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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 M orbus H odgin in 
Form  des Sulfats eingesetzte dim ere Indol-A lkaloid 
Vincaleukoblastin (=V LB ) [1] wird ausschließlich 
aus dem K raut der Apocynacee Catharanthus roseus
G. DON. isoliert (vgl. 2). VLB kom m t (zusam m en 
mit dem ebenfalls onkolytisch genutzten Leurocri- 
stin) nur in sehr geringen K onzentrationen (ca.
0,005% berechnet au f die Trockenm asse der Pflanze) 
neben etwa 90 weiteren m onom eren und dim eren In- 
dol-Alkaloiden in Catharanthus vor. Es ist daher von 
Interesse, Verfahren zu entwickeln, die es erlauben, 
zum einen VLB möglichst vollständig aus wenig 
Pflanzenmaterial zu isolieren, zum anderen aber 
möglichst genau quantitativ  zu bestim m en. Das ist 
besonders wichtig für Serienuntersuchungen zur Se­
lektion von Hochleistungspflanzen. Es liegt nahe, 
auch hier den derzeit von einigen L aboratorien  zur 
Bestimmung geringster M engen von Sekundärstoffen 
genutzten Radio-Im m uno-Assay einzusetzen [3], A l­
lerdings kann sich -  bedingt durch den hohen tech­
nischen Aufwand — nicht jedes L aboratorium  dieses 
Verfahrens bedienen, zum al wenn es sich nur um ei­
ne überschaubare Zahl von Einzelanalysen handelt.

Im Rahm en einer D issertation [4] w urde ein Ex­
traktionsverfahren entwickelt, das ausgehend von 
den Angaben von M asoud et al. [5] aufgebaut w urde, 
jedoch die Ausbeute an VLB um etwa das 15-fache
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steigerte. Zusätzlich w urde eine Bestim m ungsm etho­
de erarbeitet, d ie die Q uantifizierung von ca. 0,5 ng 
VLB je g Trockensubstanz erlaubt. D iese V erfahren 
wurden zunächst zur Bestim m ung von VLB in Pflan­
zenm aterial von Catharanthus roseus genutzt und 
später in m odifizierter Form  auch für die Analyse 
von entsprechenden Zell- und G ew ebekulturen ver­
wendet. Ü ber m ethodische Einzelheiten und über 
Analysenergebnisse soll im folgenden berichtet w er­
den.

Experimenteller Teil und Ergebnisse

a) Bestimmung von VLB in Blättern 
von Catharanthus roseus

Aufarbeitung der Blätter

1 g gefriergetrocknete, pulverisierte B lätter von 
Catharanthus roseus w erden m it insgesam t 50 ml e i­
ner M ischung von 2-prozentiger W einsäurelösung 
und M ethanol (2 +  3) versetzt, m it einem  M agnet­
rührer gerührt und danach durch eine G lasfritte 
(G3) filtriert. D er Rückstand wird m it w eiteren 
50 ml der gleichen W einsäure/M ethanol-Lösung er­
neut extrahiert und aberm als filtriert. D ie vereinigte 
Extraktionsflüssigkeiten werden am R otationsver­
dam pfer unter verm indertem  D ruck au f ca. 30 ml 
eingeengt und die erhaltene trübe Flüssigkeit durch 
eine G lasfritte d irekt in einen Scheidetrichter über­
führt. K olben und Fritte werden m it wenigen M illili­
tern 2-prozentiger W einsäurelösung nachgewaschen. 
Das erhaltene F iltrat wird zur Reinigung m it 40 ml
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D ichloräthan ausgeschüttelt, diese organische Phase 
verworfen, dann mit 25-prozentiger A m m oniaklö­
sung au f einen pH von 5,2 eingestellt und vierm al 
mit 40 ml D ichloräthan extrahiert. D ie über N a ­
trium sulfat getrockneten, vereinigten D ichloräthan- 
fraktionen werden am R otationsverdam pfer unter 
verm indertem  D ruck zur Trockene gebracht. D er so 
erhaltene -  m it VLB angereicherte — Extraktrück­
stand wird nach Lösen in Toluol quantitativ  in einen 
1-ml-M eßkolben überführt und dient als 1 ml M aß ­
lösung zur Bestimmung des VLB-Gehaltes.

