPTLC-Trennung, die der
quantitativen Bestimmung des Vincaleukoblastins
dient, ein chromatographischer Reinigungs- bzw.
Anreicherungsschritt vorgeschaltet werden. Dieser
Vorgang mul3 wegen der geringen Alkaloid-Konzen-
trationen ebenfalls auf einer HPTLC-Platte erfolgen,
da auf einer ,,normalen* DC-Platte infolge der gro-
Beren Fleckendurchmesser die geringeren Alkaloid-
mengen unter die Erfassungsgrenze fallen. Nach An-
reicherung des Vincaleukoblastins und erneuter Auf-
trennung des Eluats auf einer weiteren HPTLC-
Platte konnte dann mit dieser Methodik in Oberfla-
chenkulturen (nicht in Suspensionskulturen!) eines
Catharanthus-Versuchsstammes durchschnittlich
1,3 ng VLB/g getrocknetes Gewebe (daher 1/400 der
Konzentration intakter Pflanzen!) nachgewiesen wer-
den.

Vorliegende Ergebnisse zeigen erstmals, dafl Kal-
luskulturen von Catharanthus roseus nicht nur mono-
mere Indol-Alkaloide (vgl. u.a. [17]), sondern auch
dimere Indol-Indoline biosynthetisieren konnen. In
fritheren Versuchen [18] hielten wir zwar ebenfalls
den Nachweis, dal Gewebe VLB produzieren kann,
fir erbracht. Allerdings wissen wir heute, dafl wir
aufgrund der damals nicht optimalen Abtrennung
des VLB von anderen Alkaloiden, zu hohe VLB-
Konzentrationen gemessen haben.

Von gleichem Interesse wie der Nachweis von
VLB in Oberflachenkulturen ist auch die Beobach-
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