Herstellung der Eichlösung

11,21 mg VLB-Sulfat der F irm a Eli Lilly, Ind ia­
napolis, (entsprechend 10 mg freier VLB-Base) w er­
den in einem Scheidetrichter in wenigen ml destil­
lierten Wassers gelöst und nach A lkalisieren m it 
Am m oniaklösung m ehrm als m it Chloroform  ausge­
schüttelt. Die vereinigten, über N atrium sulfat ge­
trockneten C hloroform fraktionen werden unter ver­
m indertem  D ruck zur Trockene gebracht und der 
Rückstand in 5 ml Toluol gelöst. D urch V erdünnen 
dieser Stam m lösung erhält m an die V ergleichslösun­
gen zum Aufstellen der VLB-Eichgerade. D ie 
Stamm lösung wird so verdünnt, daß  VLB-Konzen- 
trationen im Bereich von 0,5 -  2,0 (ig/|il resultieren. 
Das Auftragsvolum en beträgt 2 ^1. D ie Lösungen 
sind gekühlt (4 °C ) mindestens 2 W ochen lang ver­
wendbar.

Chromatographische Bedingungen

Der mit VLB angereicherte A lkaloidextrakt w ird 
au f K ieselgel-Fertigplatten (Kieselgel 60 F 254; Nr. 
5554, Fa. Merck) chrom atographiert. D abei werden 
Extraktvolum ina von 3 - 6  (il als 3 mm langer Strich 
mit dem D C-A utoliner Typ TLC 2 (Fa. ICN) h a lb ­
autom atisch au f die D ünnschicht aufgetragen. D ie 
Entwicklung erfolgt mit den F ließm itteln  C hloro­
form /M ethanol (98 +  2) und nach Zw ischentrock­
nung m it C hloroform /M ethanol (97 +  3).

Absorptionsspektrum von VLB in Remission

Um bei der A bsorptionsm essung ein m öglichst 
großes M eßsignal zu erhalten, m uß auch bei in situ 
Bestimmungen die Messung bei der W ellenlänge e i­
nes A bsorptionsm axim um s der entsprechenden S ub­
stanz durchgeführt werden. Da die Lage eines A b­
sorptionsm axim um s einer an Kieselgel sorbierten  
Substanz durch die Sorbens beeinflußt werden kann

[6 , 7], w urde eine A bsorptionskurve von Vincaleuko­
blastin au f Kieselgel 60 in Rem ission aufgenommen. 
Abb. 1 zeigt, daß  das (kürzerwellige) Absorptions­
m axim um  gegenüber einer m ethanolischen Lösung 
(Abb. 2) um 4 nm bathochrom  verschoben ist und 
hier bei 218 nm liegt.

Messung und Auswertung

Die quantitative in situ Bestim m ung des Vincaleu- 
koblastins wird m it dem  Spektralphotom eter der 
F irm a C. Zeiss in V erbindung m it dem  Z-Scanner 
(CAM AG) vorgenom m en. Vor dem  eigentlichen 
Scannen erfolgt die exakte Positionierung des jew ei­
ligen DC-Flecks im M eßstrahl. D ie einzelnen M eß­
bahnen werden vom Start in R ichtung F ließm ittel­
front in der M eßanordnung M onochrom ator-Probe- 
Em pfänger vermessen. D ie Registrierwellenlänge 
beträgt 218 nm, die Spaltgröße 6x0 ,5  mm und die 
M eß-G eschw indigkeit 40 m m /m in. D ie Peakflä- 
chenbestim m ung erfolgt nach der N äherungsm etho­
de H öhe x Breite in halber Höhe. M it den errechne- 
ten Peakflächen der verschiedenen VLB-Standard- 
Konzentrationen wird eine Eichgerade erstellt, in­
dem die F lächenintegrale gegen die entsprechenden 
Substanzm engen aufgetragen werden.

Wellenlänge (nm)

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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350 nm 200
Wellenlänge

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: Gerät: DM R 21 
(Fa. C. Zeiss); Registriergeschwindigkeit: 6 min/Trom m el­
umdrehung; Registrierdispersion: 1 mm =  1 nm; Extink­
tionsbereich: 0 - 1 ;  Meßbereich 350-190  nm; Küvetten: 
1 cm Quarz, Halbmikro MT4; Lösungsmittel: Methanol 
(UVASOL).

Identitätsnachweis des Vincaleukoblastins

Die Einführung einer neuen Extraktionsm ethode 
für Vincaleukoblastin m achte eine exakte Iden tifi­
zierung der zunächst anhand relativ unspezifischer 
/?f-Wert- und Farbreaktionsvergleiche [8 ] als VLB 
angesehenen Substanz notwendig. D azu w urden von 
der in Frage stehenden Substanz, die nach der vorge­
stellten M ethode extrahiert und abgetrennt w orden 
war, nach Elution m it einer M ischung von M etha- 
nol/D ichloräthan (1 + 4 ) vom Sorbens, UV- IR- und 
EI-M S-Spektren aufgenom m en. Zum  Vergleich w ur­
de authentisches V incaleukoblastin (Velbe, Fa. Eli 
Lilly, Indianapolis) dem  gleichen A ufarbeitungspro­
zeß unterworfen und unter identischen apparativen  
Bedingungen vermessen. D ie au f diese W eise erha l­
tenen Spektren stim m en untereinander und auch m it 
entsprechenden L iteraturangaben überein [9— 12].

VLB-Bestimmung in Blättern von 
Catharanthus roseus'

D ie nach dem  hier geschilderten V erfahren extra­
hierte und bestim m te VLB-M enge betrug in den 
Blättern der von uns verwendeten Catharanthus- 
Pflanzen im D urchschnitt von 9 E inzelbestim m un­
gen 518 pg VLB je  1 g Trockensubstanz.

b) Bestimmung von Vincaleukoblastin in Zellkulturen 

Aufarbeitung der Zellkulturen

2 g gefriergetrocknetes, pulverisiertes G ew ebe 
(zur Anlage und A nzucht der G ew ebe vgl. [4]) w er­
den zunächst wie die Blätter von Catharanthus ro­
seus extrahiert.

Chromatographische Bedingungen

D er Extraktrückstand wird in wenigen pl C hloro­
form aufgenom m en und quantitativ  als 35 mm lan­
ger Strich m it dem  D C -A utoliner (Fa. ICN) au f eine 
10 cm breite und 5 cm hohe H PTLC -Platte m it K ie­
selgel 60 F 254 (Merck Nr. 5628) aufgetragen. In glei­
cher Weise erfolgt daneben der 35 mm lange, strich­
förmige A uftrag einer VLB-Vergleichslösung. D ie 
Platte wird nacheinander in den F ließm itte lgem i­
schen C hloroform /M ethanol (98 +  2) und nach Zw i­
schentrocknung in C hloroform /M ethanol (97 +  3) je ­
weils bis zum  oberen Rand entwickelt. A uf der Bahn 
der A nalysenprobe wird eine entsprechend große 
Zone, die au f gleicher H öhe wie die VLB-Referenz- 
bande liegt, m arkiert, von der G lasplatte abgetragen 
und eluiert.

Elution erfolgt in einem 60 mm langen ausgezoge­
nen G lasrohr von 3 mm Innendurchm esser, das am 
oberen Ende trichterförm ig erw eitert ist. U m  ein 
D urchlaufen von feinen A dsorbenspartikeln beim  
Elutionsvorgang zu verhindern, füllt man über den 
locker eingepreßten  W attep ropf in der Spitze der 
G lassäule zusätzlich noch eine ca. 5 mm hohe 
Schicht von geglühtem  Seesand [13]. Es wird dreim al 
mit 0,3 ml einer M ischung aus M ethanol und Di- 
chloräthan (1 + 4 )  desorbiert. Als Vorlage d ien t ein 
kleines Reagenzglas (NS 10/19, 10x60 m m ), dessen 
Boden kegelförm ig ausgezogen ist und ein Fassungs­
vermögen von etwa 10 pl besitzt. Das Elutionsm ittel 
wird in diesem  G efäß  unter verm indertem  D ruck 
vollständig entfernt.

Zur Q uantifizierung wird der Rückstand in genau 
10 pl Toluol aufgenom m en. Von dieser Lösung w er­
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den zweimal 1,0 |il und zweimal 1,5 jal punktförm ig 
au f der Längsseite einer 100x50 mm großen 
HPTLC-Platte (Kieselgel 60 F 254; Merck 5628) ab ­
wechselnd m it einer Vergleichslösung aufgetragen. 
D ie Reihenfolge des Auftrags von S tandard- und Ex­
traktlösungen richtet sich dabei nach einem  V or­
schlag von Bethke [14], der von Hetzel [15] für die 
H PTLC-Platte m odifiziert w urde (Data-Pair-T ech­
nik). D urch diesen A pplikationsm odus w erden even­
tuelle V ariationen der chrom atographischen P ara­
m eter innerhalb einer Platte gem ittelt, was zu einer 
höheren G enauigkeit der quantita tiven Bestim m ung 
führt. Die so vorbereitete H PTLC -Platte wird zw ei­
mal in dem  Fließm ittelgem isch C h lo ro fo rm /M etha­
nol (97 +  3) bis zum oberen Rand entwickelt. N ach 
dem Entfernen des F ließm ittels erfolgt die in situ Be­
stim m ung des Vincaleukoblastins.

Messung und Auswertung

Die H PTLC-Platte wird entsprechend den A nga­
ben im Abschnitt „M essung und A usw ertung“ (s. 
Seite 202) bei Verringerung der Spaltgröße au f
2,5 x 0,5 mm vermessen und ausgewertet.

Herstellen der VLB-Vergleichslösungen für die 
HPTLC-Platte

Zur Aufstellung der E ichgeraden w erden d ie g lei­
chen VLB-Standardlösungen eingesetzt, wie sie für 
die Bestim mung von VLB in Blättern (au f einer kon­
ventionellen DC-Platte) hergestellt und verw endet 
werden. Das A uftragsvolum en au f die H PT L C -P lat­
te beträgt allerdings nur 200 nl, wodurch eine Eich- 
gerade im Bereich von 100-4Ö 0ng  V LB /D C -F leck 
erhalten wird.

VLB-Bestimmung in Gew eben von 
Catharanthus roseus.

Das nach dem  soeben geschilderten V erfahren aus 
Kallus-K ulturen extrahierte VLB war dünnschich t­
chrom atographisch und in seinem U V -Spektrum  
(Abb. 2) m it authentischer Substanz identisch. D er 
G ehalt in den G ew eben betrug 1,3 (ig VLB je  g 
Trockensubstanz. In den Suspensionskulturen war 
weder in den Zellen noch im K ulturm edium  VLB 
nachzuweisen.

Diskussion

Die quantita tive Analyse von VLB in Catharan­
thus msew-s-Zellkulturen erfordert eine M ethode, die

eine U ntersuchung sehr geringer Probenm engen er­
möglicht. Voraussetzung für eine quantitative Erfaß- 
barkeit ist eine gute A btrennung des VLB von den 
ca. 90 anderen Catharanthus-A lkaloiden und weite­
ren „nichtalkaloidischen“ Begleitsubstanzen. W ün­
schenswert ist w eiterhin eine schnelle D urchführbar­
keit der Analyse bei möglichst geringem techni­
schem Aufwand. Bei der K om plexität des A lkaloid­
gemisches in Catharanthus roseus und den geringen 
zur Verfügung stehenden Substanzenm engen, ist ei­
ne Lösung des Problem s unter den vorausgestellten 
Bedingungen nur m it H ilfe m oderner chrom atogra­
phischer M ethoden möglich. D er Einsatz der G as­
chrom atographie erwies sich aufgrund der hohen 
M olekulargewichte und der Labilität der in Frage 
stehenden V erbindungen als wenig erfolgreich. Von 
den verbleibenden wichtigen chrom atographischen 
T rennm ethoden, wie der Säulenchrom atographie 
und der D ünnschichtchrom atographie wurde 
letzterer wegen der zu erw artenden größeren A naly­
senzahlen der Vorzug gegeben. Eine entsprechende 
Analysenm ethode, die bereits m it relativ geringen 
Mengen Pflanzenm aterial auskom m t und au f einer 
zweidim ensionalen Trennung der A lkaloide mit an­
schließender Elution des Vincaleukoblastins und 
photom etrischer Messung desselben beruht, wurde 
von M asoud [5] beschrieben. U ntersuchungen von 
anderen A utoren [16], sowie eigene Experim ente 
zeigten aber, daß  neben der sehr zeitraubenden Ex­
traktion und V orreinigung der Alkaloide diese DC- 
Trennung unzureichend ist. N ach Entwicklung einer 
einfacheren, für VLB jedoch selektiveren Extrak- 
tions- und V orreinigungsm ethode, konnten mit 
ebenfalls m odifizierten chrom atographischen Bedin­
gungen — in V erbindung m it einer in situ Messung in 
Remission — in Blättern von Catharanthus roseus et­
wa 500 (ig V LB/g Trockensubstanz nachgewiesen 
werden: dem gegenüber nach M asoud et al. [5] nur 
ca. 30 |ig /g  Trockensubstanz. D er entscheidende 
G rund für diese höheren A usbeuten ist wohl in der 
besseren Löslichkeit des VLB-Salzes in der m etha- 
nolischen Phase gegenüber der organischen (M asoud 
et al. [5] verwendeten Benzol) zu suchen.

Versuche zur Q uantifizierung von VLB in Zellkul­
turen von Catharanthus roseus zeigten zunächst, daß  
die Konzentrationen der von Geweben synthetisierten 
Alkaloide erheblich unter denen der intakten Pflan­
zen lagen. D urch das noch ungünstigere Verhältnis 
„nichtalkalo id ischer“ Begleitsubstanzen zu den ge­
ringen A lkaloidkonzentrationen im Extrakt der Zell­
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kulturen gegenüber Extrakten intakter Pflanzen w ur­
de aber auch der sichere Nachweis geringster VLB- 
M engen merklich erschwert. Eine Verbesserung im 
Sinne einer sicheren Identifizierung und Q uantifizie­
rung bei geringem Probe- und Z eitbedarf w urde 
durch Verwendung der H PTLC-Platte erreicht. A uf­
grund der bereits erw ähnten Trennschwierigkeiten 
m uß der eigentlichen H PTLC-Trennung, die der 
quantitativen Bestim mung des V incaleukoblastins 
dient, ein chrom atographischer Reinigungs- bzw. 
A nreicherungsschritt vorgeschaltet werden. D ieser 
Vorgang m uß wegen der geringen A lkaloid-K onzen­
trationen ebenfalls au f einer H PTLC -Platte erfolgen, 
da au f einer „norm alen“ DC-Platte infolge der grö­
ßeren Fleckendurchm esser die geringeren A lkaloid­
m engen unter die Erfassungsgrenze fallen. N ach A n­
reicherung des V incaleukoblastins und erneuter A uf­
trennung des Eluats au f einer w eiteren H PTLC- 
Platte konnte dann m it dieser M ethodik in O berflä­
chenkulturen (nicht in Suspensionskulturen!) eines 
Catharanthus-Versuchsstammes durchschnittlich
1,3 ng VLB/g getrocknetes G ew ebe (daher 1/400 der 
K onzentration intakter Pflanzen!) nachgewiesen wer­
den.

Vorliegende Ergebnisse zeigen erstm als, daß  K al­
luskulturen von Catharanthus roseus nicht nur m ono­
m ere Indol-A lkaloide (vgl. u.a. [17]), sondern auch 
dim ere Indol-Indoline biosynthetisieren können. In 
früheren Versuchen [18] hielten wir zwar ebenfalls 
den Nachweis, daß  G ew ebe VLB produzieren kann, 
für erbracht. Allerdings wissen wir heute, daß  wir 
aufgrund der dam als nicht optim alen A btrennung 
des VLB von anderen A lkaloiden, zu hohe VLB- 
K onzentrationen gemessen haben.

Von gleichem Interesse wie der N achweis von 
VLB in O berflächenkulturen ist auch die B eobach­

tung, daß in Suspensionskulturen oder im N ährm e- 
dium  dieser K ulturen VLB nicht zu finden ist. Ver­
mutlich entsprechen aus wenigen Zellen bestehende 
Aggregate eher M eristem en intakter Pflanzen, die 
Sekundärstoffe nicht oder nur in Spuren produzie­
ren, als nicht völlig undifferenzierte Kalluskulturen. 
H ier findet eine A rt D ifferenzierung in frische, junge 
m eristem atische und in ältere Zellen der stationären 
Phase statt. Letztere können in geringen M engen 
VLB bilden. A ndererseits ist anzunehm en, daß  VLB 
(und andere onkolytische A lkaloide wie z.B. Leuro- 
cristin) auch au f Zellen von Catharanthus roseus 
selbst und nicht nur au f  Zellen anderer Pflanzen 
(z. B. au f W urzelspitzenzellen von Hordeum sativum, 
Vicia faba und Nigella damascena [19] oder au f 
Zwiebelzellen [20]) toxisch wirkt. D ies m achen U n­
tersuchungen über den m itotoxischen Effekt von 
3/.4 '-D ehydrovinblastin  und Leurocristin au f Catha- 
ra/7//2u.v-Zellen [21] wahrscheinlich. Es w erden daher 
in Suspensionskulturen VLB produzierende Zellen 
absterben oder in ih rer Teilungsfähigkeit gehem m t. 
So kom m t es zur Selektion wenig oder gar nicht 
VLB bildender Zellen. A llerdings wird m an von d ie­
sen Zellen nicht von M utanten sprechen können. Es 
sind V arianten, bei denen die Fähigkeit zur VLB- 
Biosynthese rep rim iert ist. Es konnte näm lich gezeigt 
werden, daß  aus diesen Zellen regenerierte Pflanzen
[22] wie die ursprünglichen A usgangspflanzen VLB 
synthetisieren.
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